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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine entziindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems, die als Tiermodell der Muliplen Sklerose (MS) anerkannt ist. Die
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein-induzierte EAE spiegelt die essentiellen Merkmale der
humanen MS wider: chronischer, relapsierender klinischer Verlauf, pathophysiologisches Trias aus
Inflammation, reaktiver Gliose und der Bildung demyelinisierter Stellen, die sich topographisch
ebenso wie die der humanen MS manifestieren. Die Mitogen-aktivierten Proteinkinase aktivierten-
Proteinkinase 2 (MAPKAPK2 oder kurz MK2) spielt eine wichtige Rolle bei
Entzlindungsreaktionen und wurde in dieser Arbeit bei der EAE untersucht. Die Ergebnisse der
Studie zeigen, dass MK2 den Verlauf einer EAE beeinflusst. Neben einem schwereren klinischen
Verlauf in MK2 knockout (MK2-/-) Méusen wurde eine erhohte Zahl an Leukozyten im zentralen
Nervensystem von MK2-/- Méusen im Vergleich zu Wildtyp (WT) Kontrolltieren gefunden.
AnschlieBende Analysen zur Charakteristik der Integritdt der Blut-Hirn-Schranke und der
Entziindungsreaktion ergaben, dass das Adhédsionsverbindungsprotein B-Catenin verstirkt bei
MK2-/- Méusen im Vergleich zu WT exprimiert, und die Konzentration des Entziindungsmediators
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) a bei MK2-/- Tieren im Serum im Vergleich zu WT vermindert war,
was einen milderen Verlauf der Erkrankung bewirken sollte. Untersuchungen zum TNF Rezeptor 1
Signalweg ergaben, dass an Tag 8 nach der Immunisierung mehr mRNA des Transkriptionsfaktors
NFkB in Leukozyten aus der Milz von MK2-/- Tieren exprimiert war. Auflerdem war der
Apoptoseinhibitor cFLIP an Tag 24 nach EAE-Induktion verstirkt exprimiert. Beide Marker lassen
auf eine gesteigerte Aktivierung MK2-defizienter Leukozyten schlieBen. Da MK2 die Biosynthese
von TNFa reguliert, konnte der durch den MK2-knockout bedingte Mangel des
Entziindungsmediators den Verlauf der EAE, durch eine verdnderte Signaltransduktionskaskade
des TNF Rezeptor 1, und somit verdndertes Apoptoseverhalten autoreaktiver Zellen im ZNS
beeinflussen. Vergleichende Studien zur Bindungscharakteristik von murinen Leukozyten an
humanen Endothelzellen aus der Blut-Hirn-Schranke machten deutlich, dass MK2 eine
entscheidende Rolle bei der Adhésion spielt. Wahrend CD3- und CD14- positive Zellen, die aus
der Milz von WT isoliert wurden, nach Stimulation verstirkt an Endothelzellen banden, blieb die
Adhision von Leukozyten aus MK2-/- Miusen nach Stimulation unbeeinflusst. Dariiber hinaus
zeigten in vitro Studien mit monozytiren U937 Zellen, dass MK2 vermutlich bei der Expression
des Adhésionsmolekiils VLA-4 eine Rolle spielt, jedoch nicht der Hauptregulator des Proteins zu
sein scheint. Die Ergebnisse der Studien machen deutlich, dass MK2 eine zentrale Rolle bei

Inflammation aufgrund unterschiedlicher Faktoren spielt.
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SUMMARY

SUMMARY

The experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an inflammatory disease of the central
nervous system and widely accepted as an animal model for human multiple sclerosis (MS). The
characteristics of MS are reflected by Myelin-Oligodendrocyte-Glycoprotein (MOG)-induced
EAE: the chronic, relapsing clinical course of the disease, and the pathophysiological triad of
inflammation, reactive gliosis, and formation of demyelinating plaques with a topographical
distribution similar to that in human MS. The role of the mitogen-activated protein kinase-activated
protein kinase 2 (MAPKAPK?2; short MK?2) is important in inflammation. In this study the role of
the MK2 was investigated in EAE. The results showed a contribution of MK2 in EAE. MK2
knockout (MK2-/-) mice showed signs of more severe disease correlating with an increased
number of leukocytes in the central nervous system compared to wildtype (WT) control. The
subsequent analysis of the integrety of the blood-brain-barrier as well as the analysis of
inflammation demonstrated that one protein of adherens junction, the pf-catenin, was increased in
MK2-/- mice. Moreover, the concentration of the inflammation mediator tumor necrosis factor
(TNF) a was decreased in serum of MK2-/- mice compared to WT controls, indicating a milder
course of the disease. The investigation of the TNF receptor 1 signalling demonstrated an increased
expression of NFkB mRNA in leukocytes isolated from spleen from MK2-/- mice at day 8 after
immunization. In addition, the inhibitor of apoptosis cFLIP was increased at day 24 after EAE-
induction in MK2-/- animals. Both, the marker NFxB and cFLIP indicate an increased activation of
MK2-deficient leukocytes. Because of the regulatory function of the MK2 in the biosynthesis of
TNFa the MK2 is involved in the disease course. The reduced level of TNFa in knockout mice
might change the TNF receptor 1 signalling and therefore alter the characteristics of apoptosis in
autoreactive cells in the CNS. Moreover, comperative studies about the binding of leukocytes
indicate the importance of the MK2. CD3 positive as well as CD14 positive cells isolated from WT
animals showed an increased binding to endothelial cells after stimulation whereas the adhesion of
MK2-deficient leukoctyes was unaffected by stimulation. Furthermore, in vitro studies using the
U937 monocytic cell line indicated an involvement of MK2 in the expression of the adhesion
molecule VLA-4. However, MK2 seems to be involved in the regulation but is not the main

regulator of VLA-4. These results suggest a central role of MK?2 in inflammation.
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1. EINLEITUNG

1.1 DAS IMMUNSYSTEM

Das Immunsystem stellt ein komplexes System zur Abwehr eindringender pathogener
Mikroorganismen dar. Gegen Krankheitserreger werden wirkungsvolle
Abwehrmechanismen eingesetzt, die gleichzeitig eine iberméBige Schidigung des Korpers
durch die Abwehrmechanismen vermeiden. In der Regel besteht gegen eindringende
Erreger eine Immunitit (Definition (medizinisch): biologischer Zustand, in dem der
Organismus durch unspezifische und spezifische Abwehrmechanismen gegeniiber
Angriffen durch Pathogene geschiitzt ist), gegen korpereigenes Gewebe besteht hingegen
eine immunologische Toleranz (Goodnow 1997).

Man unterscheidet das angeborene (innate) und das erworbene (adaptive) Immunsystem.
Das angeborene Immunsystem ist gekennzeichnet durch das Erkennen allgemeiner,
repetitiver Strukturen auf Mikroorganismen, die pathogen associated molecular pattern
(PAMP) (Janeway and Medzhitov 2002). Durch das Erkennen dieser Strukturen wird eine
Immunreaktion bzw. Abwehr ohne vorausgegangenen Erregerkontakt ausgeldst. Hierbei
spielen Makrophagen und neutrophile Granulozyten, die Bakterien phagozytieren oder
abtdten konnen, sowie das Komplementsystem, dessen Komponenten sich auf
mikrobiellen Oberflichen anlagern und diese zerstéren kdnnen oder Pathogene opsonieren,
eine entscheidende Rolle (Rabinovitch 1995; Li, Sacks et al. 2008; Mukhopadhyay,
Pluddemann et al. 2009). Gleichzeitig werden zahlreiche Mediatoren wie z.B. TNFa
produziert, die eine Entziindungsreaktion férdern und eine Immunantwort in Gang setzten
(Underhill, Ozinsky et al. 1999). Das angeborene Immunsystem reicht jedoch zur
Bekdampfung spezieller Erreger oft nicht aus. Dariiber hinaus entwickelte sich in
Vertebraten das evolutionér jlingere adaptive Immunsystem.

Zentraler Bestandteil des adaptiven Immunsystems ist eine enorme Diversitit an
Lymphozyten (B- und T-Zellen), welche hochspezifisch bestimme Antigene erkennen.
Charakteristisch ist, dass gegen Erreger spezifische Lymphozyten erst Antigen-spezifisch
aktiviert und dann selektiv vermehrt werden (klonale Proliferation), um eine
Abwehrreaktion zu generieren (Ferrari, Penna et al. 1986). Das adaptive Immunsystem

bringt auBBerdem spezialisierte Lymphozyten (Gedéchtniszellen) hervor, die bei erneutem
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Kontakt mit einem Antigen innerhalb weniger Stunde eine Immunreaktion auslosen

konnen (immunologisches Gedichtnis) (Weigle 1966).

1.1.1 MONOZYTEN

Monozyten sind im Blut zirkulierende Zellen der myeloiden Reihe, die aus einer
Progenitorzelle des Knochenmarks hervorgehen (Janeway 2002). Durch den Einfluss der
Wachstumsfaktoren Granulozyten-Monozyten Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)
und Monozyten Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) entwickeln sich aus den
hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark Monoblasten, die zu Monozyten
differenzieren und in den Blutkreislauf iibergehen (Nicola and Peterson 1986). Dort
konnen Monozyten korperfremde Strukturen aufnehmen, prozessieren und présentieren
und somit die adaptive Immunantwort initiieren (Nathan 1987; Aderem and Underhill
1999). Des Weiteren sind Monozyten dazu befihigt in Gewebe einzuwandern und dort zu
Makrophagen zu differenzieren. Dies geschieht auch unter nicht-pathologischen
Bedingungen (Mamputu and Renier 1999). In vielen Organen des menschlichen Korpers
lassen sich Klassen spezialisierter Gewebemakrophagen abgrenzen, wie z.B. die
Makrophagen des Zentralen Nervensystems - die Mikroglia (van Furth and Cohn 1968).
Monozyten werden durch bakterielle, mykogene und virale Substanzen aktiviert. Die
Bindung eines solchen Stimulus aktiviert Monozyten iiber Musterekennungsrezeptoren wie
Toll-like Rezeptoren (TLR), und 16st somit eine Entziindungsreaktion aus (Ozinsky,
Underhill et al. 2000). Monozyten produzieren dann unter anderem proinflammatorische
Zytokine wie IL-1Bp und TNFa, was zur Rekrutierung von Granulozyten und weiteren

Makrophagen fiihrt (Miller, Pietras et al. 2007).

1.1.2 T-LYMPHOZYTEN

T-Zellen, B-Lymphozyten und NK-Zellen entstammen einer gemeinsamen lymphoiden
Vorléduferzelle (lymphoide Reihe) (Janeway 2002). Die Reifung zur T-Zelle aus dieser
Progenitorzelle findet im Thymus statt. Bei ihrer Reifung wird eine beachtliche Variabilitit
des T-Zell-Rezeptors (TCR) durch zufillige Rekombination der codierenden DNA erzielt
und somit ein enormes Repertoire an spezifischen Einzelzellen erzeugt, die gegen
bestimmte Antigene reagieren (Bassing, Tillman et al. 2003; Mostoslavsky, Alt et al.
2004). T-Lymphozyten werden anhand ihrer unterschiedlichen Korezeptoren in CD4
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positive (CD4+) und CD8 positive (CD8+) T-Zellen unterteilt (Shiku, Kisielow et al.
1975). CD4+ Zellen (T-Helferzellen) erkennen aufgenommene (korperfremde) Antigene,
die als Peptidfragmente von MHC-II-Molekiilen prisentiert werden (Fukui, Ishimoto et al.
1997; Huang, Yachou et al. 1997). Die Population der CD4+ Zellen gestaltet sich
heterogen. Nach ihrer Reifung (positive und negative Selektion; 1.2 Autoimmunitét)
verlassen die Zellen als T-Helferzellen (Ty0-Zelle) den Thymus. Im sekundédren
lymphatischen Organ differenzieren diese Ty0-Zellen nach Antigen-Kontakt durch
Einfluss unterschiedlicher Mediatoren zu spezialisierten Tyl-, Ty2-, Tyl7- oder
regulatorische T-Zellen (Sad and Mosmann 1994; Elson, Nutman et al. 1995; Harrington,
Hatton et al. 2005; Bettelli, Carrier et al. 2006).

IFNy
------ ’ TNFq
IL-2

IL-4
...... » IL-5
(IL-10)

...... » TGFB

...... . 1Lt

Abbildung 1: Schematische Darstellung der T-Zell-Differenzierung

Nach Antigen-TCR-Erkennung werden Ty0 Zellen aktiviert und differenzieren durch Einfluss
unterschiedlicher Zytokine zu spezialisierten Effektorzellen. Durch Einfluss von IL-12 entwickeln sich Ty1-
Zellen, die proinflammatorische Zytokine produzieren. Durch die Anwesenheit von IL-4 und IL-10
differenzieren Ty0-Zellen zu Ty2-Zellen, die iiberwiegend IL-4, -5 und -10 sezernieren. Durch den Einfluss
von TGFp entwickeln sich regulatorische T-Zellen. (modifiziert aus Weaver et al., Immunity, June 2006;
(Weaver, Harrington et al. 2006))

Tyl1-Zellen produzieren vor allem IFNy, TNFo und IL-2. Sie aktivieren Makrophagen und
veranlassen B-Lymphozyten dazu opsonierende Antikdrper zu produzieren. Ty2-Zellen
hingegen produzieren vor allem IL-4 und IL-5. Diese Mediatoren aktivieren B-Zellen, die
neutralisierende Antikorper (IgG und IgE) produzieren. Tyl- und Ty2-Antworten kdnnen

sich gegenseitig hemmen und so eine Immunreaktion kontrollieren (Mosmann, Cherwinski
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et al. 1986; Romagnani 1995). Bei der Regulation des Immunsystems spielen
regulatorische T-Zellen (CD4+CD25+) eine zentrale Rolle. Regulatorische T-Zellen (Treg)
haben entscheidende Funktion bei der Entstehung der peripheren Toleranz gegeniiber
»,harmlosen® Fremdantigenen, wie beispielsweise Bestandteilen aus der Nahrung.
AuBerdem halten sie Entziindungsreaktionen unter Kontrolle, um eine Schadigung eigener
Zellen zu vermindern (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008).

CD8+ Zellen (zytotoxische T-Zellen) sind im Gegensatz zu CD4+ Zellen darauf
spezialisiert Antigene zu erkennen, die auf MHC-I-Molekiilen pridsentiert werden. Bei
Peptiden, die auf MHC-I-Molekiilen prisentiert werden, handelt es sich um Peptide
zytosolischen Ursprungs von z.B. infizierten korpereigener Zellen, Tumorzellen oder auch
allogene transplantierter Zellen. CD8+ Zellen sind nach erkennen dieser Antigene in der
Lage, diese fremden bzw. infizierten Zellen zu lysieren und somit zu eliminieren (Wong

and Pamer 2003).

1.1.3 B-LYMPHOZYTEN

B-Lymphozyten (B-Zellen) gehoren ebenfalls der lymphoiden Linie an. Die
Differenzierung zur B-Zelle aus der Progenitorzelle findet im Knochenmark statt. Dort
entwickelt sich ausgehend von dieser Progenitorzelle iiber die Stadien der Pro-B-Zelle und
Pra-B-Zelle eine unreife B-Zelle, die im Laufe ihrer Reifung einen spezifischen Antikorper
(B-Zell-Rezeptor; BCR) auf ihrer Oberfliche exprimiert. Die Spezifitit des Antikorpers,
den die Zelle produziert, entsteht dabei durch zufillige somatische Rekombination (V(D)J-
Rekombination) und alternatives Spleilen der mRNA und weist bei jeder B-Zelle eine
andere Antigen-Bindungsdoméne auf (Rajewsky 1996). Nach negativer Selektion, bei der
unreife B-Lymphozyten eliminiert werden, die keinen funktionstiichtigen BCR
exprimieren bzw. Immunglobulin-Molekiile produzieren, die gegen korpereigene
Strukturen gerichtet sind (Rolink, Melchers et al. 1999), werden diese als naive B-Zellen in
die Peripherie entlassen. Die naiven B-Lymphozyten zirkulieren im Blut zu sekundiren
lymphatischen Organen (Lymphknoten und Milz), wo sie durch Erkennen ihres
spezifischen Antigens und Interaktion mit T-Helferzellen zu reifen B-Zellen differenzieren.
Dabei kommt es zu einer somatischen Hypermutation des BCR, die zu einer gesteigerten
Antigen-Affinitit (Isotypenwechsel) des spezifischen Antikorpers fiihrt. Im Friithstadium

einer AntikOrperreaktion produziert eine reife B-Zelle liberwiegend IgM- sowie IgD-
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Antikorper spéter dann spezifischere IgG- und IgA-Antikorper. In geringem Malle werden
wird auch der IgE-Isotyp sezerniert (Stavnezer 1996).

Naive B-Zellen zirkulieren im Blut. Werden sie aktiviert beginnen sie zu proliferieren, um
eine effektive Abwehr zu gewéhrleisten (Andersson, Coutinho et al. 1977; Liu, Zhang et
al. 1991; Parker 1993). Die Nachkommen der aktivierten B-Zelle differenzieren zu
Effektorzellen (Plasma- und Gedéchtniszellen) (Coico, Bhogal et al. 1983; Takahashi,
Dutta et al. 1998). Gedichtniszellen werden bei erneutem Kontakt mit threm Antigen
sofort aktiviert und kdnnen innerhalb kurzer Zeit eine Immunantwort auslosen und somit

das Ausbrechen einer Infektion verhindern (Kruetzmann, Rosado et al. 2003).

1.2 AUTOIMMUNITAT

Als Autoimmunreaktion werden Reaktionen des Immunsystems bezeichnet, die sich
irrtimlicherweise gegen korpereigenes Gewebe richten. Dabei kommt es zu
Entziindungsreaktionen, die den betroffenen Organismus erheblich schidigen kénnen.

Wie Autoimmunreaktionen entstehen ist bisher weitgehend unbekannt. Man geht davon
aus, dass sowohl eine genetische Disposition als auch eine fehlgeschlagene T-Zell-
Selektion ursdchlich an autoimmunen Reaktionen beteiligt sein konnen (Ermann and
Fathman 2001).

Bestimmte genetische Varianten der MHC-Molekiile bestimmen, welches Peptid eines
Erregers bei der Prozessierung auf die Oberfliche gelangt und den T-Zellen présentiert
wird. Einige Varianten fordern scheinbar Strukturen zu Tage, die korpereigenen Antigenen
extrem dhnlich sind (molekulares Mimikry), und somit autoimmune Reaktionen auslosen
konnen (Wucherpfennig and Strominger 1995; Oldstone 1998).

Wihrend ihrer Reifung im Thymus durchlaufen T-Zellen eine Priifung. Dabei werden den
T-Zellen praktisch alle denkbaren korpereigene Antigene mittels spezialisierter
antigenprisentierenden Zellen (APC) présentiert. Interagiert der TCR einer unreifen Zellen
nur schwach mit den korpereigenen Peptidantigen im MHC, wird dieser ein
Uberlebenssignal vermittelt - sie werden positiv selektiert (Kisielow, Teh et al. 1988).
Interagieren solche T-Zellen stark mit den korpereigenen Antigen im MHC wird in ihnen
Zelltod durch Apoptose ausgelost - sie werden negativ selektiert (Zuniga-Pflucker, Jones et
al. 1989). Zusammenfassend wird dieses Geschehen als immunologische oder zentrale

Toleranz bezeichnet (Lederberg 1959). Bei fehlgeschlagenem Selektionsprozess kann es
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vorkommen, dass autoreaktive T-Zellen der Kontrolle entgehen und in den Organismus
entlassen werden. Eine mogliche Ursache hierfiir ist, dass im Thymus Autoantigene
prasentiert werden, die filschlicherweise als korperfremd klassifiziert werden (Wekerle,
Bradl et al. 1996).

Im Gegensatz zur zentralen Toleranz steht die periphere Toleranz, die von reifen
Lymphozyten in den peripheren Organen generiert wird. Hierbei werden beim Gesunden
autoreaktive T-Zellen durch Antigen-Kontakt in den Zustand der Anergie versetzt, wenn
das Antigen ohne kostimulatorisches Signal Kontakt hat. Diese Interaktion fiihrt ebenfalls
zu Deletion, also zum Zelltod durch Apoptose (Schwartz 1996).

Wird bei einem Autoantigen-Kontakt das kostimulatorische Signal ausgeldst, kann es zur
Ausprigung einer Autoimmunerkrankung kommen. Diese Entziindungsreaktion verlauft
wie die Abwehr eines Fremdkorpers. Proinflammatorische Zytokine werden ausgeschiittet,
die immer mehr Immunzellen zum Entziindungsherd rekrutieren (Antony, Godbey et al.
1993; Ward 1997), aber das Gewebe auch direkt schidigen. B-Lymphozyten differenzieren
zu Plasmazellen und beginnen mit der Produktion von Antikérpern/Autoantikorpern. Diese
Antikorper opsonieren die ,,fremden* Zellen, die anschlieBend von CD8-T-Zellen und
Makrophagen beseitigt werden. Um eine Autoimmunerkrankung zu diagnostizieren,

konnen diese Autoantikorper als Marker ermittelt werden (Hassfeld, Steiner et al. 1993).

1.3 DAS GEHIRN

Das Gehirn als iibergeordnete Schaltzentrale ist neben dem Riickenmark Teil des ZNS. Es
verarbeitet differenziert Sinneseindriicke und koordiniert physiologische Prozesse im
Korper. Mikroskopisch konnen mit den Neuronen und Gliazellen im ZNS grob zwei
Zelltypen unterschieden werden. Neurone sind fiir die Erregungsbildung, Erregungsleitung
sowie die Informationsverarbeitung zustindig und stellen strukturell die kleinste Einheit
des Nervensystems dar. Gliazellen haben hingegen andere Aufgaben. Zu den Gliazellen
gehoren Astrozyten, Mikroglia, Oligodendrozyten, Ependymzellen und Zellen des Plexus
choroideus (Kandel 1995). Mikrogliazellen sind Teil des mononukledren phagozytischen
Systems und sind auf Antigenverarbeitung und Sezernierung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren spezialisiert (Frei, Siepl et al. 1987; Woodroofe, Sarna et al. 1991;
Ledeboer, Breve et al. 2000). Die Zellen des Plexus choroideus sezernieren hauptsichlich

Liquor (Dohrmann 1970).
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Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen werden im ZNS als Makrogliazellen
zusammengefasst. Diese Zellen haben vor allem Hiill- bzw. Stiitzfunktion. Astrozyten
halten im ZNS das innere Milieu konstant (Erndhrungsfunktion), sie sind Bestandteile der
Blut-Hirn-Schranke, sie phagozytieren (al-Ali and al-Hussain 1996) und sind an der
Narbenbildung nach Hirninfarkten oder bei Multipler Sklerose beteiligt (Ridet, Malhotra et
al. 1997; Lassmann, Raine et al. 1998; Pardridge 2003). Oligodendrozyten bilden die
Myelinscheiden des Gehirns. Die axonummantelnden Myelinscheiden bestehen zu 30 %
aus Protein und 70 % aus Lipiden (Jackman, Ishii et al. 2009). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Proteinbestandteile des Myelins (myelin basic protein (MBP),
Proteolipoprotein (PLP), Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und andere) als
Autoantigene in Betracht kommen (Poduslo 1978; Holz, Bielekova et al. 2000; Kaye,
Kerlero de Rosbo et al. 2000). Die Ependymzellen kleiden Hohlrdume im ZNS aus.

1.3.1 BLUT-HIRN-SCHRANKE

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine selektive Barriere zwischen Blutkreislauf und ZNS, die
das Gehirn als zentral steuerndes Organ vor beispielsweise im Blut befindlichen
Pathogenen schiitzt. Die Existenz dieser Barriere wurde erstmals 1885 beschrieben
(Ehrlich 1885). In einem Experiment wurde Ratten intravends der Farbstoff Anilin
appliziert, um so das ,,Sauerstoffbediirfnis*“ der Organe zu spezifizieren. Dabei stellte man
fest, dass sich periphere Organe anfarben lieBen, das Gehirn aber nicht. Heute weill man,
dass die Blut-Hirn-Schranke von einem nicht-fenestrierten Endothel (kontinuierliches
Endothel) gebildet wird, in welchem die Zellen durch tight junctions (Zonula occludens)
fest verbunden sind (Muir and Peters 1962; Bradbury 1985). Den Endothelzellen sind
Perizyten aufgelagert, die mit ihren Fortsdtzen die Endothelzellen umspannen und so die
Kapillarstruktur stabilisieren (Farrell, Stewart et al. 1987). Als weiterer wesentlicher
Bestandteil sind Astrozytenfortsdtze an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt
(Lassmann, Zimprich et al. 1991).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke wird von einem nicht-fenestrierten Endothel gebildet, dessen Zellen fest iiber tight
junctions verkniipft sind. Der Endothelschicht ist eine Basallamina aufgelagert, die die Endothelzellen
umspannen und so fiir die Stabilitit der Blutkapillare sorgen. Als weiterer Bestandteil sind
Astrozytenfortsétze an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (modifiziert nach: Expert Reviews in
Molecular Medicine© 2003 Cambridge University Press; Vol. 5).

Im Wesentlichen wird die Schrankenfunktion der Blut-Hirn-Schranke durch die tight
junctions bedingt. Die festen Zell-Zell-Verbindungen zwischen Endothelzellen erlauben
anndhrend keinen parazelluldren Transport (Newton 2006), so dass der Stoffaustausch zum
Gehirn hauptséchlich transzelluldr durch die Endothelzellen erfolgen muss (Fagerholm
2007). Durch tight junctions hindurch diffundieren nur Molekiile mit einem Durchmesser

von etwa 0,2 nm wie Wasser, Glyzerin und Harnstoff (Brightman and Reese 1969).

1.3.2 NEUROINFLAMMATION

Unter Neuroinflammation versteht man im Allgemeinen eine chronische Immunantwort im
ZNS. Neuroinflammation tritt bei einer Vielzahl von Erkrankungen wie Multipler Sklerose
oder auch Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson auf. Vermutlich spielen hierbei
Mikroglia eine zentrale Rolle im zerstorten oder infizierten Gewebe (Streit 2006). Bisher
ist der Prozess der Neuroinflammation jedoch unzureichend charakterisiert. Aufgrund der
enormen Stabilitdt der Blut-Hirn-Schranke sowie der Toleranz gegeniiber transplantiertem
Gewebe (Shirai 1921) wurde das ZNS immunologisch lange als benachteiligt angesehen
(McGeer and McGeer 1998). Bekannt ist, dass nekrotische Endothel- und Epithelzellen
proinflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-1 und TNFa ausschiitten, die Mikroglia
aktivieren und rekrutieren (Gehrmann, Matsumoto et al. 1995). Auch andere Substanzen
wie z.B. das bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) konnen Mikroglia aktivieren (Bronstein,
Perez-Otano et al. 1995). Die Aktivitit der Mikrogliazellen variiert innerhalb
unterschiedlicher Hirnregionen. So sind Mikroglia der grauen Substanz dazu in der Lage,

zelluldre Reste zu phagozytieren und Antigene zu préasentieren, wohingegen Mikroglia der
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weilen Substanz lediglich extrazelluldre Abfallprodukte eliminieren (Dissing-Olesen,
Ladeby et al. 2007). Charakteristisch fiir viele neurodegenerative Erkrankungen ist ein
positiver Riickkopplungsmechanismus, bei dem es zu mehr und mehr Neurodegeneration
durch toxische Substanzen kommt. Aktivierte Mikrogliazellen phagozytieren toxische
Substanzen. Dabei sezernieren sie zelluldre Stoffe und Myelin, die weitere Mikrogliazellen
aktivieren konnen (Gehrmann, Matsumoto et al. 1995).

Neben der Aktivitit der Mikroglia und damit verbundener Neurodegeneration durch
Substanzen wie Interleukine, TNFa, Prostaglandine (PG), Stickstoffmonoxid (NO) und
reaktive Sauerstoffradikale (ROS), die in erhohter Konzentration bei Patienten mit
neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen werden konnten (van Horssen, Schreibelt
et al. 2008), kénnen Neurotoxine auch direkt Neurone schidigen (Liu and Hong 2003)
(Abbildung 3).

Indirect | Mixed Mode

Direct
M Neurotoxins | Neurotoxins
Bacterial fi-amyloid S
Endotoxin Rotenone 6.OHDA
(LPS) HIV gp120

AN,

v
0,
NO * }’ L : Neuron
‘ ThFa
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Abbildung 3: Ubersicht indirekter, direkter und gemischter Neurotoxine

Indirekte, direkte und ,,gemischte” Neurotoxine koénnen Neurone schiddigen. Indirekte und ,,gemischte*
Neurotoxine aktivieren Mikrogliazellen, die proinflammatorische Zytokine und reaktive Sauerstoffmolekiile
produzieren, die Neurone abtéten. Gemischte Neurotoxine kénnen wie direkte Neurotoxine Neurone direkt
zerstoren. Durch neuronalen Tod kdnnen Mikroglia ebenfalls aktiviert werden (aus Liu et al. The Journal of
Pharmacology and experimental Therapeutics, 2003 (Liu and Hong 2003)).

Produzenten von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen im ZNS sind neben
Gliazellen auch die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke selbst (Vadeboncoeur, Segura
et al. 2003), wodurch Effektorzellen des peripheren Immunsystems ins ZNS rekrutiert

werden. Neben Chemoattraktanten sind Adhésionsmolekiile mafigeblich an der
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Einwanderung von inflammatorischen Zellen ins ZNS beteiligt (Dopp, Breneman et al.
1994). Das Zelladhdsionsmolekiil vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 dirigiert
diese Rekrutierung im Wesentlichen durch die Bindung von a4f1 Integrin (very late
antigen (VLA)-4) (Dopp, Breneman et al. 1994; Wong, Prameya et al. 1999; Laschinger
and Engelhardt 2000), das konstitutiv von den meisten mononukledren Leukozyten
exprimiert wird (Foster 1996). Studien konnten zeigen, dass VCAM-1 von gesundem
Hirngewebe nicht gebildet wird (Brosnan, Cannella et al. 1995). Im Gegensatz dazu konnte
VCAM-1 in chronisch-aktiven Lésionen bzw. auf Endothel- und Mikrogliazellen bei
Multipler Sklerose nachgewiesen werden (Cannella and Raine 1995). Aulerdem konnte
gezeigt werden, dass VLA-4 defiziente Antigen-spezifische T-Zellen nicht in der Lage sind
die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden (Baron, Madri et al. 1993; Kuchroo, Martin et al.
1993). Neben der Interaktion von VCAM-1 und VLA-4 vermittelt auch das
Adhésionsmolekiil intracellular adhesion molecule (ICAM)-1 durch die Bindung mit
Lymphocyte function-associated antigen (LFA) 1, das auf aktivierten T-Zellen zu finden
ist, die Adhidsion an Endothelzellen (Sligh, Ballantyne et al. 1993). Anders als VCAM-1
wird ICAM-1 in geringer Zahl von Endothelzellen der Blutgefdf3e auch im gesunden ZNS
exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich eine erhohte Zahl ICAM-1 in akuten
Liasionen bei Multipler Sklerose nachweil3en liel (Sobel 1990), die sowohl topographisch
als auch zeitlich mit der Infiltration von Leukozyten korreliert werden konnte

(Washington, Burton et al. 1994).

1.4 MULTIPLE SKLEROSE

Multiple Sklerose (MS) ist die hdufigste neurologische Erkrankung im jungen
Erwachsenenalter (Sanders and De Keyser 2007). Es handelt sich um eine chronische,
inflammatorische, demyelinisierende und neurodegenerative Erkrankung bei der es zur
Auspragung multipler sklerotischer Plaques im ZNS kommt, die der Erkrankung ihren
Namen gaben. Trotz intensiver Forschungsarbeiten ist die Atiologie der MS bis heute
weitgehend unbekannt. Seit einiger Zeit geht man davon aus, dass es sich um eine
autoimmune Reaktion handelt (McFarlin and Lachmann 1989), bei der es zur
Einwanderung von Leukozyten in Gehirn und Riickenmark und konsekutiver Zerstérung

von Myelinscheiden und neuroaxonaler Schiadigung kommt (Stohl and Gonatas 1978).
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Der Krankheitsverlauf bei einzelnen Patienten ist heterogen und nicht vorhersehbar
(Lucchinetti, Bruck et al. 1996; Lassmann, Bruck et al. 2001). Im Wesentlichen werden
drei Verlaufsformen unterschieden (Lublin and Reingold 1996).

I. schubformiger Verlauf (relapsing-remitting): gekennzeichnet durch klare Schiibe mit
vollsténdiger Remission oder verbleibenden Residuen, wobei zwischen den Schiiben keine
Progression der Erkrankung festzustellen ist

II. primdr chronisch-progredienter Verlauf: zunehmende Verschlechterung von
Krankheitsbeginn an, wobei einzelne Plateauphasen und geringfiigige Verbesserungen
moglich sind.

I11. sekundir chronisch-progredienter Verlauf: Ubergang der schubformigen MS in eine
Phase progredienter Verschlechterung, in der teilweise noch Schiibe auftreten sowie

geringfiigige Remissionen oder Plateaus.

1.4.1 PATHOGENESE, SYMPTOMATIK UND THERAPIE

Derzeit wird davon ausgegangen, dass die Krankheitsgenese der MS multifaktoriell
bedingt ist, bei der genetische als auch umweltbedingte Faktoren eine Rolle spielen. Die
Pradisposition der Haplotypen HLA-DR2 und HLA-A3 konnten eindeutig fir MS
nachgewiesen werden (Bertrams and Kuwert 1976; Hillert, Kall et al. 1994). AuBBerdem
zeigten Studien mit monozygoten Zwillingen eine 20-30 %ige Konkordanz an MS zu
erkranken (Ebers, Bulman et al. 1986; Willer, Dyment et al. 2003). Umweltfaktoren
konnten  bislang nicht eindeutig identifiziert ~werden. Diskutiert werden
Infektionskrankheiten mit mikrobiellen Pathogenen (Casetta and Granieri 2000), die durch
molekulares Mimikry die Immunantwort effektiv beeinflussen. Aufgrund der Ahnlichkeit
antigener Bestandteile von Infektionserregern und Zellen des eigenen Organismus kann es
zur Bildung von Autoantikérpern und autoaggressiver T-Zellen kommen (Benoist and
Mathis 2001). In diesem Zusammenhang werden meist Viren (Wekerle 1998; Meinl 1999)
wie z.B. das Masernvirus (Burgoon, Owens et al. 1999) oder das Epstein-Barr-Virus (Bray,
Bloomer et al. 1983) genannt.

Statistisch belegt ist, dass die Privalenz in der dquatorialen Ebene sehr gering ist, in
Europa und Nordamerika hingegen 20-100 Menschen von 100.000 an MS erkrankt sind
(Ebers and Sadovnick 1993).
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MS wird als Autoimmunerkrankung klassifiziert, wobei der Ausloser flir die
Immunreaktion bisher nicht bekannt ist. Die wesentlichen Merkmale der MS sind scharf
begrenzte Demyelinisierungen, die mit Entziindung, astrozytirer Gliose und
Neurodegeneration einhergehen (Silber and Sharief 1999; Bitsch, Schuchardt et al. 2000).
Mpyelinreaktive T-Zellen, die in der Peripherie aktiviert werden, durchwandern beim
Patienten die Blut-Hirn-Schranke, =zerstéren Parenchymzellen und sezernieren
proinflammatorische Zytokine wie IL-2, Interferon- (IFN) y und TNFa (Cannella and
Raine 1995), welche andere Zellen des Immunsystems iiber einen chemischen Gradienten
anlocken, aktivieren und zum Zusammenbrechen der Blut-Hirn-Schranke fithren (Martino

and Hartung 1999) (Abb.4).

Blut | Gehirn

T"‘f e, aktiviertes
Auto- i AL Komplement
i Antikdrper o= )2
| )
! __ Blut-Hirn 1P = = A &035
] ~ Schranke A /g i~
{ o\ 4‘1 \
Makrophage | 2\/0 /_f“‘; Makrophage %/
| ! n Vi
) v
| aktivierte | ..
| & B-Zele | A .
|B-Zelle Vi \T @
s :
@ 8/ Zytokine CD8*-T
o0 Wi A ° S zsle’
T-Zelle . cpa*
+ 1 £ . .
CD4"- ! T-Zelle
T-Zelle |

Myelinscheiden

AP '.3 o — CD8'-
y e T-Zelle

Ubertritt von Aktivierung und . Funktionsverlust
autoreaktiven| — | Differenzierung — Entri;?((lji::gs S e
Immunzellen zu Effektorzellen Nervenzellen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Immunreaktion bei Multipler Sklerose

Nach Antigen-Kontakt iiberqueren autoreaktive T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke und gelangen ins ZNS, wo
sie nach Differenzierung zur Effektorzellen nach erneutem Antigen-Kontakt Zytokine sezernieren. Die
Ausschiittung der Zytokine fiihrt zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und lockt weitere
Effektorzellen des Immunsystems (Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen und B-Lymphozyten) ins ZNS.
Die Aktivitdt der eingewanderten Effektorzellen fiihrt letztendlich zu Demyelinisierung und
Neurodegeneration (aus Immunologie - Grundlagen und Wirkstoffe: Vollmar, A. Wissenschaftliche
Verlagsges. 2005).

Durch die stark erniedrigte Integritit der Blut-Hirn-Schranke koénnen Makrophagen,

Granulozyten, B-Zellen und NK-Zellen ins ZNS einwandern und zur fortschreitenden
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Zerstorung der Myelinscheiden durch proinflammatorische Zytokine (Rieckmann,
Albrecht et al. 1995), Antikérper (Berger, Rubner et al. 2003), freigesetzte
Sauerstoffradikale (Bagasra, Michaels et al. 1995; Steinman 1996) und Aktivierung des
Komplementsystems (Storch, Piddlesden et al. 1998) beitragen. Zytotoxischen CDS8-T-
Zellen wird ebenfalls eine zentrale Rolle beim Pathomechanismus der MS zugeschrieben
(Bitsch, Schuchardt et al. 2000). CDS8-T-Zellen konnen indirekt oder direkt
Gewebeschédden verursachen (Jurewicz, Biddison et al. 1998) und vermehren sich klonal in
ZNS-Lisionen (Jacobsen, Cepok et al. 2002).

Symptomatisch ~ dullert sich die  Entziindungsreaktion = mit einhergehender
Neurodegeneration bei MS durch Sensibilitdtsstorungen vor allem in den unteren
Extremitdten (Poser 1980; Silber and Sharief 1999). Bei vielen Patienten mit
schubformiger MS kommt es héufig zu einer Retrobulbdrneuritis oder einer
Optikusneuritis, was zu einer Verminderung der Sehschérfe fiihrt. Aufgrund entstehender
entzlindlicher Plaques im Hirnstamm kann es zu Storung der Augenmotorik (Auftreten von
Doppelbildern) kommen, sowie Storungen der Augenmotilitit (Nystagmus). Ebenfalls
konnen bei Hirnstammschiddigungen Schwindelgefiihl oder Gleichgewichtsstorungen
auftreten, sowie Trigeminusneuralgien oder Fazialisparesen. 75 % aller Patienten leiden
unter zerebelliren Symptomen wie Ataxie, Intentionstremor, Dysdiadochokinese oder
Sprachstérungen. Bei Plaquebildung im Riickenmark kommt es zu so genannten
Pyramidenbahnsymptomen und/oder -paresen (motorische Stérungen, erhdhter
Muskeltonus und Spastik). Viele Patienten leiden auch wunter Blasen- und
Mastdarmstérungen sowie unter psychischen Erkrankungen (Poser 1980).

Therapeutisch werden meist Immunsuppressiva wie Mitoxantron (Gonsette 1996) oder
immunmodulatorisch ~ Substanzen (pathophysiologisch ansetzende Therapie) wie
Glatiramerazetat (Abramsky, Teitelbaum et al. 1977) und Interferon-f (Mendes and Sa)
gegeben. Neuere Therapieansitze zielen unter anderem auf die Transmigration von
Leukozyten in ZNS mittels VLA-4-Hemmung durch Antikérper (Natalizumab) ab (Miller,
Khan et al. 2003) bzw. hindern Leukozyten daran aus den lymphatischen Organen ins Blut

zu wandern (Fingolimod) (Brinkmann, Davis et al. 2002).
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1.4.2 EXPERIMENTELLE AUTOIMMUNE ENZEPHALOMYELITIS

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist das anerkanntes Tiermodell
im Bereich der MS-Forschung (Sospedra and Martin 2005). Der Ursprung dieses
Tiermodells ist auf Forschungsarbeiten von Thomas River 1933 zuriickzufiihren, der
entziindetes ZNS-Homogenat von Patienten in Primaten transferierte, um unerwiinschte
Begleiterscheinungen (Ldhmungen) bei der Vakzinierung gegen Tollwut zu untersuchen
(Baxter 2007).

EAE kann heute in einer Vielzahl von Tierarten, wie Maus, Ratte, Hamster,
Meerschweinchen und Affe mittels aktiver Immunisierung ausgeldst werden. Hierzu wird
der jeweiligen Spezies ein rekombinantes Myelin-Peptid injiziert (Panitch and Ciccone
1981; Yoshimura, Kunishita et al. 1985; Ben-Nun, Mendel et al. 1996), welches dem

Immunsystem iiber MHC-II présentiert wird.

Abbildung 5: bildlicher Vergleich zweiter Miuse (EAE/gesund)
Das Foto zeigt zwei Mause im Vergleich. Links: EAE induzierte Maus mit Symptomen. Rechts: gesunde
Maus (aus: Immunologie: Janeway, CA. Spektrum Akademischer Verlag 2002).

Je nach Wahl des Antigens konnen unterschiedliche Verlaufsformen der MS imitiert
werden. Eine durch MBP ausgeloste EAE verlduft meist akut monophasisch, wohingegen
eine PLP-induzierte EAE einen schubformigen Verlauf zeigt (Abb. 5). Als weiters
Autoantigen wird das MOG verwendet, welches einen chronischen Krankheitsverlauf
verursacht (Gold, Linington et al. 2006; Stromnes and Goverman 2006). Untersuchungen
haben gezeigt, dass eine durch MOG ausgeloste EAE anndhrend alle Merkmale der
humanen MS-Pathologie widerspiegelt (Storch, Stefferl et al. 1998). In C57B1/6 Miusen,
bei denen EAE mittels MOGss.ss-Peptid ausgelost wurde, entwickelte sich eine chronische
Erkrankung, mit sich iiberlagernden Schiiben (Mendel, Kerlero de Rosbo et al. 1995) und

zelluldren Infiltraten, Demyelinisierung und axonalen Schéddigungen, belegt durch
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histologische Schnitte (Sakuma, Kohyama et al. 2004). Neben des Selbst-Antigens sind
zum Auslosen der EAE zwei Adjuvantien notig: Komplettes Freundsches Adjuvans und
Pertussis Toxin. Das Freundsches Adjuvans bewirkt vermutlich, dass Zellen (v. a. des
angeborenen Immunsystems) zur Prédsentation der Selbst-Peptide anreget werden (Yang,
Strong et al.). Die Rolle von Pertussis Toxin hingegen ist unklar. Es wird davon
ausgegangen, dass Pertussis Toxin die Blut-Hirn-Schranke fiir Leukozyten durchlissig
macht. So konnen autoreaktive Zellen in ZNS einwandern und eine Autoimmunreaktion
hervorrufen. Allerdings hat Pertussis Toxin auch eine direkte Wirkung auf Leukozyten. So
scheint die Gabe von Pertussis Toxin das homing-Verhalten der Leukozyten zu verdndern
(Taub, Rosett et al. 1972).

Die EAE kann auch durch den Transfer autoreaktiver, myelinspezifischer T-Zellen
(adoptiver Transfer) von kranken in naive Miuse oder Ratten (Pettinelli and McFarlin
1981) ausgelost werden. Derzeit existieren Modelle die auf einem CD4+- und auf einem
CD8+-vermittelten Mechanismus beruhen (Huseby, Liggitt et al. 2001; Stromnes and
Goverman 2006).

1.5 MITOGEN-AKTIVIERTE PROTEINKINASEN (MAPK)

Zellen reagieren permanent auf Signale aus ihrer Umwelt. Diese Signale 16sen festgelegte
Programme (Signalkaskaden) innerhalb einer Zelle aus und aktivieren diese somit. Durch
Einwirken von duBeren Einfliissen wie zelluldrer Stress (Hitzeschock, UV-Licht, Zytokine,
osmotischer Druck), Wachstumsfaktoren oder mitogene Stimuli werden spezifisch die
intrazelluldren Signalkaskaden der MAPKSs aktiviert (Pearson, Robinson et al. 2001).
MAPKSs sind konservierte Protein-Serin/Threonin-Kinasen, die nach Stimulation unzihlige
zelluldre Prozesse regulieren. Den MAPKs werden drei Hauptmitglieder zugeordnet: die
Extrazelluldr-Signal regulierte Kinase 1 und 2 (ERK 1/2), die cJun-NH;-terminalen
Kinasen 1, 2 und 3 (JNK 1/2/3) und p38 (Liu, Guyton et al. 1996; Kyriakis and Avruch
2001).

Wird in Folge eines Stimulus die Signalkaskade einer MAPK aktiviert (ERK1/2 meist
mitogene Stimuli und Wachstumsfaktoren, p38 und JNK 1/2/3 bevorzugt durch zelluldren
Stress), wird zunidchst eine MAPKKK phosphoryliert, oder diese interagiert mit GTP-
bindenden Proteinen der Ras/Rho Superfamilie (Kolch 2000; Dan, Watanabe et al. 2001;
Pearson, Robinson et al. 2001). Die MAPKKK phosphoryliert anschlieend eine MAPKK,
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die darauthin ERK 1/2, JNK 1/2/3 oder p38 an einem Threonin- und Tyrosinrest (TXY-
Motiv) phosphoryliert (Abb. 6). Diese zweifache Phosphorylierung bewirkt eine
Konformationsdnderung des Enzyms, wodurch die enzymatische Aktivitit sowie die
Substratbindung gesteigert werden (Brancho, Tanaka et al. 2003; Wood, Thornton et al.
2009). Die Intensitdt und Dauer der MAPK-Aktivierung wird {iber einen negativen
Riickkopplungsmechanismus iiber dual-spezifische Phosphatasen, welche die MAPKSs
dephosphorylieren kontrolliert (Farooq and Zhou 2004).

Wachstu msfakto ren Stressfzyl:okine

MAPK ERK1/2 ERKS p3s8 JNK1/2

S N

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Signalkaskade der MAP Kinasen

Die MAP Kinasen p38, INK und ERK werden durch externe Stimuli aktiviert (MAPKKK-MAPKK-MPAK
(p38/INK/ERK)). Die MAP Kinasen phosphorylieren anschlieBend die 5 Untergruppen der MKs (MAPK-
MK), die zelluldre Prozesse regulieren (modifiziert aus Wilkinson et al. FASEB Journal, 2000, (Wilkinson
and Millar 2000)).

1.5.1 P38-SIGNALWEG

Die MAPK p38 steht seit 1994, als Lee und Mitarbeiter zeigen konnten, dass p38 eine
Schliisselrolle bei der TNFa-Biosynthese spielt (Lee, Laydon et al. 1994), im Interesse
medizinischer Forschung. Derzeit kennt man vier p38-Isoformen (p38a/MAPKI14,
p38B/MAPKI11, p38y/MAPKI13, p383/MAPKI14), die teilweise unterschiedlich in
Geweben exprimiert werden. Wahrend man Transkripte von p38a und —f ubiquitér in allen
Geweben findet, wird p38y stark in Muskelgewebe und p38d vermehr in Niere und Lunge
exprimiert (Jiang, Gram et al. 1997; Wang, Diener et al. 1997). Gemeinsames strukturelles
Merkmal dieser Isoformen ist ein Thr-Gly-Tyr-Motiv, woriiber diese durch

Phosphorylierung an Threonin und Tyrosin als Antwort auf dullere Stressreize oder bei
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Entziindung durch MAPKK3 und MAPKK6 aktiviert werden (Raingeaud, Gupta et al.
1995; Widmann, Gibson et al. 1999; Kyriakis and Avruch 2001).

Die MAPK p38 ist an vielen zelluldren Prozessen beteiligt. Dies spiegelt sich sowohl in
der Zahl ihrer Aktivatoren, als auch in der Zahl ihrer Substrate wider und zeigt gleichzeitig
die Komplexitdt der intrazelluliren Verarbeitung &uBerer Einfliisse. Am besten
charakterisierte Aktivatoren (Regulatoren) upstream von p38 sind die TGF-aktivierende
Kinase (TAK) 1 (Yamaguchi, Shirakabe et al. 1995), die Proteinkinasen MEKK1-4
(Blank, 1996; Gerwins 1997; Lange-Carter 1994) und die mixed lineage kinase (MLK) 2/3
(Dorow 1995). Diese Regulatoren konnen jedoch auch andere MAPK-Signalwege (JNKs
und ERKs) aktivieren.

Die MAPK p38 besitzt sowohl zytoplasmatische als auch nukledre Substrate. Die
zytoplasmatischen Substrate (hauptsdchlich Enzyme) werden hier nicht weiter erortert. Zu
den nukleédren Substraten zihlen zahlreiche Transkriptionsfaktoren aber auch Kinasen, die
durch p38 phosphoryliert werden. Die p38 aktiviert stressinduziert z.B. die
Transkriptionsfaktoren activating transcription factor (ATF) 2 (Lee, Bahn et al;
Raingeaud, Gupta et al. 1995) und homologous protein (CHOP) (Wang and Ron 1996).
Des Weiteren aktiviert p38 die mitogen- and stress-activated kinases (MSK) welche
ihrerseits den Transkriptionsfaktor cyclic AMP response element binding protein (CREB)
phosphoryliert (Kaiser, Wiggin et al. 2007). Neben MSK 1 und 2 interagiert p38 auch mit
anderen sich im Nukleus befindenden Kinasen wie der Mitogen-aktivierten Proteinkinase
aktivierten-Proteinkinasen (MAPKAPK oder kurz MK) 2 und 3 (Stokoe, Engel et al. 1992;
McLaughlin, Kumar et al. 1996).

1.5.2 MITOGEN-AKTIVIERTE PROTEINKINASE AKTIVIERTE-PROTEINKINASE 2

Die Proteinkinase MK2 wird zur Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-
aktivierten Proteinkinasen gezdhlt. Weitere Mitglieder dieser Familie sind die
phylogenetisch verwandten MK3 und MKS sowie die p90 ribosomalen S6 Kinasen (RSKs)
1-4, die Mitogen- und stressaktivierten Kinasen (MSKs) 1-2 und die MAPK-
interagierenden Kinasen (MNKs) 1-2 (Gaestel 2006). Diese Proteinkinasen werden
spezifischen entweder von ERKs oder p38 aktiviert (Gaestel 2008). MK2 ist eine direkte
Zielkinase von p38MAPK p38a und p38p und wird von diesen phosphoryliert. Das MK2-

Gen ist im humanen Genom auf Chromosom 1 lokalisiert und kodiert fiir zwei alternative
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Transkripte (MK2A und MK2B; Abb. 7) (Chevalier and Allen 2000; Kervinen, Ma et al.
2006). Das Transkript MK2A kodiert fiir ein 370 Aminosdure grofles Protein, das
hauptsdchlich im Zytoplasma einer Zelle zu finden ist. Die Isoform MK2B kodiert
hingegen fiir ein 400 Aminosdure grofles Protein, welches am C-Terminus ein Nukleus-
Lokalisationssignal (NLS) aufweist und hauptsdchlich im Nukleus nicht aktivierter Zellen
zu finden ist (Engel, Kotlyarov et al. 1998).

MK2A 370 aa

Alternatively
spliced variants

MK2B 400 aa

SH3 domain Nuclear export NLS + MAPK | Turn i Hydrophobic | ; Activation ® Phosphorylation
binding motif signal (NES) docking motif | motif @ motif i loop site

Abbildung 7: Schematische Darstellung der alternativen Splicingvarianten von MK2

MK?2 besitzt zwei alternative Splicingvarianten (MK2A und MK2B), die fiir unterschiedliche
Proteinprodukte kodieren. MK2A fordert ein Protein mit 370 Aminosduren zu Tage, MK2B eines mit 400
Aminosduren. Beide Varianten konnen doppelt phosphoryliert werden und besitzen ein SH3-Bindungsmotiv.
MK2B besitzt im Gegensatz zu MK2A ein NES- sowie ein NLS-Signal (aus Ruox et al. Microbiology and
Molecular Biology Review, June 2004, p. 320-344 (Roux and Blenis 2004)).

Das NLS von MK2 weist eine D-Doméne auf, iiber die die Interaktion mit p38 vermittelt
wird (Smith, Poteet-Smith et al. 2000). Nach Aktivierung einer Zelle wird MK2 aus dem
Nukleus ins Zytosol transloziert und dient demnach unter anderem als ,,Shuttle* um p38
aus dem Nukleus zu exportierten (Ben-Levy, Hooper et al. 1998). Man geht davon aus,
dass dieser Prozess zum einen iiber die Bindung von p38 an MK2 und dadurch bedingte
Maskierung der NLS, und zum anderen iiber das N-terminal der NLS gelegene Nukleus-
Exportsignal (NES), welches durch Phosphorylierung aktiviert wird, gesteuert wird
(Seternes, Johansen et al. 2002). N-terminal am MK2-Protein befindet sich eine
Prolinreiche-Doméne (PRD), die zwei Src-Homologie 3 (SH3) Bindungsdominen
aufweist, zwischen denen die Phosphorylierungsstelle Thr25 liegt, die moglicherweise
regulatorische Funktion bei der Protein-Protein-Interaktion von MK2 hat (Plath, Engel et
al. 1994; Ben-Levy, Leighton et al. 1995). Neben der Thr25 kann MK2 an den Positionen
Thr222, Ser272 und Thr334 phosphoryliert werden (Ben-Levy, Leighton et al. 1995).
Essentielle Phosphorylierungsstellen fiir die Aktivitit von MK2 sind vor allem die
Threonin-Reste der Positionen 222 und 334. Der Threonin-Rest an Stelle (Thr222) liegt
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innerhalb einer Calzium/Kalmodulin (CaM)-dhnlichen katalytischen Doméne von MK2,
der Threonin-Rest 334 zwischen der katalytischen Domédne und dem NLS (Stokoe,
Campbell et al. 1992; Ben-Levy, Leighton et al. 1995; Engel, Schultz et al. 1995).

MK?2 wird ubiquitdr exprimiert, ist jedoch in Magen, Herz, Skelettmuskel und Niere in
groBBerer Menge zu finden (Stokoe, Campbell et al. 1992). Im Gehirn wird MK2 stark in
Mikrogliazellen exprimiert (Culbert, Skaper et al. 2006). Neben der Funktion die
Lokalisierung von p38 innerhalb der Zelle zu bestimmen, spielt MK2 eine zentrale Rolle
bei vielen zelluldren Prozessen und wird deshalb als Schliisselkomponente in der
Signalvermittlung innerhalb einer Zelle angesehen (Kotlyarov, Neininger et al. 1999;
Kotlyarov, Yannoni et al. 2002). In Experimenten mit MK2-defizienten Tieren konnte
gezeigt werde, dass die LPS-induzierte Synthese der proinflammatorischen Zytokinen
TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy stark vermindert war, ebenso wie das Zytokin IL-10
(Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass MK2 bei der
Produktion von COX-2 (Subbaramaiah, Marmo et al. 2003), IL-8 und GM-CSF (Winzen,
Kracht et al. 1999), uPA (Han, Leng et al. 2002), MIP1a (Culbert, Skaper et al. 2006) und
SOCS3 (Ehlting, Lai et al. 2007) beteiligt ist. Bei der Regulation der Proteinproduktion
nimmt MK2 durch post-transkriptionelle mRNA-Stabilisierung iiber Adenin-Uracil-reiche
Elemente in der 3’-untranslatierten Region Einfluss auf die entsprechende Proteinsynthese
(Neininger, Kontoyiannis et al. 2002). Dies geschieht auf indirektem Wege durch
Phosphorylierung von Substraten, die eine RNA-bindende Domine besitzen, wie z.B.
Tristetraprolin (TTP) (Hitti, Iakovleva et al. 2006). Die MK2 ist auch bei der Migration
humaner neutrophiler Granulozyten (Krump, Sanghera et al. 1997), sowie der Formierung
des Aktin-Zytoskeletts (Lambert, Charette et al. 1999; Kotlyarov, Yannoni et al. 2002),
neuronalen Funktionsstorungen (Thomas, Timmer et al. 2008) oder der Zell-Zyklus-

Kontrolle (Manke, Nguyen et al. 2005) beteiligt.

1.5.3 MK2 BEI DER PATHOGENESE VON ERKRANKUNGEN

MK?2 wird eine zentrale Rolle bei verschiedenen humanen Erkrankungen zugesprochen.
Untersuchungen im Tiermodell konnten zeigen, dass MK2-/- Mause im Vergleich zu WT
Tieren weniger TNFa, IFNy und IL-1p als Antwort auf eine LPS-Behandlung produzieren
und deshalb resistenter gegeniiber endotoxischem Schock sind (Kotlyarov, Neininger et al.

1999). Die verminderte Produktion an proinflammatorischen Zytokinen in MK2-/- fiihrte
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auch im Mausmodell fiir rheumatische Arthritis zu einem milderen Verlauf der Erkrankung
(Hegen, Gaestel et al. 2006). Neben der Regulation proinflammatorischer Zytokine spielt
MK?2 auch bei der Expression von Adhisionsmolekiilen und B-Catenin, einem essentiellen
Protein fiir die Integritdt von adherense junctions, eine Rolle. Gorska und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass im Ovalbumin-induzierten Tiermodell fiir Asthma weniger VCAM-1
auf Endothelzellen der Lunge von MK2-/- Maiusen nachgewiesen werden konnte.
AuBerdem war die Expression von -Catenin erhoht. Gorska und Mitarbeiter schlossen aus
der Verdnderten B-Catenin-Expression, dass die Stabilitdt der Blut-Lungen-Schranke im
Vergleich zu WT erh6ht war, was zu einem reduzierten Einwandern von T-Lymphozyten
ins Gewebe fithrte. MK2-/- Tiere zeigten deshalb verringerte Krankheitssymptomen
(Gorska, Liang et al. 2007). Im experimentellen MPTP (/-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin) -Modell fiir Parkinson konnte gezeigt werden, dass MK2-defiziente
Tiere weniger Neuroinflammation und weniger Neurodegeneration der dopaminergen
Neurone der Substantia nigra, aufgrund verminderte Produktion neurotoxischer
Substanzen wie z.B. NO aufwiesen (Thomas, Timmer et al. 2008). Ebenso konnte im
Tiermodell fiir Hirn-Ischdmie gezeigt werden, dass das Fehlen von MK2 zu einer
reduzierten Infarkt-Grofe und weniger neurologischen Ausfillen fiihrte (Wang, Xu et al.
2002). Uberdies konnten Ghasemlou und Mitarbeiter demonstrieren, dass MK2 eine
entscheidende Rolle bei Riickenmarksverletzungen spielt. Im Vergleich von WT und
MK2-/- Maiusen konnte bei MK2-/- Tieren eine verbesserte Lokomotion nach
Riickenmarksverletzung festgestellt werden. MK2-/- Tiere wiesen aullerdem weniger
proinflammatorische Zytokine und nitrosylierte Proteine im verletzen Riickenmark auf,
sowie weniger Neurodegeneration und weniger Demyelinisierung (Ghasemlou, Lopez-
Vales et al.).

Basierend auf diesen Beobachtungen zur Funktion von MK2 bei Entziindungsreaktionen
konnte MK2 eine Rolle bei MS bzw. dem Tiermodell EAE und der damit verbundenen

Immunantwort und Neurodegeneration spielen.
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1.6 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Aufgrund vieler Hinweise, dass der p38-Signalweg bzw. die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-aktivierte Proteinkinase 2, das Substrat von p38 eine entscheidende Rolle bei
Entziindungs- und Autoimmunreaktionen spielt, bestand das Ziel dieser Arbeit darin, die
Rolle der Mitogen-aktivierten Proteinkinase aktivierten-Proteinkinase 2 bei der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis zu charakterisieren. Diese Untersuchung
sollte Erkenntnis dariiber liefern, ob Mitogen-aktivierte Proteinkinase aktivierte-
Proteinkinase 2 ein potentielles Ziel zur Entwicklung neuer Therapieansitze bei Multipler

Sklerose sein konnte.

Um diese Untersuchung durchfiihren zu konnen, sollte zundchst das Tiermodell
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis etabliert und der Verlauf der Erkrankung
von Mitogen-aktivierte Proteinkinase aktivierte-Proteinkinase 2 knockout und Wildtyp

Mausen differenziert werden.

In einem nédchsten Schritt sollten Untersuchungen zur Charakteristik der
Entziindungsreaktion und Neurodegeneration tiefere Einblicke in die Beteiligung der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-aktivierten Proteinkinase 2 bei experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis geben.

Neben der histologischen bzw. immunhistochemischen Analyse sollte die
Entziindungsreaktion auch molekularbiologisch ~ untersucht werden. Die
molekularbiologischen Untersuchungen sollten sich dabei mallgeblich auf den
Entziindungsmediator Tumor-Nekrose-Faktor a und die Signaltransduktionskaskade des

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptors 1 konzentrieren.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 TIERE

C57Bl/6 JOlaHsd (Wildtyp)

Harlan Winkelmann

C57Bl/6 JOlaHsd Mapkapk2™
(knockout)

MH Hannover; AG Prof. Dr. M. Gistel

2.1.2 ZELLLINIEN

hCMEC/D3 Labratories of Dr. Pierre-Olivier Couraud,
Unit 567 INSERM
U937 AG Prof. K. T. Preissner,

Biochemie des FB 11 Medizin der JLU

2.1.3 ANTIKORPER

Antigen reaktiv | Konjugat

fiir u.a.

Firma Artikel-Nr. Methode

CD3 Maus FITC

ebioscience, 11-0031 FACS
San Diego,
USA

CD4 Maus FITC

ebioscience, 11-0043 FACS
San Diego,
USA

CD8 Maus FITC

ebioscience, 11-0081 FACS
San Diego,
USA

CD14 Maus FITC

ebioscience, 11-0141 FACS
San Diego,
USA

CD19 Maus FITC

ebioscience, 11-0191 FACS
San Diego,
USA

CD14 Mensch | PerCP Cy
5.5

Becton 561116 FACS
Dickinson,

Heidelberg,
Deutschland

22




MATERIAL & METHODEN

CD49d Mensch Biotin ebioscience, 13-0499 FACS
San Diego,
USA

a4-Integrin | Mensch - Cell #4600 WB
Signaling,
NEB,
Frankfurt,
Deutschland

Caspase 8 Maus - Cell #4927 WB
Signaling,
NEB,
Frankfurt,
Deutschland

cFLIP Maus - Cell #3210 WB
Signaling,
NEB,
Frankfurt,
Deutschland

MK2 Maus - Cell #3042 WB
Mensch Signaling,
NEB,
Frankfurt,
Deutschland

RIPK1 Maus - Cell #4926 WB
Signaling,
NEB,
Frankfurt,
Deutschland

GAPDH Maus - Cell #2118 WB
Signaling,
Mensch NEB,
Frankfurt,
Deutschland

B-Aktin Maus - Cell #4967 WB
Signaling,
Mensch NEB,
Frankfurt,
Deutschland

Rabbit [gG | Maus HRP Cell #7074 WB
Signaling,
Mensch NEB,
Frankfurt,
Deutschland

CD4 Maus - Acris AP20210PU-N | Immunhisto-
Antibodies
GmbH,
Herford,
Deuschland

chemie
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CD8 Maus - LifeSpan LS-B3638 Immunbhisto-

Bioscience, .

chemie

Inc.

(LSBio),

Seattle,

USA
goat anti- Hase Alexa 488 | Invitrogen, A11029 Immunbhisto-
rabbit [(}aérlAsbad, chemie
donkey anti- | Ratte Cy3 Dianove 712-165-150 | Immunbhisto-
rat GmbH, chemie

Hamburg,

Deutschland

2.1.4 STREPTAVIDIN (SA)

SA FITC ebioscience, San Diego, USA
SA PerCP Cy 5.5 ebioscience, San Diego, USA
2.1.5 PRIMER
Human Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
5’ N 3’
VLA-4 vorwérts GGCGATTTACAGATGCAG
riickwarts TTCCAAACAAGTGTTTCCAC
GAPDH vorwarts CCACATCGCTCAGACACCAT
riickwirts GGCAACAATATCCACTTTACCAGA
Maus Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
5’ — 3’
TNFR1 VOrwarts TGTGAAAAGGGCACCTTTACGGC
riickwarts GGCTGCAGTCCACGCACTGG
TNFa VOorwarts CTTCTCATTCCTGCTTGTG
riickwiérts ACTTGGTGGTTTGCTACG
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RIP Kinase VOrwarts GACCCAGATAGATGTCCC
riickwiérts CCTTAGTCAGTTTGCTCCA
cFLIP vorwérts ACAGGCAGAGGCAAGATAGC
riickwarts CAATTTTGGGAGCGAAGC
Caspase 8 vorwarts GGCCTCCATCTATGACCTGA
riickwiérts GCAGAAAGTCTGCCTCATCC
ICAM-1 vorwérts CGCTGTGCTTTGAGAACTGT
riickwarts GGTGAGGTCCTTGCCTACTT
VCAM-1 vorwarts GAACCCAAACAGAGGCAGAG
riickwiérts GGTATCCCATCACTTGAGCAG
VLA-4 VOrwarts ACTGGCACCGTCTTTGTCTA
riickwiérts CTCTTCCTTCCTCCCTGATG
IL-2 vorwérts GAGTGCCAATTCGATGATGAG
riickwirts AGGGCTTGTTGAGATGATGC
IL-6 VOrwarts ACCACGGCCTTCCCTACTTC
riickwiérts CTCATTTCCACGATTTCCCAG
NF«B vorwérts GGATGGCTACTATGAGGCTGAC
riickwarts TTCGCTGGCTAATGGCTTG
GAPDH vorwarts TGACGTGCCGCCTGGAGAAA
rickwérts AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG
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Maus
Genotypisierung Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
5’—-3
MK2 200rc CCCTCTCTACCTCTTTCTGTGAATGCC
TMK2 dl CATGCCATGATGAGGTGCCTCTGC
Tneore CTGTTGTGCCCAGTCATAGCCG
2.1.6 KiTs
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific (Pierce),

Langenselbold, Deutschland

EZ-Link® NHS-PEQO4-Biotinylation Kit

Thermo Scientific (Pierce),

Langenselbold, Deutschland

QIAamp' ™ RNA Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

DirectPCR Lysis Reagent (Tail)

Viagen Biotech, Inc., Los Angeles, USA

GenomONE'" Neo EX HVJ Envelope

Transfection Kit

Cosmobio Co., Ltd., Tokyo, Japan

QuantiChrom™ Nitric Oxide Assay Kit

BioAssay Systems, Hayward, USA

Quanti Fast SYBR Green PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Quantikine® murine TNFo ELISA-Kit

R&D Systems, WI-Nordenstadt,
Deutschland

Quantikine® murine IGF-1 ELISA-Kit

R&D Systems, WI-Nordenstadt,
Deutschland

RevertAid' ™ ¢cDNA Synthesis Kit

Fermentas, Invitrogen, Carlsbad, USA

2.1.7 MARKER

PageRuler' ™ Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas, Invitrogen, Carlsbad, USA

Fluorescent Long Range DNA Ladder

Jena Bioscience, Jena, Deutschland
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2.1.8 GERATE

ELISA-Reader Multiscan EX

Thermo electron corporation,

Langenselbold, Deutschland

Fusion FX7

peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Light Cycler 1.5

Roche, Mannheim, Deutschland

Mikroskop (Axioplan 2 fluorescence

microscope)

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Mini-PROTEAN® Tetra System

BIO RAD, Miinchen, Deutschland

Nalgene' " Cryo 1 °C Einfrierbox

Nunc GmbH, Langenselbold,
Deutschland

Neubauer improved Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

SmartSpec' " Plus Spectrophotometer

BIO RAD, Miinchen, Deutschland

TissueRuptor

Qiagen, Hilden, Deutschland

Trans-Blot® SD Semi-dry transfer cell

BIO RAD, Miinchen, Deutschland

2.1.9 CHEMIKALIEN

Actinomycin D

Sigma Aldrich, Tachfkirchen,
Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bovine Serum Albumine, Fraction V (BSA)

Sigma Aldrich, Tachfkirchen,

Deutschland
Bromphenolblau Neolab, Heidelberg, Deutschland
Citronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

DNase Qiagen, Hilden, Deutschland

Glyzin Merck, Darmstadt, Deutschland
Interferon y (IFNy) Relia Tech, Wolfenbiittel, Deutschland
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kollagenase IV

GIBCO (Invitrogen Corporation),
Carlsbad, USA

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma Aldrich, Tachfkirchen,
Deutschland

Magnesiumsufat (MgSOy)

Sigma Aldrich, Tachfkirchen,

Deutschland

MAPKAPK?2 (h) siRNA Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland

MOGs3s.55 Charité Berlin, Berlin, Deutschland

Mycobakterium tuberculosis (H37RA)

Difco Microbiology, Kansas City, USA

non-fat Milchpulver Cell Signaling, NEB, Frankfurt,
Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphoaphat (NaH,POy4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumazid (NaN3)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma Aldrich, Tachfkirchen,
Deutschland

Pertussis Toxin

Calbiochem (Merck4Bioscience),
Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Taq Polymerase

New England BioLabs GmbH,
Frankfurt am Main, Deutschland

TNFa (thTNFa und rmTNFa)

Relia Tech, Wolfenbiittel, Deutschland
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Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.1.10 LOSUNGEN

B-Mercaptoethanol

Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Destilliertes Wasser (Ecotrain®)

Braun, Melsungen, Deutschland

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eisessig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eosin

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 100 %

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

FBS PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Glyzerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Griess Reagenz Sigma Aldrich, Tachfkirchen,
Deutschland

Héamalaun Merck, Darmstadt, Deutschland

Isofluran Baxter, Unterschleiheim, Deutschland

Luxol-Fast-Blue

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

10x PBS fiir Zellkultur (DPBS) steril

Lonza, Koln, Deutschland

Percoll

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid-Mix)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SB203580 (p38-Inhibitor in solution)

Calbiochem (Merck4Bioscience),
Darmstadt, Deutschland

Trypsin (2,5g/1)

GIBCO (Invitrogen Corporation),
Carlsbad, USA

Tween20

Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.1.11 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Hybond ECL (Nitrocellulosemembran)

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

FACS-Ro6hrchen (0,5 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Kiivette zur Quantifizierung von RNA

(trUView Cuvette)

BIO RAD, Miinchen, Deutschland

Polycarbonatkapillaren fiir PCR

Genaxxon, Ulm, Deutschland

1,5 ml, 2 ml Eppendorfcups

Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

15 ml, 50 ml BD Falcon™

Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

6-Well-Platten, 96-Well-Platten (Cellstar®)

GreinerBioOne, Frickenhausen,

Deutschland

2.1.12 PUFFER

10x Laufpuffer fiir SDS-PAGE

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
(Rotiphorese® 10x SDS-PAGE)

Lysepuffer fiir Erythrozyten

Qiagen, Hilden, Deutschland

FACS-Puffer (1 Liter)

0,5 % BSA
0,02 % NaNj3
in 1x PBS

10x PBS (1 Liter)

80 g NaCl

2 g KH,COy4
14,4 g Na,HPO4
2,4 g KCl

pH 7,4
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10x TBS (1 Liter)

24,6 g Tris
80 g NaCl
pH 7,6

1x TBST (1 Liter)

100 ml 10 TBS
900 ml Ecotrain® Aqua (Aqua dest.)
0,01 % Tween 20

Lysierpuffer (250 ml)
Zelllysepuffer fiir Proteinisolation

150 mM NaCl

20 mM Tris pH 7,4

1 mM EDTA

10 % Glyzerin

1 % NP40

0,01 % NaNj3;

(20 % B-Mercaptoethanol)

6x Ladepuftfer (10 ml)
Probenpuffer fiir Western Blot

375 mM Tris pH 6,8

55 % Glyzerin

12 % SDS

500 mM B-Mercaptoethanol
0,002 % Bromphenolblau

,, Stripping-Buffer“ (100 ml)

0,76 g Tris

2 g SDS

700 ul B-Mercatoethanol
pH 6,8
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2.1.13 FERTIG KULTURMEDIEN UND SPEZIALMEDIEN

RPMI 1640

PAN Biotech, Aldenbach, Deutschland

DEMED

GIBCO  (Invitrogen  Corporation),

Carlsbad, USA

microvascular endothelial growth medium

ProVitro, Berlin, Deutschland

Einfriermedium FBS
10 % DMSO
Verdaumedium DEMEM
(Isolation von Leukozyten aus dem ZNS) 1 mg/ml Kollagenase IV
30 U DNase
Medien (Gradient A und B) fiir die Isolierung  Gradient A:

von Leukozyten {iber ein Percoll-Kissen

2,5 ml Percoll + 0,92 ml 1x PBS

Gradient B:
0,75 ml Percoll + 2,5 ml DMEM-
Medium
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2.2 METHODEN

2.2.1 TIEREXPERIMENTELLE ARBEITEN

2.2.1.1 MAUSE - GENOTYPEN

In dieser Arbeit wurden Miuse der Genotypen C57Bl/6 J OlaHsd (Wildtyp; WT) und
C57Bl/6 J OlaHsd MAPKAPK2-/- (MAPKAPK?2 knockout; MK2-/-) verwendet. Die WT
wurden von Harlan Winkelmann, die knockout-Tiere von der MH Hannover (AG Prof. Dr.
Gastel) bezogen und in eigener Zucht im zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitét

in der konventionellen Tierhaltung vermehrt.

2.2.1.2 GENOTYPISIERUNG

Um eine Zuchtdepression aufgrund einer zu kleinen Population von MK2-/- Miuse zu
vermeiden, wurden gelegentlich ein Wildtyptier in die Linie gekreuzt. Aufgrund dessen
mussten einige Tiere genotypisiert werden.

Bei Verpaarung homozygoter Elterntiere wurden die Nachkommen nur stichprobenartig

genotypisiert.

2.2.1.3 PRAPARATION GENOMISCHER DNA AUS MAUSSCHWANZEN

Fir die Genotypisierung von MK2-/- Méiusen wurde genomische DNA aus
Schwanzspitzenbiopsien mittels des DirectPCR Lysis Reagent (Tail) der Firma Viagen
Biotech, Inc. isoliert. Hierfiir wurden zunéchst 0,5 cm von der Schwanzspitze der Tiere
abgenommen und diese in 200 pl DirectPCR Lysis Reagent (Tail), dem 0,3 mg/ml
Proteinase K zugesetzt waren bei 55 °C {iiber Nacht im rotierenden Thermoshaker
inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat 45 min. bei 85 °C im Thermoshaker inkubiert,
die nicht lysierten Reste (Haare) 10 sec. abzentrifugiert und 1 pl der Losung fiir die
Identifizierung von knockout Tieren in einen Reaktionsansatz fiir eine SYBR green

basierte PCR eingesetzt.

2.2.1.4 IDENTIFIKATION VON MK2-/- MAUSEN
Knockout Tiere, Heterozygote und Wildtyptiere wurden in dieser Arbeit mittels PCR und

Verwendung des SYBR Green Mastermix von Qiagen und anschlieBender
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Gelelekrophorese identifiziert. Aufgrund der Verwendung des interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green konnte das Ergebnis der Gelelektrophorese

floureszenzbasiert mittels Geldokumentationssystem analysiert werden.

Ansatz pro Probe: 10 pl Mastermix (Quanti Fast SYBR Green PCR Kit)
6 ul H,O
1 ul TMK2 dl
1 pl Tneorc
1 ul MK2 200rc
1 ul genomische DNA (Mausschwanz)

20 pl

Die PCR erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Vorgang Dauer Temperatur
Hot start Denaturierung 15 min. 96 °C
34 Zyklen Denaturierung 30 sec. 95 °C
Annealing 45 sec. 64 °C
Elongation 30 sec. 72 °C
7 min. 72 °C
Kiihlung Kiihlung 00 4°C

2.2.1.5 NARKOSE DER TIERE

Alle Tiere wurden vor einer Behandlung mit Isofuran betdubt. Hierzu wurde ein Papiertuch
mit Isofluran getrdnkt und in einen Glasbehélter mit einsetzbarem Zwischenboden aus
perforiertem Metall gelegt. Fiir die Narkose der Méiuse, wurden diese auf den

Zwischenboden gesetzt, damit sie die narkotisierenden Isofluranddmpfe einatmeten.
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2.2.1.6 TOTUNG DER TIERE
Die Tiere wurden in verschiedenen Stadien der Erkrankung getdtet, um immunologische
und biochemische Untersuchungen zum Pathomechanismus der EAE durchfiihren zu

konnen.

2.2.1.6.1 EUTHANASIE MITTELS CO,
Fiir die Euthanasie mittels CO, wurden die Tiere in einen Plastikbehilter gesetzt. In diesen

Behilter wurden 6 1 CO; pro Minute eingeleitet.

2.2.1.6.2 PERFUSSION DER TIERE

Die Tiere mussten perfundiert werden, um Gewebeschnitte fiir die Immunhistochemie
anfertigen zu konnen. Hierzu wurden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran getdtet.
Anschliefend wurde ihnen der Brustkorb erdffnet und die Tiere an einen externen
Kreislauf angeschlossen. Thnen wurde eine Kaniile (0,45 mm x 200 mm) in den rechten
Ventrikel geschoben und das linke Atrium durch einen Schnitt gedffnet. Die Tiere wurden
unmittelbar mit ca. 10 ml 1x PBS gespiilt und anschlieBend mit ca. 10 ml 4 % PFA-L&sung
fixiert.

2.2.1.7 MATERIALGEWINNUNG UND LAGERUNG

Um die Experimente fiir diese Arbeit durchfithren zu kénnen, wurde den Tieren nach
ihrem Tod verschiedene Organe entnommen und fiir den Fortlauf der Versuche prépariert.
Um den Grad der Neurodegeneration im Gehirn der Méuse zu untersuchen, wurde diesen
nach Perfussion (siehe 2.2.1.6.2) Gehirn und Riickenmark entnommen. Sowohl Gehirn als
auch Riickenmark wurden 24 h in 4 % PFA-LOsung nachfixiert und anschliefend in 1x
PBS bei 4 °C bis zur Einbettung in Paraffin gelagert.

Fiir die Gewinnung von Serum wurde den Méusen durch Punktion der Aorta abdominalis
ca. 400 pl Blut entnommen und in 1,5 ml Eppendorfcups fiir 2 h bei Raumtemperatur (RT)
gelagert, um das Blut gerinnen zu lassen. AnschlieBend wurde das Blut 20 min. bei 14.000
rpm zentrifugiert, wobei sich der Blutklot (geronnene Bestandteile des Blutes) absetzte.

Das Serum wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert.
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Andere Organe, deren Zellen fiir die relative Real Time-PCR, Durchfusszytometrie oder
Proteinauftrennung benétigt wurden, wurden nativ entnommen und in 1x PBS bis zur

weiteren Verarbeitung auf Eis kalt gestellt.

2.2.1.8 EXPERIMENTELLE AUTOIMMUNE ENZEPHALOMYELITIS

Die EAE ist anerkanntes Tiermodell zur Erforschung der MS. Um die Rolle von MK2
beim Pathomechanismus der EAE zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die EAE durch
Immunisierung mit MOGss_ss-Peptid ausgelost.

Typischerweise zeigt eine mit MOGss_ss-Peptid induzierte EAE einen chronischen Verlauf.
Um die Schwere der Erkrankung bzw. den Verlauf zu quantifizieren, wurde ein klinischer
Score (d4hnlich dem EDSS beim Menschen) benutzt. Hierbei wird anhand des Grads der
Behinderung eine Zahl zugeordnet, iiber die spiter quantifiziert werden kann. In dieser

Arbeit wurde folgender Score verwendet:

Tabelle 1: klinischer Score zur Quantifizierung der EAE-Symptome

Score | Behinderung

0 gesund (keine Symptome)

1 Schwanzplegie

2 Hinterlaufschwéche bzw. -parese

3 Hinterlaufplegie

4 Hinterlaufplegie und Vorderlaufschwiche (Tetraparese)

5 moribund (Tod)

2.2.1.8.1 ETABLIERUNG DER EAE
Da das Tiermodell EAE nicht etabliert war, musste dies zunichst erfolgen. Hierzu wurden
MOG-Peptide verschiedener Hersteller getestet, sowie unterschiedliche Konzentrationen

der einzelnen Komponenten bei der Immunisierung.
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2.2.1.8.2 IMMUNISIERUNG

Zur Untersuchung von EAE in C57Bl/6 J OlaHsd Wildtyp und MK2-/- knockout Tieren
wurden ausschlieBlich Weibchen im Alter von 9-12 Wochen verwendet. Vor Beginn der
Immunisierung wurden die Tiere narkotisiert (siche 2.2.1.5). Dann wurde ihnen insgesamt
200 pl Emulsion subkutan in Achseln und Leisten gespritzt (50 pl pro Einstich). Au3erdem
wurde den Tieren am Tag der Immunisierung 300 ng Pertussis Toxin (PTX) injiziert. Zwei

Tage spater wurde die PTx-Gabe wiederholt.

o PTx (d0 und d2)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Immunisierung von Miiusen

Bei der Immunisierung von Mausen bekommen diese in die vier Flanken (1-4) subkutan 50 pl Emulsion aus
Selbst-Antigen (MOGj;s.ss) und inkomplettes Freundschem Adjuvans mit Mykobakterium tuberculosis
appliziert, sowie 100 ul Pertussis Toxin-Ldsung intraperitoneal injiziert (d0). Die Injektion von 100 pl des
Pertussis Toxins-Losung wird an Tag 2 (d2) nach der Immunisierung mit der Emulsion wiederholt.

2.2.1.8.3 EMULSIONSHERSTELLUNG

Fiir die Herstellung der Emulsion fiir die Immunisierung wurden 200 pg MOGss.ss-Peptid
in 1x PBS gelost. AuBBerdem wurden 10 mg/ml abgetotete Mykobakterien (Mycobakterium
tuberculosis) in inkomplettes Freundsches Adjuvans gegeben. Diese beiden Komponenten

(6lige und wissrige Phase) wurden zu einer Emulsion vermischt.
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2.2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.2.1 RNA-ISOLIERUNG

Um eine quantitative Aussage iliber die Expression der mRNA eines bestimmten Gens
treffen zu konnen, kann die mRNA in der Real Time-PCR bestimmt werden. Hierfiir wird
Gesamt-RNA isoliert, zu ¢cDNA revers transkribiert und exponentiell in einer PCR
vervielfiltigt. Um eine effiziente RNA-Isolation zu erzielen, wurde das QlAamp™ RNA

Blood Mini Kit verwendet.

2.2.2.1.1 RNA-ISOLIERUNG MIT QIAAMP™ RNA BLOOD MINI KIT

Nach Zellernte (Zellkultur) bzw. Zellisolation aus Gewebe (murine Primérzellen) wurden
die Zellen 3 min. bei 1.600 rpm zentrifugiert und nach Herstellerprotokoll mit 350 ul RLT-
Puffer lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat iiber ein Séulchensystem mehrfach
gewaschen und letztlich die aufgereinigte RNA mit 50 pul RNase/DNase freiem Wasser

eluiert.

RNA-

Bindung 3x waschen Elution

B B
BTy

Abbildung 9: Schematische Darstellung der RNA-Isolation (nach QIAGEN)

Nach ,,Shreddern der Probe iiber ein QIAamp shredder Saulchen wurde die RNA-Losung mit 70 % Ethanol
gefillt und an die Membran eines QIAamp Sidulchens gebunden. Nach drei Waschschritten mit
unterschiedlichen Puffern (RW1 und RPE) und Trocknung des Siaulchens, wurde die reine RNA mit
RNase/DNase freiem Wasser eluiert. (modifiziert aus: QIAamp Blood Mini Kit Handbook; QIAGEN,
Hilden, Deutschland)

”I\Tn
I"'_ﬂil ni i.|:
¥

2.2.2.1.2 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Um die Konzentration und Reinheit der gewonnenen Nukleinsdurelosung zu bestimmen,
wurde eine photometrische Messung mittels Spectrophotometer durchgefiihrt. Das
Absorptionsvermogen der Nukleinsduren wurde hierbei bei A260/280 nm bestimmt. Der
Quotient aus A260/A280 reiner RNA-Proben liegt bei 1,9. Werte abweichend von diesem

Wert weisen auf eine Kontamination der Probe hin. Die aufgereinigte Nukleinsdurelosung
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wurde 1:10 verdiinnt. 50 pl dieser Verdiinnung wurden in eine Kiivette eingesetzt und
gegen Wasser gemessen.

AnschlieBend wurde aus der gewonnenen RNA unmittelbar cDNA synthetisiert.

2.2.2.2 REVERSE TRANSKRIPTION

Fiir die Synthese von cDNA aus der RNA-Matrize wurde das RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit verwendet.

Hierbei wurde das maximale Volumen (11,5 pl pro Ansatz) der RNA-Losung (aus
2.2.2.1.1) fiir die Transkription eingesetzt. In einem ersten Schritt wurden dann Oligo (dT)

Primer 5 min. bei 70 °C annealt.

11,5 ul RNA-L6sung
1 pul Oligo (dT) Primer (0,5 ng/pl)

> 12,5l

Nach Beendigung des ersten Schritts wurde die RNA auf 4 °C abgekiihlt und folgende

Reagenzien zugegeben:

4 ul 5x Reaktionspuffer
0,5 ul RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor
2 ul ANTP Mix (10 mM)

> 19 ul

Der Reaktionsansatz wurde 5 min. bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf 4 °C
abgekiihlt. Dann wurde im finalen Schritt 1 ul RevertAid™ M-MuLV Reverse
Transkriptase (200 U/ul) zugegeben (Endvolumen = 20 pl) und der Ansatz 1 h bei 42 °C
inkubiert. Durch Erhitzen auf 70 °C fiir 10 min. wurde die Reaktion anschlieBend gestoppt
und die fertig synthetisierte cDNA bei 4 °C gelagert. Fiir die Langzeit-Lagerung wurde die
cDNA bei -20 °C eingefroren.
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2.2.2.3 RELATIVE REAL TIME-PCR

Die Real Time-PCR ist ebenso wie die konventionelle reverse Polymerase Ketten Reaktion
eine Methode zur exponentiellen Vervielfiltigung eines Ausgangsprodukts. Bei der Real
Time-PCR kann jedoch durch Einlagerung eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs
eine Quantifizierung wihrend der Reaktion erfolgen. Die Quantifizierung der PCR basiert
dabei auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes (Threshold Cycle oder Ct-
Wert). Der Ct-Wert gibt jenen PCR-Zyklus an, der die Reporterfluoreszenz die
Hintergrundfluoreszenz signifikant {ibersteigt.

Im Lightcycler wurde eine Real Time-PCR mit verschiedenen Primern durchgefiihrt. Fiir
neue Parameter wurden Primer entwickelt und Annealingtemperaturen ermittelt.

Bei der Durchfiihrung der Real Time-PCR wurden alle Proben in Doppelwerten gemessen

wobei immer der niedrigere Ct-Wert fiir die Auswertung benutzt wurde.

Ansatz pro Probe: 10 pl Mastermix (Quanti Fast SYBR Green PCR Kit)
7 ul H,O
1 pl Vorwirtsprimer
1 pl Riickwértsprimer
1 ul cDNA

20 pl

2.2.2.4 STANDARDISIERUNG NEUER PRIMER

Fir die noch nicht standardisierte Messung der mRNA-Expression spezifischer
Zielsequenzen wurden Primerpaare mit der PrimerPremier Software gebildet, die ein
Produkt von > 200 bp der Zielsequenz in der Real Time-RCR ergaben. Die neuen Primer
wurden mit artspezifischer cDNA in Vorversuchen getestet und die Bindung durch

schrittweise Verdnderung der Annealingtemperatur und -zeiten optimiert.
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Tabelle 2: Zusammenfassung neu standardisierter Primerpaare fiir die Real Time-PCR

neu etablierte Annealing- Amplifikationszeiten
Primerpaare Temperatur Denaturierung/Annealing/Extension
murines VLA-4 60 °C 10/15/20 sec.

murines ICAM-1 60 °C 10/15/20 sec.

murines VCAM-1 60 °C 10/15/20 sec.

murines IL-2 60 °C 10/15/20 sec.

murines IL-6 60 °C 10/15/20 sec.

murines TNFa 56 °C 30/30/60 sec.

murines NFkB 60 °C 10/20/ 20 sec.

2.2.2.4.1 HERSTELLUNG VON STANDARDKURVEN

Um eine Aussage iiber die relative Verdnderung der mRNA-Expression in Zellen treffen

zu konnen, wurden Standardkurven der jeweiligen Zielsequenz erzeugt. Hierfiir wurde

zundchst eine hochkonzentrierte cDNA Probe mit der Zielsequenz als Ausgangsmaterial

mittels Reverse-Transkriptase PCR hergestellt.

Ansatz pro Probe:

13 ul H,O

2 pl Puffer

1 ul NTP Mix

1 ul Vorwirtsprimer
1 pl Rickwértsprimer
1 ul cDNA

1 ul Taq Polymerase

20 ul
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Die PCR erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Vorgang Dauer Temperatur
Hot start Denaturierung 5 min. 95 °C
30 Zyklen Denaturierung 30 sec. 95°C
Annealing 30 sec. 56 °C bzw. 60 °C
Elongation 60 sec. 72 °C
5 min. 72 °C
Kiihlung Kiihlung o0 4°C

Aus der gewonnenen hochkonzentrierten Zielsequenz wurde anschlieBend eine
Verdiinnungsreihe erstellt. Angenommen wurde, dass 1 pul der cDNA 1 x 10'° Kopien der
Zielsequenz enthielt. Das Ausgangsmaterial wurde in logjo-Schritten bis 10' verdiinnt
(10'°-10"). Der Ct der zehn entstanden Proben wurden anschlieBend mittels Real Time-

PCR in Dreifachwerten bestimmt, um anschlieBend eine Standardkurve zu berechnen.

Fluorescence (F1)

108 10° 107 108
A—t  A— | A— —

b

/ Cycle Number

Abbildung 10: Beispiel einer Standardkurve
In der Reverse Transkriptase-PCR aufkonzentrierte Proben wurden logarithmisch verdiinnt und in der Real
Time-PCR gemessen, um die Steigung einer Standardgeraden zu ermitteln.
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2.2.2.5 RELATIVE QUANTIFIZIERUNG

Um einen Unterschied in der Expression bestimmter mRNA-Level in zwei Gruppen von
Tieren festzustellen, wurde relativ quantifiziert, da hierfiir nicht die Ermittlung der exakten
Kopienzahl in der Probe, sondern nur das Verhéltnis der Gruppen zueinander Ausschlag
gebend ist. Entsprechend wurde dhnlich der ,.delta-delta Ct“-Methode (Ermittlung des
relativen Expressionsunterschieds einer Probe; normalisiert zum Referenzgen und bezogen
auf eine Standardprobe) ausgewertet. Hierbei wird der Ct-Wert eines Zielgens auf den Ct-
Wert eines Referenzgens (nicht reguliertes, konstant exprimiertes housekeeping gene: hier
GAPDH) bezogen.

Zunichst wurde durch die jeweiligen Mittelwerte der einzelnen Verdiinnungen eine Gerade

(dekadischer Logarithmus) gelegt und deren Steigung wie folgt berechnet:

x (Verdiinnung) y (Ct Mittelwert) Gerade der Verdiinhungsreihe
2 417 0] Steigung m = AyiAx = v,y x,-x,= 19,7/6 = 3,2
2 7,13
=
4 10,30 s 201
i
5 13,46 £
— 104
6 17,00 o
7 20,00 0
g 23.24 2 3 4 5 6 7 8
Verdiinnung

Abbildung 11: Beispiel einer Standardgeraden

Die Ct-Werte aus der Real Time-PCR der unterschiedlichen Verdiinnungen der aufkonzentrierten
Zielsequenz wurden als Gerade dargestellt, und deren Steigung berechnet, um dariiber die Proben relativ zu
quantifizieren.

Aus der Steigung und den Ct-Werten der Verdiinnungsreihe wurde anschliefend die

Formel zur Berechnung von ,,Referenzen® abgeleitet.

Formel zur Berechnung der ,,Referenz* (Beispiel):

»Ct Referenz* = (Xy + (Steigung x Xx))/n n = Anzahl der Werte von x
=29,6208214

Nach Ermittlung des ,,Ct der Referenz“ wurde ein ,,Absolutwert™ der Probe errechnet.
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»Absolutwert® = 10 (Ctprope-Ctreferenz)/(-Steigung)

Fiir die Quantifizierung wurde schlieBlich ein Quotient aus dem Absolutwert der Probe und

dem Absolutwert des Housekeepers GAPDH errechnet.

2.2.2.6 MRNA STABILITATS-ASSAY

Als Beweis fiir Verdnderungen des mRNA-Niveaus innerhalb einer Zelle, kann ein
mRNA-Stabilitits-Assay durchgefiihrt werden. Spezifische Erh6hungen oder Reduktionen
der mRNA Expression, aufgrund von zellaktivierenden Stimuli oder pharmakologischer
Reagenzien konnen mittels des Assays untersucht werden. Das Chemotherapeutikum
Actinomycin D, welches die Transkription aller Gene hemmt, die bestehenden Transkripte
jedoch nicht beeinflusst, eignet sich als Reagenz um die Stabilitit von mRNA zu
untersuchen. Da bestehende Transkripte unbeeinflusst bleiben, kann somit die Wirkung
spezifischer Inhibitoren bzw. Stimulatoren, die entweder post-transkriptionell oder
transkriptionell Einfluss nehmen, untersucht werden.

Um die Spezifitét eines Inhibitors zu testen, wurde ein mRNA-Stabilitits-Assay in U937
Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 x 10° Zellen in eine 6-Well-Platte ausgesit und iiber
Nacht im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pg/ml Actinomycin D
zugegeben. Nach 1 h, 3 h und 6 h wurden die Zellen pelletiert und RNA isoliert (Kapitel
2.2.2.1.1). Nachfolgend wurde cDNA synthetisiert und diese mittels Real Time-PCR

analysiert.

2.2.2.7 BESTIMMUNG VON PROTEINKONZENTRATIONEN
Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe kann auf mehreren Wegen erfolgen.
In dieser Arbeit wurden zwei Methoden angewandt, um die Proteinmenge zu ermitteln. Je

nach Anzahl der Proben wurde entweder die BCA- oder die Bradford-Methode verwendet.

2.2.2.7.1 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG MITTELS BCA-KIT

Die Proteinmengenbestimmung nach der BCA-Methode beruht auf einer Reduktion von
Cu”" zu Cu’ durch Proteine in alkalischem Milieu und Hilfe von Bicinchoninsiure. Bei
dieser Kupferreduktion einsteht ein lila Produkt, dessen Farbintensitit photometrisch bei

540-590 nm gemessen werden kann. Die Intensitit der Farbe wird mit einer
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Albuminstandard-Verdiinnungsreihe korreliert, wodurch eine quantitative Aussage iiber
die Menge an Protein in der Probe getroffen werden kann.

Zunichst wurde eine Verdiinnungsreihe des Standards (Stockldosung 2 mg/ml) nach
Angaben des Herstellers erstellt, alle Proben 1:10 verdiinnt und je 25 pl von Probe und
Standard in eine 96-Well-Platte pipettiert. AnschlieBend wurden 200 pl Reaktionsreagenz
pro Well zugegeben und der Ansatz 30 min. bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die Platte auf
RT gekiihlt und bei 540 nm im ELISA-Reader gemessen.

2.2.2.7.2 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG MITTELS BARDFORD-REAGENZ

Die Proteinmengenbestimmung nach Bradford beruht ebenfalls auf der Grundlage einer
chemischen Reaktion, bei der es zum Farbumschlag des Reagenz kommt. Der
Triphenylmethanfarbstoff bildet in saurer Losung mit kationischen und unpolaren
Seitenketten von Proteinen Komplexe. Durch die Komplexbildung verschiebt sich das
Absorptionsspektrum des Farbstoffs von 470 nm (rot) nach 595 nm (blau).

Fiir die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz
wurde zunédchst eine BSA-Standardreihe mit definierter Proteinkonzentration hergestellt.
Hierfir wurde eine 1,35 mg/ml BSA-Stocklosung mit Wasser verdiinnt
(Proteinkonzentrationen der Standards: 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,6 mg/ml).
AnschlieBend wurde das Bradford-Reagenz 1:5 verdiinnt und je 1 ml dieser Verdiinnung
in eine Kiivette gegeben. Dann wurden 20 pul Wasser (Blank), Standard oder Probe

zugegeben, gemixt, 10 min. bei RT inkubiert und im Spektrophotometer gemessen.

2.2.2.8 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)
Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest wurde zur quantitativen Konzentrations-
bestimmung von IGF-1 und die von TNFa im Serum von Maiusen verwendet. Der

enzymatische Substratumsatz wurde im ELISA-Reader gemessen.

2.2.2.8.1 IGF-1 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG MIT QUANTIKINE® MURINE IGF-1
ELISA-KiT

Um die Konzentration von IGF-1 in Serum von Maiusen zu bestimmen, wurde das
Quantikine® murine IGF-1 ELISA-Kit von R&D Systems verwendet. Das Kit beruht auf

der Methode eines quantitativen Sandwich-ELISAs, bei dem auf eine mit monoklonalem
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Antikorper beschichteten Platte Proben gegeben und inkubiert werden. Das 16sliche
Protein von Interesse wird an den immobilisierten Antikdrper gebunden und kann somit
durch Waschen isoliert werden. Im Folgenden wird ein zweiter Antikorper gegen IGF-1
auf die Platte gegeben, welcher enzymgekoppelt ist. Durch anschlieende Inkubation mit
einer Substratlosung wird eine enzymatische Reaktion ausgelost, die zu einem
Farbumschlag der Probe fiihrt. Nach abstoppen der Enzymreaktion kann der
Substratumsatz kolorimetrisch bestimmt werden. Anhand einer Standardreihe kann somit
die Proteinkonzentration der Probe errechnet werden.

Fiir die Konzentrationsbestimmung von IGF-1 aus murinem Serum wurden zunéchst alle
Losungen (Standardreihe, Kontrolle und Waschpuffen) nach Angaben des Herstellers
erzeugt. Das murine Serum wurde folgend 1:500 mit Calibratur Diluent RD5-38 verdiinnt.
In die im Kit enthaltene gecoatete 96-Well-Platte wurden 50 pl Calibrator Diluent RD5-38
vorgelegt und anschlieBend 50 pl Standard, Kontrolle oder Probe in Doppelwerten
zugegeben. Die Platte wurde 2 h bei 300 rpm auf dem ROTAMAX-Shaker bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte fiinfmal mit 400 pl Waschpuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl Konjugat in jedes Well gegeben und dieses 2 h
bei RT auf dem Shaker inkubiert. Es folgten fiinf weitere Waschschritte mit 400 pl
Waschpuffer. AnschlieBend wurde das Substrat nach Herstellerprotokoll aus Losung A und
Losung B gemischt und 30 min. lichtgeschiitzt bei RT inkubiert. Die Enzymreaktion wurde
nach Ablauf der 30 min. durch Zugabe der Stop-Solution gestoppt. Der Farbumschlag fiir
die Quantifizierung wurde anschlieBend mit dem Multiscan ELISA-Reader bei 450 nm

gemessen.

2.2.2.8.2 TNFo KONZENTRATIONSBESTIMMUNG MIT QUANTIKINE® MURINE TNFa
ELISA-KiIT

Um die Konzentration von IGF-1 in Serum von Maiusen zu bestimmen, wurde das
Quantikine® murine TNFa ELISA-Kit von R&D Systems verwendet. Zunidchst wurden
alle Losungen (Standardreihe, Kontrolle und Waschpuffen) nach Angaben des Herstellers
erzeugt. In die Wells der im Kit enthaltenen gecoateten 96-Well-Platte wurden 50 ul des
Assay Diluent RD1W vorgelegt und anschlieend 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe in
Doppelwerten zugegeben. Die Platte wurde 2 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Platte fiinfmal mit 400 pl Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl
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Konjugat in jedes Well gegeben und dieses 2 h bei RT inkubiert. Es folgten fiinf weitere
Waschschritte mit 400 pl Waschpuffer. AnschlieBend wurde das Substrat nach
Herstellerprotokoll aus Losung A und Losung B gemischt und 30 min. lichtgeschiitzt bei
RT inkubiert. Die Enzymreaktion wurde nach Ablauf der 30 min. durch Zugabe der Stop-
Solution gestoppt. Der Farbumschlag fiir die Quantifizierung wurde anschlieend mit dem

Multiscan ELISA-Reader bei 450 nm gemessen.

2.2.2.9 NO-ASSAY

Um NO quantitativ zu bestimmen, wurde in dieser Arbeit sowohl das QuantiChrom™™
Nitric Oxide Assay Kit, als auch das Griess Reagenz verwendet. NO ist ein fliichtiges
Radikal, das schnell zu Nitrit (NO;) oxidiert. Deshalb erfolgt eine Quantifizierung von NO

meist {iber die Messung von NO,/NO3™ kolormetrisch bei 540 nm.

2.2.2.9.1 NO-ASSAY MITTES QUANTICHROM ' ¥ NITRIC OXIDE ASSAY KIT

Um die Konzentration von NO im ZNS von EAE-kranken Tieren zu bestimmen, wurde der
QuantiChrom™ Nitric Oxide Assay Kit verwendet. MK2-/- und WT Tiere (n = 3 pro
Gruppe) wurden an Tag 24 nach Immunisierung getdtet und das ZNS nativ prépariert.
AnschlieBend wurde das ZNS in 1 ml 1x PBS mittels TissueRuptor homogenisiert.

Nach Angaben des Herstellers wurde fiir das Assay zunéchst eine Standardreihe ausgehend
von einer 1 mM Stocklosung hergestellt. AnschlieBend wurden die Proben deproteiniert.
Hierfiir wurden 100 pl des ZNS-Homogenats mit 80 pl 75 mM ZnSOy in einem 1,5 ml
Tube gemischt und 5 min. bei 14.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand in ein neues Eppendorfcup, in dem 120 pl 55 mM NaOH vorgelegt waren
tiberfiihrt. Die Protein-Préizipitate wurden erneut 5 min. bei 14.000 rpm pelletiert, 210 pl
des Uberstands in ein neues 1,5 ml Tube iiberfiihrt und mit 70 ul Glycin-Puffer gemischt.
Nach der Deproteinierung der Proben wurde das Cadmium-Granulat aktiviert. Pro Probe
wurden n x 3 Cadmium-Granulate in ein 50 ml Falcon gegeben und dreimal mit Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurden 200 pl 1x Aktivierungs-Puffer pro Granulat in das
Falcon gegeben und 5 min. unter schiitteln bei RT inkubiert. Nach der Aktivierung wurden
die Granulate dreimal mit Wasser gewaschen und auf einem Filterpapier getrocknet. Drei

aktivierte Granulate wurden anschlieBend zu jeder Probe gegeben und diese schiittelnd 15
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min. bei RT inkubiert, um das enthaltene Nitrat der Probe zu reduzieren. Nach der
Nitratreduktion wurden 2 x 100 pl (Doppelwerte) in eine 96-Well-Platte gegeben.

Fiir die Bestimmung des NO-Gehalts der Probe wurden anschleilend 50 ul Reagenz A pro
Well zu den Proben und dem Standard in die Platte gegeben und diese kurz geschiittelt.
Danach wurden 50 pl Reagenz B pro Well zugegeben und das Gemisch 5 min. bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde die OD der Proben bei 540 nm im Spektrophotometer

gemessen.

2.2.2.9.2 NO BESTIMMUNG MITTELS GRIESS REAGENZ

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der NO-Bestimmung mittels des QuantiChrom™ Kits
wurde die NO-Mengenbestimmung mittels Griess Reagenz verwendet.

Fiir den kolormetrischen Nachweis von NO als NO,-Akkumulation wurden gleiche
Volumina (50 pl) Probe und Reagenz gemischt und 10 min. bei RT in einer 96-Well-Platte
inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption der Proben bei 540 nm im

Spektrophotometer gemessen.

2.2.3 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.3.1 HISTOLOGIE

Die Histologie ist die Wissenschaft von biologischen Geweben. Morphologisch untersucht
werden Gewebeproben und - schnitte. In dieser Arbeit wurden Firbetechniken zur
Beurteilung der Leukozyteninfiltration ins ZNS und der Demyelinisierung verwendet.

Des Weiteren wurden die T-Zell-Subpopulationen der CD4+ und CD8+ Zellen

immunhistochemisch geféarbt und beurteilt.

2.2.3.1.1 HERSTELLUNG VON PARAFFINSCHNITTEN

Zur Herstellung von Diinnschnitten des ZNS von Méiusen, wurden diese mit 4 % PFA
perfundiert (siehe Kapitel 2.2.1.6.2), das ZNS entnommen und 24 h bei 4 °C in 4 % PFA
nachfixiert. Anschlieend wurde das fixierte Gewebe in 1x PBS {iiberfiihrt und in Paraffin
eingebettet. Die Paraffinierung des Gewebes erfolgte automatisiert mit einem

Einbettungsautomaten der Neuropathologie Giessen.
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AnschlieBend wurden 7 um (H&E- und LFB-Farbung) bzw. 4 um (CD4 und CDS) dicke
Schnitte hergestellt und zur Analyse des Grades der Neurodegeneration und der Infiltration

von Leukozyten wie folgt gefarbt.

2.2.3.1.2 LUXOL-FAST-BLUE-/KRESYLVIOLETT-FARBUNG

Die Luxol-Fast-Blue (LFB) -Fiarbung wird eingesetzt um Myelin anzufirben. Der LFB-
Farbstoff ist das alkoholldsliche Gegenstiick des wasserloslichen Alizanblaus. Die Farbung
mittels LFB beruht auf einer Sdure-Basen-Reaktion, bei der das LFB mit den basischen
Komponenten des Myelins (Lipoproteinen) reagiert, was zu einem Farbumschlag fiihrt.
Durch die LFB-Féarbung erscheint das Myelin blau. Kombination einer LFB-Féarbung mit
einer Nissl-Farbung, mit einem Farbstoffe wie Kresylviolett, der die Zellkérper gesunder
Neurone anfarbt, indem der Farbstoff mit den basophilen Verbindungen (DNA, RNA)
interagiert, und diese violett erscheinen ldsst, macht es mdglich die Pathologie von
Nervengewebe darzustellen.

In dieser Arbeit wurde die LFB-Kresylviolett-Farbung angewendet, um in histologischen
Schnitten aus dem ZNS EAE-kranker Mause den Grad der Neurodegeneration bzw. der
Demyelinisierung zu charakterisieren. Hierfiir wurden zunichst folgende Losungen

hergestellt.

0,1 % Luxol-Fast-Blue Losung

Luxol-Fast-Blue, MBS 0,1g
Ethanol (95 %) 100 ml
Eisessig 0,5 ml

0,1 % Kresylviolettlosung

Kresylviolett (cresyl fast violet) 0,1g
Aqua dest. 100 ml
Eisessig 10 Tropfen

anschlieBend filtrieren

0,05 % Lithiumcarbonatlosung
Lithiumcarbonat 0,05¢
Aqua dest. 100 ml
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Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert. Hierfiir wurden die

Objekttrager in Glasgefdle mit unterschiedlichen Alkoholverdiinnungen getaucht.

10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min.

Xylol -  Xylol — 100% — 90 % — 80 % — 70 % — 50 %
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol

AnschlieBend wurden die Schnitte in 95 % Ethanol {iberfiihrt, dann in die LFB-Lsung
getaucht und bei 56 °C iiber Nacht inkubiert. Nach waschen in 95 % Ethanol und in Aqua
dest., wurden die Schnitte 30 sec. in Lithiumcarbonat-Losung und 30 sec. in 70 % Ethanol
differenziert. Nach der Differenzierung wurden die Schnitte 30 sec. in der Kresylviolett-
Losung gefirbt, mit Wasser gespiilt und in 95 % Ethanol 5 min. inkubiert. Anschlieend
wurden sie zweimal 5 min. in 100 % Ethanol und zweimal 5 min. in Xylol gegeben und

danach mit Entellan eingedeckt.

2.2.3.1.3 HAMATOXYLIN-EOSIN-FARBUNG

Die Himatoxylin-Eosin-Farbung wird verwendet, um Gewebeschnitte morphologische
durch zwei Einzelfirbungen zu untersuchen. In der Pathologie konnen durch diese
Ubersichtsfirbung krankhafte Verinderungen in Geweben charakterisiert werden. Um die
farbenden Eigenschaften von Hdmatoxylin zu entwickeln, wird der Farbstoff zu Hdmalaun
aufbereitet. Hdmalaun farbt alle basophilen Strukturen (Strukturen des Zellkerns) blau.
Eosin interagiert mit azidophilen Strukturen (Zellmembranproteine) und farbt diese rot.
Die Hidmatoxylin-Eosin-Fiarbung wurde in dieser Arbeit verwendet, um eine Ubersicht
tiber entziindliche Infiltrate im ZNS zu erhalten - blaue Kernansammlungen um Blutgeféf3e
herum zu charakterisieren. Hierzu wurden die Schnitte ebenfalls in einer absteigenden

Alkoholreihe deparaffiniert.

10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min.

Xylol — Xylol — 100% — 90 % — 80 % — 70 % — 50 %
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol

AnschlieBend wurden die deparaffinierten Schnitte in 70 % Ethanol getaucht und mit Aqua
dest. gesptlt. Fiir die Himatoxylin-Eosin-Féarbung wurden die Schnitte dann 5 min. in
Hémalaun inkubiert und unter laufendem Leitungswasser gewaschen. Im Folgenden

wurden die Schnitte 5 min. in Eosin-Losung inkubiert und anschlieBend einer
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aufsteigenden Alkoholreihe (96 % Ethanol — 100 % Ethanol — Xylol 1 — Xylol 2)

gewaschen und mit Medium eingedeckt.

2.2.3.1.4 CD4- UND CD8-FARBUNG
Fiir die Beurteilung der infiltrierten Zellen (T-Helferzellen, CD4; und zytotoxische T-
Zellen, CD8) im ZNS EAE-kranker WT und MK2-/- Tiere wurden die Schnitte zunichst in

einer absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert

10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. 10 min.

Xylol -  Xylol — 100% — 90 % — 80 % — 70 % — 50 %
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol

und anschlieBend dreimal 5 min. in 1x PBS (pH 7,4) gewaschen. In einem ersten Schritt
wurde dann die Primérfirbung durchgefiihrt. Hierflr wurden die Schnitte in
Antikorperlosung (anti-CD4: 1:100 in 1x PBS + goat-Serum) {liber Nacht in einer feuchten
Kammer inkubiert und anschlieBend dreimal 5 min. in 1x PBS (pH 7,4) gewaschen. In
einem zweiten Schritt folgte die Sekundérfarbung. Hierfiir wurden die primér gefarbten
Schnitte in anti-rabbit-Alexa 488-Antikorperlosung (1:800 in 1x PBS) 1 h in der feuchten
Kammer inkubiert und anschlieBend gewaschen.

Fiir die CD8-Fiarbung wurden die Schnitte zunichst demaskiert (Mikrowelle). Hierzu
wurde das Paraffin in einer absteigenden Alkoholreihe entfernt und die Schnitte
anschlieend gewaschen. Nach zweimal 5 min. kochen in Citronensduse (10 mM, pH 6)
und dreimal spiihlen mit 1x PBS wurden die Schnitte mit anti-CD8 (1:100) iiber Nacht
gefarbt. Fiir die Sekundirfarbung wurde ein donkey anti-rat Cy 3-Antikorper (1:1000)

benutzt. Danach wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckt und mikroskopisch beurteilt.

2.2.3.2 ZELLKULTUR
In dieser Arbeit wurden sowohl Priméarkulturen, immortalisierte adhirente Zellen als auch
in Suspension lebende Tumorzelllinien verwendet. Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 %

CO; kultiviert. Fiir die Kultivierung wurden folgende Medien verwendet:

U937 RPMI 1640 + 10 % FBS + 1 % Pen./Strep.

HCMEC Microvasculare endothelial growth medium + Supplement Mix

Primérkultur RPMI 1640 + 10 % FBS + 1 % Pen./Strep.
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Die Zellen, mit Ausnahme der Priméarkultur, wurden in 75 cm’ Kulturflaschen kultiviert
und dreimal pro Woche gesplittet. Die Primdrkulturen wurden bis zum Beginn des

Experiments in 6-Well-Platten kultiviert.

2.2.3.2.1 LANGZEIT-LAGERUNG VON SAUGERZELLEN
Um immortalisierte Zellen und Tumorzelllinien fiir lingere Zeit aufzubewahren, wurden

Zellen niedriger Passagen bei —80 °C bzw. bei -196 °C gelagert.

2.2.3.2.2 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON SAUGER-ZELLLINIEN

Fiir die Langzeit-Lagerung bzw. das Einfrieren von Zellen mdglichst niederer Passagen,
wurden diese bis zu einer 90 %igen Konfluenz kultiviert. Anschlieend wurde bei den
adhirenten hCMEC/D3 Zellen das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit 10 ml 1x
PBS gewaschen und 2 min. mit 3 ml 1x Trypsin bei 37 °C inkubiert. Nachdem sich die
Zellen vom Flaschenboden abgeldst hatten, wurden 7 ml Kulturmedium zugegeben, um die
Wirkung des Trypsins durch das enthaltene FBS zu inhibieren. AnschlieBend wurden die
Zellen in ein 15 ml Falcon tiberfiihrt und 4 min. bei 1.200 rpm zentrifugiert. In Suspension
lebende U937 Zellen wurden direkt in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und ebenfalls 4 min. bei
1.200 rpm zentrifugiert. Die Zellpellets wurden im Folgenden mit 1 ml Einfriermedium
(Kapitel 2.1.13) resuspendiert und in Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Kryordhrchen wurden
in einer mit 4 °C kaltem Isopropanol gefiillten Einfrierbox langsam auf -80 °C abgekiihlt.
Teilweise wurden die Zellen anschlieBend in fliissigen Stickstoff transferiert.

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese bei 37 °C im
Wasserbad schnell aufgetaut und in ein 15 ml Falcon mit 9 ml vorgewdrmtem Medium
gegeben. Anschlieend wurde die Losung 4 min. bei 1.200 rpm zentrifugiert. Das Medium
wurde nachfolgend abgesaugt und das Pellet in 12 ml warmem Medium resuspendiert und
in eine Kulturflasche iiberfithrt. Am Tag nach dem Auftauen wurde ein Mediumwechsel
vollzogen, um mogliche DMSO-Riickstinde zu entfernen. Alle Versuche wurden erst nach

der zweiten Passage nach dem Auftauen durchgefiihrt.

2.2.3.2.3 MEDIUMWECHSEL UND ZELLPASSAGE
Um einen Mediumwechsel bei adhirenten hCMEC/D3 Zellen durchzufiihren, wurde das

alte Medium abgesaugt und 12 ml angewdrmtes Medium zugegeben. Beim
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Mediumwechsel der Suspensionskultur wurde diese in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und 4
min. bei 1.200 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und das
Zellpellet in 12 ml Medium resuspendiert und in die Kulturflasche zuriickgefiihrt.

Alle Zelllinien wurden bei einer 90 %igen Konfluenz passagiert (ein- bis dreimal pro
Woche). Fiir die Passage der hCMEC/D3 Zellen wurde das Medium aus der Flasche
gesaut, die Zellen einmal mit 10 ml 1x PBS gewaschen und anschlieend 2 min. mit 3 ml
1x Trypsin bei 37 °C inkubiert. Nachdem sich alle Zellen von Boden abgelost hatten wurde
die Population 1:3 gesplittet. Hierzu wurden 2 ml Trypsin-Zellldsung entfernt und 11 ml
vorgewarmtes Medium zugegeben.

Suspensionszellen wurden dreimal pro Woche 1:6 passagiert. Aus der Kultur wurden 10

ml Suspension entfernt und diese durch angewirmtes Medium ersetzt.

2.2.3.2.4 ZELLZAHLBESTIMMUNG MITTELS NEUBAUER-ZAHLKAMMER

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zihlkammer benutzt. Bei dieser
Methode wird ein definierter Raum von 0,1 mm® = 0,1 pl pro GroBquadrat geschaffen,
indem ein Deckglas auf die Kammer gesetzt wird. Durch kapillare Kréfte konnen die
Zellen in die Kammer eingebracht und durch Verwendung einer 10-fachen Vergroferung

die Zellzahl bestimmt werden.
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Abbildung 12: Neubauer Zihlkammer
Die Neubauer Zahlkammer besteht aus vier GroBquadranten (blau), die einem Raum von 0,1 mm® (0,1 ul)
entsprechen. Mindestens zwei (oben links (1) unten rechts (4)) GroBquadrate (16 Kleinquadrate) werden
ausgezahlt um die Zellzahl einer Probe pro ml zu bestimmen: Zellzahl = Zahl der Zellen im Quadranten x
Verdiinnung der Probe (10*) x ml Probe.
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Alle vier GroBquadrate (4 x 16 Kleinquadrate) der Neubauer-Zdhlkammer wurden
ausgezdhlt und der Mittelwert errechnet. Durch Einbeziehen der Verdiinnung ergibt sich

schlieBlich die Zellzahl pro 0,1 pl — pro ml, also x 10™.

2.2.3.2.5 STIMULATION VON SAUGERZELLEN
Um Zellen zu stimulieren, wurden pro Well 2 x 10° Zellen in eine 6-Well-Platte ausgesit

und mit 50 ng/ml TNFa, 1 pg/ml IFNy und 1 pg/ml LPS 24 h bzw. 48 h stimuliert.

2.2.3.2.6 INHIBITION VON P38 DURCH SB203580 /N VITRO

SB203580 ist ein spezifischer, membrangingiger Inhibitor, der kompetitiv die Ubertragung
einer Phosphatgruppe von p38 auf MK2 verhindert.

Um eine Inhibition von p38 zu erzeugen, wurde 1 pg/ml SB203580 1 h vor

Versuchsbeginn auf die Zellen gegeben.

2.2.3.2.7 TRANSFEKTION VON SAUGERZELLEN

Um einen knockdown von MK2 in humanen Zellen zu generieren, wurden diese mit sSiRNA
transfiziert. Nach dem Einschleusen der siRNA kommt es durch Interaktion mit einem
komplementidren Nukleinsdurestrang (mRNA) zu dessen Abbau, oder aber zu einer
selektiven Hemmung der Translation und damit zur ,,Genstilllegung*.

Fiir die Generierung eines effizienten knockdowns wurden unterschiedliche Methoden und
Reagenzien getestet. Die Transfektion mittels HVJ-Envelope Vektor Kit fiihrte schlieBlich
zum Erfolg. Hierbei wird in den HVIJ-Envelope Vektor die zu transferierende siRNA

inkorporiert, welcher die siRNA in ein Ziel transferiert.

223271 MK2 GEN-SILENCING MITTELS HVJ-ENVELOPE VECTOR KIT
(GENOMONE™-NE0 EX)

Fiir den knockdown von MK2 wurde siRNA in humane U937 Zellen mittels des HVJ-
Envelope Vektor geschleust. Hierzu wurde das Herstellerprotokoll fiir Suspensionszellen
benutzt. 10 pl der HVJ-Envelope Suspension wurden in ein 1,5 ml Eppendorfcup gegeben
und 1 pg (h) MAPKAPK2 siRNA zugegeben. Anschliefend wurden 2 ul des Reagenz B
zugegeben, um die siRNA in den Vektor zu transferieren. Das Gemisch wurde bei 11.000

rpm fiir 5 min. bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und
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verworfen. Das Pellet wurde in 30 ul Puffer resuspendiert und 5 pul Reagenz C zugegeben.
Dieser Reaktionsansatz wurde zu 5 x 10° Zellen in 500 pl normales Wachstumsmedium
pipettiert. Die Suspension wurde bei 2.000 rpm bei RT fiir 20 min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieBend abgenommen, das Pellet in 2 ml Medium resuspendiert und

48 h in einer 6-Well-Platte bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

2.2.3.3 ISOLIERUNG VON PRIMARZELLEN
Um potentiell verdnderte zellulire Prozesse im Verlauf der EAE ermitteln und

quantifizieren zu konnen, wurden primédre Zellen aus unterschiedlichen Organen isoliert.

2.2.3.3.1 ISOLIERUNG VON MURINEN MILZZELLEN

Fiir die Isolierung von Zellen aus der Milz wurden die Tiere mittels CO, getotet, deren
Bauchhohle eroffnet und die Milz entnommen. AnschlieBend wurde die Milz durch ein
Zellsieb (Porengrofle 40 um) gestrichen, welches mit 5 ml 1x PBS gespiilt wurde, um alle
Zellen auszuwaschen. Die Zell-PSB-Suspension wurde anschlieBend 5 min. bei 1.600 rpm
zentrifugiert und das Pellet in 3 ml Lysierpuffer, um Erythrozyten zu lysieren,
resuspendiert. Fiir die nachfolgende Erythrozyten-Lyse wurde das Falcon 5 min. auf Eis
inkubiert. Anschlieend wurden 5 ml 1x PBS zugegeben und die Suspension 5 min. bei
1.600 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde im Anschluss in 10 ml 1x PBS resuspendiert und
erneut 5 min. bei 1.600 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir

nachfolgende Untersuchungen préipariert.

2.2.3.3.2 ISOLIERUNG VON MURINEN ZELLEN AUS DEM ZNS

Um einen Vergleich zwischen Immunzellen der Peripherie und des ZNS anstellen zu
konnen, wurden ,autoreaktive Zellen mittels Zentrifugation iiber ein Percoll-Kissen
isoliert.

Hierzu wurde das ZNS euthanasierter Méiuse nativ entnommen und zweimal mit 1x PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde das ZNS zerkleinert und 1 h bei 37 °C im Wasserbad mit
Verdaumedium (Kapitel 2.1.13) inkubiert. Nachfolgend wurden die ZNS-Stiicke durch ein
Zellsieb (PorengroBe 40 um) gestrichen und durch Zugabe von 5 ml 1x PBS und

anschlieBender Zentrifugation fiir 5 min. bei 1.600 rpm zweimal gewaschen.
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Das ZNS-Homogenat wurde dann mit 3 ml Gradient-A-Losung (2.1.13) resuspendiert und
in ein frisches 15 ml Falcon {iberfithrt. Das Gradient-A-Homogenatgemisch wurde

anschlieend mit 3 ml Gradient-B-Losung (2.1.13) unterschichtet (Abb. 13).

ZNS- ‘ ' > :‘:’t
Homogenat ediurm

Percol Percoll

Abbildung 13: Zentrifugation iiber ein Percoll-Kissen (schematische Darstellung)

Zur Isolation von Leukozyten aus dem ZNS EAE-kranker Tiere wurde eine Auftrennung iiber ein Percoll-
Kissen angewendet. Nach der Auftrennung (Falcon rechts) schwimmt auf den Losungen ein Fettfilm
(Myelin; hier Rest). Zellen des Immunsystems (u.a. autoreaktive Zellen, AZ) lagern sich direkt auf dem
Percoll ab.

Es folgte die Zentrifugation iiber ein Percoll-Kissen bei 2.500 rpm fiir 30 min. Nach
Ablauf der Zeit wurde der Rotor der Zentrifuge nicht gebremst, um die durch den
Gradienten entstandene Schichtung der einzelnen Bestandteile nicht zu zerstoren.

Die isolierten Zellen wurden dann aus dem Falcon in ein neues Tube tiberfiihrt, mit 10 ml
Ix PBS verdiinnt und 5 min. bei 2.500 rpm abzentrifugiert. Es folgte ein zweiter
Waschschritt, bei dem die Zellen erneut mit 10 ml 1x PBS resuspendiert und bei 1.600 rpm
5 min. zentrifugiert wurden. Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Zellen fiir

anschlieBende Untersuchungen préipariert.

2.2.3.4 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung von
Oberflichenmolekiilen und intrazelluliren Proteinen einzelner lebender Zellen in
Suspension durch fluoreszenzmarkierte Antikdrper. Vereinzelte Zellen passieren in einem
diinnen Fliissigkeitsstrahl (Tragerfliissigkeit, hydrodynamische Fokussierung) einen
Laserstrahl, dessen Licht die Einzelzellen streuen. Je nach Grof3e und Granularitit wird das
Licht des Laserstrahls unterschiedlich emittiert. Der forward scatter (FSC;
Vorwirtsstreulicht) ist MaB fiir das Streulicht im flachen Winkel und gibt Aufschluss iiber
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das Volumen der Zelle, wohingegen der sidewards scatter (SSC; Seitwartsstreulicht) Mal3
fiir die Lichtbeugung im rechten Winkel ist, und Aufschluss liber die Komplexitit der Zelle
gibt. Ist eine Zelle mit einem fluoreszenzgekoppelten Antikorper markiert, werden die
Elektronen des gekoppelten Farbstoffs angeregt, bevor sie die absorbierte Energie in Form
von Licht einer anderen Wellenldnge wieder freigeben. Die Verdnderungen des Lichts

werden iiber einen Detektor detektiert (Abb. 14).

Argonlaser
I Fluol n

| | 1
I

¥
O_“;elle / I/ v | |Seitwértsstreulicht
/ /

(sSC)

[
Vonwirtsstreulicht
(FsC)

Abbildung 14: Schematische Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung von Zellen, werden diese mit einem Argonlaser bestrahlt
und das Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht zur Ermittlung von Gréfle und Granularitit der Zellen detektiert.
Durch fluoreszenzmarkierte Antikdrper konnen spezifische Oberflachenantigene und intrazelluldre Proteine
analysiert werden. Die Fluorochrome der Antikdrper emittieren spezifische Lichtwellenlédngen, die von
Fluoreszenzdetektoren detektiert werden (modifiziert aus: Jan Leuthold, 2003; http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/leuthold-jan-2003-01-16/HTML/leuthold-ch2.html).

Durch Markierung mit unterschiedlichen spezifischen Antikdrpern und Farbstoffen,
welche bei gleicher Wellenldnge angeregt werden, aber unterschiedliche charakteristische

Emissionsspektren aufweisen ist es moglich, in oder auf einer Zelle mehrere Antigene

quantitativ zu untersuchen.

Flourochrom Absorptionsmaximum Emmissionsmaximum
FITC (Fluoresceinisothiozyanat) 495 nm 519 nm
PerCP (Peridiniumchlorophyll-Protein) 490 nm 675 nm
-Cy5.5 488 nm 695 nm

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit verwendet, um Monozyten aus einem

Monozyten-hCMEC/D3-Gemisch nach Kokultur zu identifizieren, das Oberflaichenantigen
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CD49d (VLA-4) zu quantifizieren und primaérisolierte Milzzellen aus Méusen quantitativ
nach CD3+, CD4+, CD&8+, CD14+ und CD19+ Zellen zu untersuchen. Des Weiteren
wurde die Bindung des monoklonalen Antikdrpers Natalizumab auf Zellen bestimmt.

Fiir die quantitative Untersuchung dieser Marker wurden die Zellen in 50 pl FACS-Puffer
(2.1.13) resuspendiert und fiir 30 min. mit dem jeweiligen fluoreszenzmarkierten
Antikorper bei 4 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden die gefarbten Zellen in
200 pl FACS-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch im FACSCalibur-
Durchflusszytometer gemessen.

Antikorper die nicht primdr mit Fluoreszenzfarbstoffen substituiert waren, wie
beispielsweise biotinyliertes Natalizumab (anti-VLA-4 Antikorper), wurden mittels
Streptavidin  (SA) —PerCP Cy 5.5 gefdarbt. Nach Inkubation des biotinylierten
Erstantikorpers wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und anschliefend
SA-PerCP Cy 5.5 (1:100) zugegeben. Das SA-PerCP Cy 5.5 wurde 20 min. bei 4 °C
inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden die gefarbten Zellen in 200 ul FACS-Puffer
aufgenommen und durchflusszytometrisch im FACSCalibur-Durchflusszytometer

gemessen.

2.2.3.5 ADHASIONS-ASSAY

Zur Untersuchung der Adhidsionseigenschaften von Immunzellen an Zellen der Blut-Hirn-
Schranke wurde ein Adhédsions-Assay durchgefiihrt. Hierzu wurden Zellkulturen
(hCMEC/D3-Zellen, U937 oder primérisolierte Zellen aus der Milz von Maéusen)
verwendet, die in Reinkulturen stimuliert wurden. Nach spezifischer Modifizierung der
Reinkulturen (Stimulation, Inhibition von p38 oder siRNA-Transfektion) wurden die
Leukozyten fiir 30 min. in Kokultur mit den Endothelzellen inkubiert (Abb. 15).
AnschlieBend wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen der Endothelzellen
zweimal mit 1x PBS gewaschen, um nicht adhdrente Immunzellen zu entfernen. Im
Folgenden wurden die Endothelzellen mit den adhdrenten Immunzellen mit 1x Trypsin
abgelost und in 50 pl FACS-Puffer resuspendiert. Quantifiziert wurden die adhérenten
Zellen durchflusszytometrisch durch Férbung spezifischer Oberflichenmarkern der

Immunzellen (CD3 und CD14).
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Abbildung 15: Adhirente Leukozyten auf Endothelzellen

Die Adhision von Zellen des Immunsystems an Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (hCMEC/D3) wurde
mikroskopisch iiberpriift. U937 Zellen wurden mit DAPI gefarbt und anschlieBend auf hCMEC/D3 gegeben.
Im Mikroskop konnten adhdrente U937 (weille Pfeile) an hCMEC/D3 nachgewiesen werden.

2.2.4 BIOCHEMISCHE METHODEN

2.2.4.1 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON PROTEINEN (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE ist eine Methode
zur Trennung einzelner Proteine aus einem Gemisch. Hierbei werden Proteine durch
Zufuhr von Chemikalien (SDS und z.B. B-Mercaptoethanol) und Hitze zundchst
linearisiert, meist reduziert und negativ geladen und anschlieBend iiber eine Triagersubstanz

elektrophoretisch, entsprechend ihrer Groe (Molekulargewicht) aufgetrennt.

2.2.4.2 WESTERN BLOT ANALYSE

Der Western Blot (WB) ist eine Methode zur Ubertragung von Proteinen aus einer
Tragermatrix (meist SDS-PAGE, aber auch native-PAGE, isolelektrische Fokussierung
oder 2D-Gelelekrophorese) auf eine Tridgermembran. AnschlieBend konnen einzelne
Proteine aus einem Proteingemisch identifiziert werden.

Beim Blotten einer SDS-PAGE wird senkrecht zum Polyacrylamid-Gel ein elektrisches
Feld angelegt, wodurch Proteine entlang des elektrischen Flusses aus dem Gel auf eine
Membran (Nitrocellulose, Nylon oder Polyvinyldifluorid (PVDF)) wandern. Aufgrund
hydrophober Wechselwirkung bleiben die Proteine an der Membran haften, wobei das
urspriingliche Auftrennungsmuster erhalten bleibt.

Anschliefend konnen die Proteine auf der Membran mittels Immundetektion sichtbar
gemacht werden. Ein Antigen-spezifischer Erstantikdrper wird auf die Membran gegeben,

welcher durch einen mit einem Enzym gekoppelten Zweitantikdrper gebunden wird. Durch
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Zugabe eines Substrats wird eine durch das Enzym vermittelte Farb- oder

Chemilumineszenzreaktion katalysiert.

2.2.4.3 BIOTINYLIERUNG VON ANTIKORPERN

Um einen ungefirbten Antikorper fiir z.B. die Durchflusszytometrie ,,direkt* sichtbar zu
machen, kann dieser markiert werden. Zum einen konnen direkt Fluoreszenzfarbstoffen
kovalent gekoppelt werden, zum anderen magnetische Kiigelchen oder auch Biotin. Durch
eine Kopplung von Biotin kann der Antikorper mittels Streptavidin (SA)-Reagenzien, z.B.
Fluoreszenfarbstoff-Kombinationen sichtbar gemacht werden.

Um genauere Untersuchungen zur Bindung von Natalizumab auf Zellen anzustellen, wurde
in dieser Arbeit der monoklonale, zur Therapie eingesetzte Antikérper Natalizumab
biolinyliert. Fiir die Biotinylierung wurde das EZ-Link® NHS-PEO4-Biotinylation Kit der
Firma Thermo Scientific verwendet. Zundchst wurden nach Angaben des Herstellers 2
mg/ml Natalizumab in Bup™ PBS verdiinnt. AnschlieBend wurde eine 20 mM NHS-
PEOs-Biotin-Losung durch Zugabe von 170 pl Wasser hergestellt. 13,3 pl dieser 20 mM
Biotin-Lésung wurde anschlieBend zur IgG-Lésung gegeben und das Gemisch 60 min. bei
RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde das iiberschiissige Biotin entfernt. Hierzu wurde
ein Zeba™ Desalt Spin Saulchen verwendet, das wie folgt fiir den Gebrauch vorbereitet
wurde: Das Sdulchen wurde in ein 15 ml Falcon gegeben und bei 1.000 x g fiir 2 min.
zentrifugiert. AnschlieBend wurden 2,5 ml PBS zugegeben und das Séulchen erneut bei
1.000 x g fiir 2 min. zentrifugiert. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt.

Nach 60 min. Inkubation der Natalizumab-NHS-PEQO4-Biotinlésung wurde diese auf das
Sdulchen gegeben und gewartet, bis die Probe im der Granulat des Sdulchens eingesickert

war. Anschlieend wurde das Sdulchen fiir 2 min. bei 1.000 x g zentrifugiert.

2.2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Statistisch ausgewertet wurden die Daten mittels der GraphPad Prism4 Software.
Abhéngig von den zu vergleichenden Werten wurde entweder ein ungepaarter ¢-Test oder
eine one-way-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-

Test durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 TEIL 1: DIE ROLLE DER MK?2 BEI DER EAE

3.1.1 MK2-/- MAUSE ZEIGEN EINEN SCHWEREREN EAE-VERLAUF ALS WILDTYP
KONTROLLTIERE

MK?2 spielt bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle. Bisher wurde die
Rolle der MK2 allerdings nicht beim Verlauf der EAE untersucht. Um die Auswirkung
eines MK2 knockout auf den Verlauf der EAE zu charakterisieren und mogliche
Unterschiede festzustellen, wurden WT und MK2-/- Méausen mit MOGs;s.55 immunisiert
und 24 Tage beobachtet (n = 9; 3 Tiere pro Genotyp x 3 Experimente). MK2-/- Tiere
zeigten einen schwereren Verlauf der Erkrankung (weiBle Quadrate). Beide Genotypen
zeigten zwischen Tag 9 und Tag 12 nach der Immunisierung erste Krankheitssymptome.

Im weiteren Verlauf der EAE entwickelten die Tiere Paresen in der akuten Phase der EAE.

5 1 —A—WT
—{—MK2
*% Kk
4 4 AR
S T Kk KX X
3. -l

klinischer Score

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Tag nach der Immunisierung

Abbildung 16: Verlauf der EAE in MK2-/- und WT Miiusen, die mit MOGjs_ss immunisiert wurden
Abbildung 16 zeigt den klinischen Verlauf EAE-kranker MK2-/- Tiere (weile Quadrate) im Vergleich zu
WT (schwarze Dreiecke). Es wurden 3 Tiere pro Gruppe in 3 Experimenten (n = 9) Miuse beobachtet und
der klinische Score tiglich ermittelt: 0: keine Symptome; 1: Schwanzldhmung; 2: Hinterlaufschwiche; 3:
Hinterlauflahmung; 4: Hinterlauflihmung und Vorderlaufschwiche; 5: Moribund. Die Quadrate/Dreiecke
zeigen die Mittelwerte der klinischen Scores, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD). Ab Tag
18 nach der Immunisierung (Tag 0) zeigen die MK2-/- Tiere einen schwereren Verlauf der Erkrankung.
(statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software; studentische t-Verteilung).
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Im Folgenden ab Tag 18 nach der Immunisierung wurde einen schwereren Verlauf
(mittleren Score) der Erkrankung bei MK2-/- Miusen im Vergleich zu WT Tieren
(schwarze Dreiecke) (Tag 18: p =0,0334; Tag 19: p = 0,0205; Tag 20: p = 0,0039; Tag 21:
p =0,0039; Tag 22: p =0,0061; Tag 23: p = 0,0013; Tag 24: p = 0,0123) beobachtet.

Die knockout Tiere zeigten stiarkere Bewegungseinschrinkungen bzw. Behinderungen im
Vergleich zu WT, die nach der akuten Phase (Tag 16) zu remittieren begannen. In der
chronischen Phase der EAE (ab Tag 19) wiesen WT einem ,mittleren Score* um 1
(Schwanzlihmung) auf, wohingegen MK2-/- eine verldngerte akute Phase mit Paresen der

Hinterldufe aufwiesen (Abb. 16).

3.1.2 HISTOLOGISCH UNTERSCHEIDEN SICH WILDTYP UND MK2-/- MAUSE

Um die Entziindungsreaktion am Peak der MOG-induzierten EAE-Erkrankung zwischen
WT und MK2-/- Mausen zu vergleichen, wurden histologische Schnitte an Tag 16 nach der
Immunisierung angefertigt und mit Himatoxylin und Eosin geférbt, um zelluldre Infiltrate
zu detektieren, mit Luxol-Fast-Blue gefarbt, um die Demyelinisierung sichtbar zu machen
und mit CD4- und CDS§-gefarbt, um eine Aussage iiber den Phédnotyp der infiltrierten
Zellen treffen zu konnen (n = 3 pro Gruppe). Zwischen WT und MK2-/- Tiere war
betreffend der Lésionslast bzw. der Demyelinisierung kein Unterschied erkennbar. Beide
Genotypen wiesen Lésionen in denselben Regionen des ZNS auf (Abb. 17). Auch die
Menge der infiltrierten Zellen an demyelinisierten Stellen schien in der Hdmatoxylin und
Eosin Farbungen gleich zu sein. Im Gegensatz zu WT Maéusen war es bei MK2-/- Tieren
schwer, klare zelluldre Infiltrate zu erkennen. Im Vergleich zu WT Tieren schienen MK2-/-
Miuse mehr CD4+ und CD8+ Zellen in den Lasionen aufzuweisen (Abb. 17E-H). Schnitte
vom ZNS von MK2-/- Méusen wiesen im Vergleich zu WT deutlich stidrkere Anfarbungen
auf. Zu beachten ist, dass die Féarbung mit anti-CD4-Antikérper auch aktivierte
Mikrogliazellen detektiert. Diese scheinen vor allem in Abb. 17F sichtbar. Die dort

angefiarbten Zellen weisen zum Teil fiir Mikroglia typische Ausldufer auf.
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Abbildung 17: Mikroskopische Darstellung zelluldrer Infiltrate und der Demyelinisierung bei MOG-
induzierten MK2-/- und WT Miusen an Tag 16 der EAE

An Tag 16 nach Immunisierung mit MOGjs.ss wurden Paraffinschnitte vom ZNS von MK2-/- und WT
Mausen angefertigt und immunhistochemisch mit Himatoxylin und Eosin (H&E) (A und B), mit Luxol-Fast-
Blue (LFB) (C und D), mit anti-CD4 (T-Helferzellen) (E und F) und mit anti-CD8 (zytotoxische T-Zellen)
(G und H) gefarbt. Beide Genotypen wiesen Lisionen in denselben Regionen des ZNS auf. Die zelluldren
Infiltrate und die Demyelinisierung schienen zwischen den beiden Mausstammen nicht verdndert. Allerdings
weisen MK2-/- Méuse mehr CD4 und CD8 positive Zellen auf (E-H) (Ausschnitt lumbaler Teil des
Riickenmarks)
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3.1.3 DIE ZELLZAHL VON LEUKOZYTEN IM ZNS IST BEI MK2-/- MAUSEN ERHOHT
Charakteristisch fiir die Entziindungsreaktion bei EAE ist die Infiltration von Leukozyten
ins ZNS, die dort eine Entziindungsreaktion auslosen. Zur Charakterisierung dieser
Entziindungsreaktion wurden Leukozyten iiber ein Percoll-Kissen aus dem ZNS kranker
Tiere isoliert und durch Zdhlen mit der Neubauer-Zihlkammer quantifiziert. Analysiert
wurden 6 Tiere pro Genotyp pro Zeitpunkt. An Tag 8 nach der Immunisierung waren keine
klinischen Symptome der Erkrankung sichtbar. Im ZNS dieser an Tag 8 getoteten Tiere
fanden sich sowohl bei WT als auch bei MK2-/- Méausen zirka 1 Million Zellen (Abb.
18A).
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Abbildung 18: Zellzahl isolierter Leukozyten aus dem ZNS von MOG-immunisierten WT und MK2-/-
Miusen in unterschiedlichen Phasen der Erkrankung

Abbildung 18 zeigt die Zellzahl von Leukozyten, die in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung aus dem
ZNS von WT und MK2-/- Miusen mittels Percoll-Kissen isoliert wurden. A) Tag 8 nach Immunisierung. B)
Tag 16 nach Immunisierung. C) Tag 24 nach Immunisierung. (n = 6 pro Gruppe; statistische Auswertung:
GraphPad Prims4 Software, studentische t-Verteilung; Fehlerbalken zeigen die SD). An Tag 24 nach der
Immunisierung konnten mehr Leukozyten im ZNS von MK2-/- Tieren nachgewiesen werden (C).

An Tag 16, in der akuten Phase der Erkrankung, fanden sich zirka 2 Millionen Leukozyten
im ZNS von WT und auch von MK2-/- Méusen (Abb. 18B). In der Remission bzw.
chronischen Phase der EAE an Tag 24 konnte ein Unterschied in der Zahl der Zellen im
ZNS detektiert werden (p = 0,0291). Wéhrend bei WT zirka 1 Million Zellen gefunden
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wurden, konnten bei MK2-/- Miusen zirka 1,5 Millionen Zellen gezéhlt werden (Abb.
18C).

MK?2-/- Miuse zeigten einen schwereren Verlauf der MOG-induzierten EAE. Im Vergleich
zu WT-Artgenossen, die nach der akuten Phase der Erkrankung zu remittieren begannen,
wiesen MK2-/- Miuse keine verbesserte Lokomotion an Tag 18 nach der Immunisierung
auf. Zu dieser Tatsache passend, konnten an Tag 24, in der chronischen Phase der EAE-
Erkankung, mehr Leukozyten aus dem ZNS von MK2-defizienten Méusen isoliert werden.
Um zu kléren, ob die erhdhte Zellzahl mit einer Verdnderung der Permeabilitit der Blut-
Hirn-Schranke zusammenhing, wurde im nichsten Schritt die Expression des Proteins 3-

Catenin, einem essentieller Bestandteil von Adhdsionsverbindungen gemessen.

3.1.4 8-CATENIN IM ZNS IST BEI MK2-/- MAUSEN ERHOHT

Gorska et al. konnten 2007 zeigen, dass die essentielle Komponente der Zonula adherens,
Fascia adherens und Punctum adherens (Adhésionsverbindungen) B-Catenin in MK2-/-
Maiusen verstirkt exprimiert wird und dadurch die Permeabilitit der Blut-Lungen-
Schranke vermindert ist (Gorska, Liang et al. 2007). Um zu kldren, ob eine veridnderte [3-
Catenin auch im Gehirn von MK2-/- Mausen zu finden ist, wurden Proteinlysate von WT
und MK2-/- Tiere (n = 1 pro Gruppe), die in der akuten Phase (Tag 16 nach
Immunisierung) der EAE getdtet wurden, iber SDS-PAGE aufgetrennt und die B-Catenin-

Expression durch einen anti-B-Catenin-Antikdrper nachgewiesen.

WT  MK2-/-

e — B-Catenin

L —— B-Aktin

Abbildung 19: Expression von pB-Catenin im Gehirn von MOG;js.55 immunisierten WT und MK2-/-
Miusen

Das Molekiil B-Catenin wurde durch Auftrennung von Proteinproben aus dem Gehirn durch SDS-PAGE und
Immunoblotten mit anti-B-Catenin-Antikorper nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde das housekeeping
gene B-Aktin nachgewiesen. Das MK2-/- Tier (rechte Bande) zeigten eine stirkere Expression an f-Catenin
im Vergleich zu WT (linke Bande); (n = 1 pro Gruppe).
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Im Gehirn der EAE-kranken MK2-/- Maus war tendenziell eine erhohte Expression von -
Catenin im Vergleich zu WT nachzuweisen (Abb. 19). Die Analyse der Bandenintensitét
ergab, dass B-Catenin in Proteinlysaten des ZNS vom MK2-/- Tier um 10 % erhdht war.
Um dieses Ergebnis zu liberpriifen, wurde eine Verdiinnungsreihe der ZNS-Proteinlysate
im WB aufgetragen und die f-Catenin-Expression erneut detektiert. In allen Verdiinnungen
war B-Catenin bei MK2-/- verstirkt exprimiert (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zur
Studie von Gorska und Mitarbeiter waren im ZNS MK2-difizienter Tiere an Tag 24 nach
der Immunisierung mehr Leukozyten zu finden. Im Folgenden sollte nun die Aktivitit

dieser eingewanderten Leukozyten untersucht werden.

3.1.5 IM ZNS IST KEIN STICKSTOFFMONOXID NACHWEISBAR

NO ist eine Substanz, die im ZNS als Neutrotransmitter wirken kann, aber auch von
immunkometenten Zellen produziert wird, um Pathogene abzutdten. NO kann dabei auch
als Neurotoxin Neurone direkt schidigen (Liu and Hong 2003). MK2-/- Méuse wiesen an
Tag 24 nach der Immunisierung mit MOGss.ss mehr Leukozyten im ZNS auf als WT
Kontrolltiere. Um die Frage zu beantworten, ob diese Leukozyten mehr Neurodegeneration
bei MK2-/- Tieren als bei WT Maiusen verursachten, wurde NO als Nitrit im Uberstand
von ZNS-Homogenaten gemessen. Durch die Anwesenheit von Leukozyten werden im
ZNS immunkompetente Gliazellen aktiviert, die toxisches NO produzieren, das bei EAE
Neurodegeneration bewirken. WT und MK2-/- Tiere wurden mit MOG-EAE induziert und
an Tag 24, in der chronischen Phase der Erkrankung getotet (n = 3 pro Genotyp). NO war
bei keinem der Tiere nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Dies konnte aufgrund einer zu
geringen Konzentration bzw. einem nicht ausreichend sensitiven Messverfahren bedingt
sein. Es konnte aber auch darauf hindeuten, dass NO als fliichtiges Radikal sehr schnell

Proteine nitrolysiert und deshalb nicht nachgewiesen werden konnte.

3.1.6 MK2-/- MAUSE WEISEN MEHR LEUKOZYTEN IN DER MILZ AUF

Die Milz spiegelt als peripheres lymphatisches Organ im weitesten Sinne die
Immunantwort im Blut wider. In unterschiedlichen Stadien der EAE wurde die Milz von
WT und MK2-/- Méusen (n = 6 pro Genotyp) entnommen und durchflusszytometrisch
analysiert. Die Leukozytensubpopulationen CD4+ T-Helferzellen, CD8+ zytotoxischen T-
Zellen, CD14+ Monozyten und CD19+ B-Zellen wurden untersucht, die maf3geblich an der
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Auspriagung der EAE beteiligt sind, und peripher aktiviert werden, differenzieren und
proliferieren.

Die durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen aus der Milz gesunder Mause
ergab, dass MK2-/- Tiere per se prozentual mehr CD4+ (Abb. 20 oben links), CD8+ (Abb.
20 oben rechts) und CD14+ (Abb. 20 unten rechts) Zellen in der Milz besitzen.
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Abbildung 20: Vergleich der Leukozytensubpopulationen in der Milz von gesunden WT und MK2-/-
Miiusen

Zellsuspensionen von primér isolierten Leukozyten aus der Milz gesunder MK2-/- (grau) Tieren und WT
(schwarz) wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Verhéltnisse der Leukozytensubpopulationen
(T-Zellen, B-Zellen, Monozyten) zu bestimmen. Mit anti-CD4-, anti-CD8-, anti-CD14- und anti-CD19-
Antikorper wurden n = 6 Proben pro Genotyp untersucht. MK2-/- Méuse zeigten eine erhohte Zahl an CD4+
T-Helferzellen (oben links), CD8+ zytotoxische T-Zellen(oben rechts) und CD14+ Monozyten (unten links)
im Vergleich zu WT (Balken zeigen den Mittelwert der Proben; Fehlerbalken zeigen die SD; statistische
Auswertung: GraphPad Prism4, studentische t-Verteilung).

Wiéhrend WT Tiere zirka 17 % CD4+ Zellen aufwiesen, waren bei MK2-/- zirka 25 % der
Zellen positiv fiir CD4 (p = 0,0244). Zirka 12 % der analysierten Milzzellen aus WT waren
positiv fiir CD8, wohingegen zirka 15 % CD8+ Zellen bei MK2-/- Tieren detektiert werden
konnten (p = 0,0172). Die Analyse zeigte auch, dass 2 % der Zellen von WT Tieren und
zirka 3 % der Zellen von MK2-/- Tieren zur CD14+ Population gehorten (p = 0,0388).

An Tag 8 nach der Immunisierung mit MOG;3s.ss konnte ebenfalls ein prozentualer
Unterschied der CD4+ (Abb. 21 oben links) und CD8+ (Abb. 21 oben rechts) Population
bei WT im Vergleich zu MK2-/- Tieren festgestellt werden.
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Abbildung 21: Vergleich der Leukozytensubpopulationen in der Milz von EAE-induzierten Tieren an
Tag 8 nach der Immunisierung mit MOGg3s_ss

Zellsuspensionen von primér isolierten Leukozyten aus der Milz EAE-induzierter MK2-/- (grau) Tieren und
WT (schwarz) wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Verhiltnisse der Leukozyten-
subpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten) zu bestimmen. Mit anti-CD4-, anti-CDS-, anti-CD14- und
anti-CD19-Antikdrper wurden n = 6 Proben pro Genotyp untersucht. MK2-/- Méuse zeigten eine erhohte
Zahl an CD4+ T-Helferzellen (oben links) und CD8+ zytotoxische T-Zellen (oben rechts) im Vergleich zu
WT (Balken zeigen den Mittelwert der Proben; Fehlerbalken zeigen die SD; statistische Auswertung:
GraphPad Prism4, studentische t-Verteilung).

Die Milz von WT Tieren beinhaltete 12 % CD4+ Zellen im Unterschied zu MK2-/-
Maiusen, bei denen 20 % CD4+ Zellen gefunden wurden (p = 0,0037). Bei MK2-/- Méiusen
konnten ebenfalls mehr CD8+ Zellen detektiert werden. 15 % der Zellen waren positiv fiir
CDS8, wohingegen nur 9 % der WT-Milzzellen den zytotoxischen T-Zellen zugeordnet
werden konnten (p = 0,0051).

Milzzellen, die von Maiusen in der akuten Phase der Erkrankung (Tag 16 nach
Immunisierung) isoliert wurden, zeigten einen Unterschied in der prozentualen Verteilung
der CD4+ Zellen (p = 0,0121). Wahrend bei WT 15 % der Zellen CD4+ waren, konnten
bei MK2-/- Méusen 20 % CD4+ Zellen detektiert werden (Abb. 22 oben links).
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Abbildung 22: Vergleich der Leukozytensubpopulationen in der Milz von EAE-induzierten Tieren an
Tag 16 nach Immunisierung mit MOGg;s.s5

Zellsuspensionen von primir isolierten Leukozyten aus der Milz EAE-induzierter MK2-/- (grau) Tieren und
WT (schwarz) wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Verhiltnisse der Leukozyten-
subpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten) zu bestimmen. Mit anti-CD4-, anti-CD8-, anti-CD14- und
anti-CD19-Antikdrper wurden n = 6 Proben pro Genotyp untersucht. MK2-/- Méuse zeigten eine erhohte
Zahl an CD4+ T-Helferzellen (oben links) im Vergleich zu WT (Balken zeigen den Mittelwert der Proben;
Fehlerbalken zeigen die SD; statistische Auswertung: GraphPad Prism4, studentische t-Verteilung).

Die Analyse von Milzzellen, die in der chronischen Phase der EAE (Tag 24 nach
Immunisierung) isoliert wurden, zeigten Unterschiede in der CD4+ (Abb. 23 oben links)
und CD14 + (Abb. 23 unten links) Population. Wahrend bei WT Tieren 15 % der Zellen
positiv fiir CD4 waren, waren bei MK2-/- Miausen 18 % CD4+ Zellen zu finden (p =
0,0022). CD14+ Zellen waren ebenfalls bei MK2-/- Tieren erhoht. 12 % der Milzzellen aus
MK2-/- Tieren waren positiv fiir CD14, hingegen nur 6 % bei WT (p = 0,0343).
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Abbildung 23: Vergleich der Leukozytensubpopulationen in der Milz von EAE-induzierter Tiere an
Tag 24 nach Immunisierung mit MOGg;s.s5

Zellsuspensionen von primir isolierten Leukozyten aus der Milz EAE-induzierter MK2-/- (grau) Tieren und
WT (schwarz) wurden durchflusszytometrisch untersucht, um die Verhiltnisse der Leukozyten-
subpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten) zu bestimmen. Mit anti-CD4-, anti-CD8-, anti-CD14- und
anti-CD19-Antikdrper wurden n = 6 Proben pro Genotyp untersucht. MK2-/- Méuse zeigten eine erhohte
Zahl an CD4+ T-Helferzellen (oben links) und CD14+ Monozyten (unten links) im Vergleich zu WT (Balken
zeigen den Mittelwert der Proben; Fehlerbalken zeigen die SD; statistische Auswertung: GraphPad Prism4,
studentische t-Verteilung).

Neben dem Vergleich der Leukozytenpopulationen von WT im Vergleich zu MK2-/-
Maiusen wurden die T-Zell-Populationen auch genotypspezifisch quantifiziert. Die Analyse
ergab, dass bei WT eine Erniedrigung der CD8+ Population (zytotoxische T-Zellen) in der
Milz an Tag 24 zu finden war (Abb. 24A), bei MK2-/- Tieren hingegen eine Erniedrigung
der CD4+ T-Helferzellen (Abb. 24B) im Vergleich zur gesunden Kontrolle.
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Abbildung 24: T-Zell-Verteilung in der Milz bei WT und MK2-/- Méusen im Verlauf der MOG-
induzierten EAE

Zellsuspensionen von primér isolierten Leukozyten aus der Milz EAE-induzierter Tieren wurden
durchflusszytometrisch untersucht, um die Verhéltnisse der T-Zell-Populationen genotypspezifisch zu
analysieren (n = 6 Proben pro Genotyp). WT Maéuse wiesen eine verminderte Zahl an CD8+ Zellen
(zytotoxische T-Zellen) an Tag 24 nach Immunisierung auf (A), MK2-/- Miuse zeigten eine erniedrigte Zahl
an CD4+ T-Helferzellen an Tag 24 im Vergleich zur gesunden Kontrolle (B); (Balken zeigen den Mittelwert
der Proben; Fehlerbalken zeigen die SEM; statistische Auswertung: GraphPad Prism4, one-way-ANOVA und
Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).

3.1.7 MK2-/- MAUSE PRODUZIEREN WENIGER TNFa

MK?2 ist essentiell fiir die LPS-induzierte TNFa-Biosynthese (Kotlyarov, Neininger et al.
1999). Kotlyarov et al. konnten zeigen, dass MK2 defiziente Méuse zirka 90 % weniger
TNFa produzieren und deshalb mehr stressresistent sind. MK2 scheint daher ein wichtiges
Schliisselmolekiil bei der Regulation von Entziindungsreaktionen zu sein. TNFa kann
seinerseits neurotoxische Wirkung haben (Harry, Lefebvre d'Hellencourt et al. 2008). Fiir
die Charakterisierung der Entziindungsreaktion in unterschiedlichen Stadien der MOG-
induzierten EAE wurde die TNFa-Konzentration im Serum von WT und MK2-/- Méusen
bestimmt (n = 9 pro Gruppe). Tabelle 3 zeigt eine Zusammenfassung der TNFa-Messung
(positiv getesteten Tiere).

Tabelle 3: Ubersicht der Resultate aus der TNFa-Messung im Serum EAE-kranker WT und MK2-/-
Miiuse

HC ds d16 d24
WT 2(9) 1(9) 5(9) 2(9)
MK2 0 (9) 1(9) 2(9) 1(9)

"2(9): bei zwei von neun Tieren konnte TNFa. im Serum nachgewiesen werden
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In der gesunden Kontrolle konnte bei zwei WT Tieren TNFa nachgewiesen werden, bei
MK2-/- hingegen waren alle Tiere negativ. An Tag 8 nach der Immunisierung konnte pro
Genotyp bei je einem Tier TNFo im Serum detektiert werden. In der akuten Phase der
Erkrankung an Tag 16 nach EAE-Induktion wurden bei WT fiinf, bei MK2-/- Méusen zwei
Tiere positiv getestet. In der chronischen Phase der EAE an Tag 24 waren zwei von neun
WT Tiere und eines von neun MK2-/- Tieren positiv fiir TNFa im Serum.

Tabelle 4 zeigt die Konzentration im Serum, die in den einzelnen positiven Tieren

gemessen wurden.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die TNFo-Konzentrationen (pg/ml) im Serum von EAE-kranken WT und
MK2-/- Miéusen

HC ds die6 d24
WT 0,029 280,84 1 0,12 1 0,039
66,46 2 0,09 2 0,11
3 0,01
4 0,07
5 30,78
MK2 0,011 1 0,039 0,17
2 0,008

3.1.8 DIE IGF-1-KONZENTRATION IM BLUT IST WAHREND DER EAE UNBEEINFLUSST

Inulin-like growth factor (IGF) - 1 ist ein Wachstumsfaktor, der im ZNS lokal von
Mikrogliazellen ausgeschiittet wird und die Remyelinisierung fordert (Beilharz, Russo et
al. 1998). Seit einiger Zeit gibt es Hinweise, dass IGF-1 und TNFa miteinander
interagieren und dieser crosstalk ein wichtiger Mechanismus bei der Neurodegeneration zu
sein scheint (Loddick and Rothwell 1999). IGF-1 wurde im Serum und im Uberstand von
ZNS-Homogenat bei WT Tieren und MK2-/- Méusen (n = 9 pro Genotyp) gemessen. Im
Serum konnten in der gesunden Kontrolle (Abb. 25A) 500 pg/ml IGF-1 in beiden
Genotypen gemessen werden. Nach Induktion der EAE sank an Tag 8 der IGF-1-Spiegel in
MK2-/- Méusen tendenziell leicht ab (Abb. 25B). Sowohl an Tag 16 (Abb. 25C) als auch
an Tag 24 (Abb. 25D) waren die Spiegel unverdndert im Vergleich zur gesunden
Kontrolle. Zwischen den beiden Genotypen war kein Unterschied zu messen (Abb. 25).
Ebenso ergab die Bestimmung des IGF-1 im Uberstand von ZNS-Homogenat keinen

Unterschied (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 25: IGF-1-Konzentration im Serum von MK2-/- und WT Miusen in unterschiedlichen
Stadien der MOGg3s.ss-induzierten EAE

Die IGF-1-Konzentration im Serum EAE-kranker Tiere wurde in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung
mittels ELISA untersucht. A) gesunde Kontrolle, B) Tag 8 nach Immunisierung, C) Tag 16 nach
Immunisierung, D) Tag 24 nach Immunisierung. Zu keinem Zeitpunkt der Erkrankung und in der gesunden
Kontrolle konnte ein Unterschied der IGF-1-Konzentration bei WT (schwarz) im Vergleich zu MK2-/- (grau)
Tiere festgestellt werden; (n = 9 pro Gruppe; statistische Auswertung: GraphPad Prims4 Software,
studentische t-Verteilung; Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (SEM)).

3.1.9 DIE MRNA-EXPRESSION PROINFLAMMATORISCHER ZYTOKINE IST VERANDERT

Zur Untersuchung der Aktivitdt der Leukozyten, die aus dem ZNS bzw. der Milz isoliert
wurden, wurde die mRNA-Expression verschiedener entziindungsrelevanter Zytokine in
der Real Time-PCR gemessen. Zunichst wurde die Expression von IL-2 gemessen. 1L-2
wird auch als T-Zell-Wachstumsfaktor bezeichnet und fordert die Proliferation,
Differenzierung und regt die Interferon- und TNF-Produktion an (Smith 1988).

In primaér isolierten Leukozyten aus der Milz von Mausen, die an drei unterschiedlichen
Zeitpunkten der EAE-Erkrankung im Vergleich zur gesunden Kontrolle gemessen wurde,
konnte eine verminderte Expression von IL-2 an Tag 8 nach EAE-Induktion sowohl bei
WT (schwarz) als auch bei MK2-/- (grau) Méusen gezeigt werden (p < 0,001) (Abb. 26A).
Das mRNA-Niveau bei MK2-/- Tieren stieg an Tag 16, der akuten Phase der EAE, im
Vergleich zur Expression an Tag 8 wieder an (p < 0,05).
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Abbildung 26: mRNA-Expression von IL-2 in Leukozyten aus der Milz und dem ZNS EAE-kranker
MK?2-/- und WT Tiere

Die mRNA-Expression von IL-2 wurde in Leukozyten, die aus der Milz (A) bzw. dem ZNS (B) von WT und
MK2-/- Tieren in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. In Proben aus
der Milz von WT Maiusen (schwarz) konnte eine erniedrigte Expression von IL-2 an Tag 8 nach
Immunisierung mit MOGj;s._s5 festgestellt werden, ebenso wie bei MK2-/- Tieren (grau). Im Gegensatz zu WT
wurde bei MK2-/- Méusen eine Erhohung des IL-2-Levels an Tag 16 im Vergleich zu Tag 8 gefunden. In
Leukozyten aus dem ZNS konnte bei WT (schwarz) eine Erniedrigung des mRNA-Niveaus von IL-2 an Tag
16 im Vergleich zu Tag 8 festgestellt werden, wohingegen bei MK2-/- Tieren (grau) kein Unterschied der
Expression gefunden wurde (jeder Punkt ein Tier; statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-
way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).

Leukozyten, die aus dem ZNS kranker Tiere isoliert wurden zeigten nur bei WT Tieren
eine Reduktion des mRNA-Levels an Tag 16 im Vergleich zu Tag 8 (p < 0.05) nach
Immunisierung der Tiere (Abb. 26B).

Neben IL-2 wurde die mRNA-Expression von IL-6 gemessen. IL-6 spielt eine
Schliisselrolle bei der Ubertragung von Mechanismen der angeborenen zur adaptiven
Immunantwort und wirkt anti-apoptotisch auf Immunzellen wéhrend einer
Entziindungsreaktion (Jones 2005).

In aus der Milz isolierten Leukozyten von WT (schwarz) und MK2-/- Miusen (grau)
konnte eine Reduktion der mRNA-Expression von IL-6 an Tag 8 nach der Immunisierung
im Vergleich zur gesunden Kontrolle sowohl in WT als auch in MK2-/- Mausen detektiert
werden (p < 0,05) (Abb. 27A).
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Abbildung 27: mRNA-Expression von IL-6 in Leukozyten aus der Milz und dem ZNS EAE-kranker
MK2-/- und WT Tiere

Die mRNA-Expression von IL-6 wurde in Leukozyten, die aus der Milz (A) bzw. dem ZNS (B) von WT und
MK?2-/- Tieren in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. In Proben aus
der Milz von WT Mausen (schwarz) konnte ecine erniedrigte Expression von IL-6 an Tag 8 nach
Immunisierung festgestellt werden, ebenso wie bei MK2-/- Tieren (grau). In Leukozyten aus dem ZNS wurde
keine Verdnderung des mRNA-Niveaus von IL-6 gefunden (jeder Punkt ein Tier; statistische Auswertung:
GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).

In Leukozyten, die aus dem ZNS kranker Tiere isoliert wurden, konnte keine Verdnderung

der IL-6-mRNA-Expression festgestellt werden (Abb. 27B).

Als weiterer essentieller Entziindungsmediator wurde die mRNA-Expression TNFa
gemessen. Kotlyarov et al. konnten zeigen, dass die MK2-abhidngige TNFa-Biosynthese
post-transkriptionell reguliert wird, die mRNA Expression also unbeeinflusst bleibt
(Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Hier wurde die mRNA-Expression, ebenfalls wie die
von IL-2 und IL-6, in Leukozyten gemessen, die an unterschiedlichen Zeitpunkten aus der
Milz und dem ZNS von EAE-kranken Tieren isoliert wurden.

Bei Leukozyten, die aus der Milz von WT Tieren (schwarz) stammten, konnte keine
Veranderung des TNFa-mRNA-Levels festgestellt werden. In Leukozyten MK2-
defizienter Méuse (grau) hingegen stieg die mRNA-Expression an Tag 8 nach der
Immunisierung im Vergleich zur gesunden Kontrolle an (p < 0,05). An Tag 16 und Tag 24
nach EAE-Induktion war die Expression auf den Ausgangswert gesunken (p < 0,05).
Zwischen WT und MK2-/- konnte kein signifikanter Unterschied in der TNFa-mRNA-
Expression gefunden werden (Abb. 28A).
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Abbildung 28: mRNA-Expression von TNFa in Leukozyten aus der Milz und dem ZNS EAE-kranker
WT und MK2-/- Tiere

Die mRNA-Expression von TNFa wurde in Leukozyten, die aus der Milz (A) bzw. dem ZNS (B) von WT
und MK2-/- Tieren in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. In Proben
aus der Milz von WT Mausen (schwarz) konnte keine verdnderte Expression detektiert werden, im Gegensatz
zu Proben aus MK2-/- Tieren (grau), bei denen die Expression von TNFa an Tag 8 erhoht war. In
Leukozyten aus dem ZNS wurde keine Verdnderung des mRNA-Niveaus von TNFao gefunden (jeder Punkt
ein Tier; statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple
comparison Post-Hoc-Test).

In der Expression der TNFoa-mRNA von Leukozyten, die aus dem ZNS kranker Tiere
isoliert wurde, konnte kein Unterschied gefunden werden (Abb. 28B).

3.1.10 PROTEINE DER TNFR1 SIGNALKASKADE

TNFa vermittelt innerhalb der Zelle ein breites Spektrum an Effekten. Uber die Bindung
von trimerisertem TNFa an seinen Rezeptor TNF Rezeptor (TNFR) 1 werden Signale wie
Apoptose, Nekrose oder auch Aktivierung, Differenzierung und Proliferation ausgelost.
Diese Effekte werden durch Komplexbildung des TNFR1 mit Adaptermolekiilen bewirkt
bzw. ein extrazelluldres antiapoptotisches Signal und ein intrazelluldres proapoptotisches
Signal vermittelt (Schutze, Tchikov et al. 2008). Bei der Komplexbildung bzw. der intra-
oder extrazelluldren Signaliibertragung des TNFR1 spielen RIP 1, cFLIP und Caspase 8
eine zentrale Rolle. Wie bereits erwéhnt demonstrierten Kotlyarov und Mitarbeiter, dass
die TNFa-Biosynthese post-transkriptionell durch MK2 reguliert wird, die mRNA
Expression aber unbeeinflusst bleibt (Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Untersuchungen

zur TNFoa-Konzentration ergaben, dass tendenziell weniger TNFa bei EAE-induzierten
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MK2-defizienten Tieren nachgewiesen werden konnte. Nun sollte gekldrt werden, ob
durch die reduzierte TNFo-Konzentration die Adapter der TNFR1 Signalkaskade
beeinflusst waren. Hierzu wurden Proteinlysate von Leukozyten aus der Milz von WT und
MK2-/- Miusen in verschiedenen Krankheitsstadien elektrophoretisch aufgetrennt und
Mitglieder des TNFR1 Signalwegs sichtbar gemacht und quantifiziert. Die Expression von
RIP 1 war beim Vergleich von WT und MK2-/- Proteinlysaten unbeeinflusst, wohingegen
die Expression von cFLIP an Tag 24 nach Immunisierung einmal leicht (Abb. 29A; 10 %)
und einmal stark (Abb. 29B; 300 %) verdndert war. Die Expression von Caspase 8 schien
bei beiden Genotypen unveridndert zu sein und sich auch im Vergleich von WT

Kontrolltieren und MK2-defizienten Maédusen nicht zu unterscheiden (Daten nicht

dargestell).
A WT MK2-/- B WT MK2-/-
HC dé dié d24 HC déd dié¢ dz24 HC d8 dié d24 HC dg dié d24
——— — - ——  — — RIP
- e i — PR — IR—" .
— R—— B-Aktin

Abbildung 29: Expression fiir die Signaltransduktion des TNFR1 relevanter Proteine in MK2-
defizienten Leukozyten und WT Kontrollen wihrend der MOG;s.ss-induzierten EAE

Proteinlysate von Leukozyten, die aus der Milz von MK2-/- und WT Méusen isoliert wurden (A) Experiment
1: gepoolte Lysate von n = 3 pro Gruppe; B) Experiment 2: gepoolte Lysate von n = 3 pro Gruppe), wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und mit anti-RIP, anti-cFLIP und anti-B-Aktin Antikdrper immunogeblottet.
Die Analyse der Bandenintensitdt ergab, dass die Expression von RIP 1 sowohl in unterschiedlichen Stadien
der EAE, als auch zwischen den Genotypen unverdndert war. cFLIP hingegen war bei MK2-/- Tieren an Tag
24 nach der Immunisierung im Vergleich zu WT erhoht - A) rechte Bande; B) rechte Bande (Quantitative
Auswertung: BiolD Software; peqlab).
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3.1.11 DIE MRNA-EXPRESSION VON ADAPTERN DER TNFR1 SIGNALKASKADE IST
VERANDERT

Neben der Proteinexpression der Adaptermolekiile der TNFR1 Signalkaskade wurde auch
deren mRNA-Expression in Leukozyten aus der Milz und in Leukozyten gemessen, die aus
dem ZNS EAE-kranker WT (schwarz) und MK2-/- (grau) Tiere isoliert wurden.

Bei MK2-/- Tieren war eine Erhéhung der mRNA Expression des TNFR1 an Tag 8 nach
der Immunisierung im Vergleich zur gesunden Kontrolle zu sehen (p < 0,05) (Abb. 30A),
ebenso wie eine Erhohung der RIP Kinase 1-mRNA an Tag 8 nach EAE-Induktion im
Vergleich zur gesunden Kontrolle (p < 0,01), Tag 16 (p <0,01) und Tag 24 (p < 0,05) nach
Immunisierung mit MOGss.ss (Abb. 30B). Der Level der cFLIP-mRNA blieb bei allen
Tieren unveridndert (Abb. 30D). Der von Caspase 8 war bei MK2-/- Tieren an Tag 16 im
Vergleich zu Tag 8 nach Immunisierung vermindert (p < 0,05) (Abb. 30C). WT Tiere
zeigten bei all diesen Parametern keine Verdnderungen. Der Vergleich der mRNA-
Expression von NFkB von WT und MK2-/- Tieren zeigte einen signifikanten Unterschied
an Tag 8 nach EAE-Induktion. Der NFkB-mRNA-Level in Zellen von MK2-defizienten
Tieren war im Vergleich zu denen von WT erhdht (p < 0,05) (Abb. 30E).

Im Gegensatz zu aus der Milz isolierten Leukozyten stellt die Population derer, die aus
dem ZNS isoliert wurden spezialisierte, auf Selbst-Antigen geprimte Effektorzellen dar. In
diese spezialisierten Leukozyten konnten keine Verdanderungen der mRNA-Expression des
TNFR1, der RIP Kinase, von Caspase 8 oder cFLIP und NFkB gemessen werden (Abb.
31A-E).
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Abbildung 30: mRNA-Expression von Molekiilen der TNFR1 Signalkaskade in Leukozyten aus der
Milz von MK2-defizienten Tieren und WT Kontrollen im Verlauf der MOG3s_ss-induzierten EAE

Die mRNA-Expression von TNFR1 (A), RIP (B), Caspase 8 (C), cFLIP (D) und NFkB (E) wurde in
Leukozyten, die aus der Milz von WT und MK2-/- Tieren isoliert waren, in unterschiedlichen Stadien der
Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. In WT-Proben (schwarz) konnte keine verdnderte Expression
der mRNA-Level detektiert werden, im Gegensatz zu Proben aus MK2-/- Tieren (grau), bei denen die
Expression von TNFR1 an Tag 8 im Vergleich zur gesunden Kontrolle erhht war (A), ebenso wie die
Expression von RIP (B). Die Expression von Caspase 8 nahm bei MK2-/- Tieren an Tag 16 im Vergleich zu
Tag 8 nach Immunisierung ab (C). Im Vergleich der NFkB-mRNA-Expression an Tag 8 von WT und MK2-
/- Méusen wurde eine erhohte Expression bei MK2-/- Tieren gefunden (E); (jeder Punkt ein Tier; statistische
Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-
Test).
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Abbildung 31: mRNA-Expression von Molekiilen der TNFR1 Signalkaskade in Leukozyten aus dem
ZNS von MK2-defizienten Tieren und WT Kontrollen im Verlauf der MOG3;s.ss-induzierten EAE

Die mRNA-Expression von TNFRI1 (A), RIP (B), Caspase 8 (C), cFLIP (D) und NF«kB (E) wurde in
Leukozyten, die aus dem ZNS von WT (schwarz) und MK2-/- (grau) Tieren isoliert waren, in
unterschiedlichen Stadien der Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. Es konnte keine Verdnderung der
Expression der mRNA-Level detektiert werden; (jeder Punkt ein Tier; statistische Auswertung: GraphPad
Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).

In Tabelle 5 sind die signifikanten Unterschiede innerhalb der Mausstimme bzw.

Unterschiede zwischen WT und MK2-defizienten Méusen zusammengefasst.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der mRNA-Expression unterschiedlicher Parameter der TNFRI1-
Signalkaskade in Leukozyten aus der Milz und dem ZNS im Verlauf der EAE

Leukozyten aus der Milz Leukozyten aus dem ZNS

TNFR1 wr MK2-/-" WTvs. MK2-/-"" -

- + -
RIP wT MK2-/- WT vs. MK2-/- -

- + -
Caspase 8 wrT MK2-/- WT vs. MK2-/- -

- + -
cFLIP wT MK2-/- WT vs. MK2-/- -
NFkB wr MK2-/- WT vs. MK2-/- -

- - +

"WT: Unterschiede wihrend des EAE-Verlaufs bei WT Tieren
“"MK2-/-: Unterschiede wihrend des EAE-Verlaufs bei WT Tieren

sk

WT vs. MK2-/-: Unterschiede wihrend des EAE-Verlaufs zwischen WT und MK2-/- Miusen
(+ signifikanter Unterschied; - kein Unterschied)

3.1.12 LEUKOZYTEN VON MK2-/- TIEREN BINDEN SCHWACH AN ENDOTHELZELLEN
Sowohl das Adhidsionsmolekiill ICAM-1 als auch VCAM-1 werden MK2-abhéngig
exprimiert. In einem Adhédsionsexperiment sollte gekldrt werden, ob die Verminderte
Expression dieser Adhdsionsmolekiile eine Verdnderung im Adhésionsverhalten von MK2-
defizienten Zellen bewirkte. Hierzu wurde eine humane Endothelzelllinie (hCMEC/D3)
mit murinen primér isolierten Leukozyten kokultiviert. Zuvor wurden die Zellen in
Reinkultur stimuliert. Nach 30 min. Inkubation wurden die adhirenten Leukozyten wieder
abgespiilt und durchflusszytometrisch quantifiziert.

Die Analyse ergab, dass zirka 2 % der unstimulierten adhédrenten Zellen CD3 positiv
waren. Nach Stimulation dieser Zellen konnte kein Unterschied im Adhisionsverhalten
festgestellt werden. Bei Vorstimulation der humanen Leukozyten é&nderte sich die
Adhision der Leukozyten ebenfalls nicht. Bei Stimulation von sowohl Endothelzellen als
auch Leukozyten konnte eine gesteigerte Adhdsion von WT-CD3+ Zellen (schwarz)
gezeigt werden, im Gegensatz zu Leukozyten aus MK2-/- Tieren (grau), deren Adhésion

unbeeinflusst blieb (p < 0,01) (Abb. 32A).
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Abbildung 32: Adhisionsverhalten von aktivierten murinen MK2-defizienten und WT Leukozyten an
humanen Endothelzellen in vitro

Primér isolierte Leukozyten aus der Milz gesunder WT und MK2-/- Méause wurden vereinzelt, in vitro
stimuliert und auf unterschiedlich behandelte humane Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke gegeben. Nach
30 min. Inkubation wurden die adhdrenten Zellen durchflusszytometrisch gemessen und quantifiziert.
Aktivierte, MK2-defiziente CD3+ T-Zellen banden weniger an stimulierte hCMEC/D3 Zellen als Zellen aus
WT (A). Ebenso konnte dies bei der Population CD14+ Monozyten beobachtet werden (B). MK2-defiziente
CD14+ Zellen banden unstimuliert weniger an aktiviertes Endothel als WT.

Bei der Untersuchung der CD14+ Population (Abb. 32B) konnte Ahnliches beobachtet
werden. Wahrend sich die Adhédsion der Zellen aus WT (schwarz) deutlich nach
Stimulation anstieg, war die Zahl adhdrenter Zellen aus MK2-/- Tieren im Vergleich
deutlich geringer (unstimulierte Leukozyten/stimulierte Endothelzellen: p < 0.05;
Stimulation beider Reinkulturen: p < 0,001). Dies zeigt, dass die Adhdsion von Leukoyzten
durch MK2 deutlich beeinflusst ist. MK2-defiziente Zellen werden im Vergleich zu WT

Leukozyten an ruhenden oder aktivierten Endothelzellen weniger adhérent.

3.1.13 MRNA-EXPRESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN AUF LEUKOZYTEN

Adhésionsmolekiile spielen eine entscheidende Rolle bei der Adhdsion und Migration von
Zellen. Die Adhisionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 werden post-transkriptionell von
MK2 reguliert. Um zu kldren, ob Expressionsunterschiede auf mRNA-Ebene zwischen WT
und MK2-/- Médusen bestehen, wurde die mRNA-Expression von ICAM-1, VCAM-1 und
VLA-4 auf Leukozyten, die in unterschiedlichen Stadien der EAE-Erkrankung aus der
Milz isoliert wurden, gemessen. Die Expression von VLA-4 mRNA war zu keinem

Zeitpunkt und nicht im Vergleich WT zu MK2-/- Tieren verdndert (Abb. 33A).
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Abbildung 33: mRNA-Expression von Adhiisionsmolekiilen in Leukozyten aus der Milz EAE-kranker
WT Tiere und MK2-/- Miuse

Die mRNA-Expression von VLA-4 (A), VCAM-1 (B) und ICAM-1 (C) wurde in Leukozyten, die aus der
Milz von WT (schwarz) und MK2-/- (grau) Tieren isoliert wurden, in unterschiedlichen Stadien der
Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. Es konnte eine Verdnderung der mRNA-Level von VCAM-1
und ICAM-1 in MK2-/- Méausen detektiert werden. Wéhrend VCAM-1 an Tag 8 nach EAE-Induktion im
Vergleich zur gesunden Kontrolle erniedrigt war (B), konnte eine erhdhte Expression von ICAM-1 an Tag 8
im Vergleich zur gesunden Kontrolle und Tag 16 und Tag 24 (C) festgestellt werden; (jeder Punkt ein Tier;
statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple
comparison Post-Hoc-Test).

Die mRNA-Expression von VCAM-1 war bei MK2-defizienten Tieren an Tag 16 nach
Immunisierung mit MOG3s.ss im Vergleich zu Tag 8 vermindert (p < 0,05) (Abb. 33B).
Die Expression von ICAM-1 war an Tag 8 nach der Immunisierung bei MK2-/- Tieren im
Vergleich zur gesunden Kontrolle erhoht (p < 0,05). An Tag 16 (p < 0,01) bzw. Tag 24 (p
< 0,05) nach der Immunisierung war der mRNA-Level von ICAM-1 auf das
Ausgangsniveau gesunken (Abb. 33C).

Neben der Messung der mRNA-Expression von Adhésionsmolekiilen in Zellen aus der

Milz, wurden Leukozyten, die aus dem ZNS kranker Tiere isoliert wurden, gemessen.
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Die Analyse ergab, dass die mRNA-Expression von VLA-4 in MK2-defizienten Mausen
an Tag 24 nach der Immunisierung mit MOGs3s.s5s im Vergleich zu Tag 8 erhoht war (p <
0,05) (Abb. 34A). Bei der Expression der mRNA von VCAM-1 (Abb. 34B) und ICAM-1
(Abb. 34C) konnte kein Unterschied gemessen werden. Zwischen WT und MK2-/- Tieren
bestand weder bei der Expression der Adhisionsmolekiil-mRNA in der Milz, noch im ZNS

ein Unterschied.
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Abbildung 34: mRNA-Expression von Adhisionsmolekiilen in Leukozyten aus dem ZNS EAE-kranker
MK?2-/- und WT Tiere

Die mRNA-Expression von VLA-4 (A), VCAM-1 (B) und ICAM-1 (C) wurde in Leukozyten, die aus dem
ZNS von WT (schwarz) und MK2-/- (grau) Tieren isoliert waren, in unterschiedlichen Stadien der
Erkrankung durch Real Time-PCR bestimmt. Es konnte eine Verdnderung des mRNA-Levels von VLA-4 in
MK?2-/- Méausen detektiert werden. Im Vergleich von Tag 8 zu Tag 24 nach Immunisierung mit MOGjs.ss
konnte eine Erhohung der mRNA-Expression von VLA-4 festgestellt werden (A); (jeder Punkt ein Tier;
statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple
comparison Post-Hoc-Test).
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3.2 ERGEBNISSE TEIL 2: DIE ROLLE DER MK2 BEI DER REGULATION VON
VLA-4

3.2.1 DIE VLA-4 MRNA-EXPRESSION IST IN ABHANGIGKEIT VON SB203580 REDUZIERT
Bei der Biosynthese von Protein nimmt MK2 durch post-transkriptionelle mRNA-
Stabilisierung tliber Adenin-Uracil-reiche Elemente in der 3’-untranslatierten Region,
Einfluss auf die entsprechende Proteinproduktion. Neben der Regulation von TNFa und
anderen Zytokinen konnte eine regulatorische Funktion von MK2 auch fiir die
Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 gezeigt werden (Gorska, Liang et al. 2007; Su,
Ao et al. 2008). Alle diese Proteine weisen Adenin-Uracil-reiche Regionen in ihrer 3’-
untranslatierten Region auf. Bei der mRNA-Sequenzanalyse fiel auf, dass auch VLA-4
Adenin-Uracil-reiche Elemente besitzt. Um zu kldren, ob MK2 eine regulatorische
Funktion bei der Expression von VLA-4 hat, wurde zunichst die VLA-4 mRNA in
Abhidngigkeit von aktivierenden  Stimuli, SB203580-Indhibitor und DMSO
(Losungsmittelkontrolle) in humanen monozytiren Zellen (U937) gemessen. Die Analyse
der Daten aus der Real Time-PCR ergaben, dass die mRNA Expression durch die Gabe
von DMSO nach 6 h unbeeinflusst bleibt (Abb. 35A). Ebenso énderte die Stimulation von
U937 Zellen deren VLA-4 mRNA Expression nicht (Abb. 35B). Administration des p38-
Inhibitors SB203580 hingegen, fiihrte zu einem reduzierten mRNA-Level in U937 nach 6
h (p < 0,001) (Abb. 35C). Des Weiteren ergab die Studie, dass Stimulation der Zellen
diesen Effekt nicht verdnderte. Stimulierte Zellen, die mit SB203580 vorbehandelt waren,
wiesen ebenfalls eine reduzierte mRNA-Expression nach 6 h auf (p <0,01) (Abb. 35D).
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Abbildung 35: VLA-4-mRNA-Expression in U937 Zellen unter Einfluss von SB203580

Die mRNA-Expression von VLA-4 wurde in Abhéngigkeit unterschiedlicher Behandlung von U937 Zellen
gemessen. In Zellen, die 6 h mit DMSO inkubiert wurden, konnte keine Veranderung der mRNA-Expression
von VLA-4 festgestellt werden (A), ebenso wie in Zellen, die mit proinflammatorischen Stimuli behandelt
wurden (B). Zellen, die fiir 6 h mit dem p38-Inhibitor SB203580 (C) und Zellen, die mit SB203580
vorbehandelt und anschlieBend stimuliert wurden (D), wiesen eine Reduktion der VLA-4 mRNA auf
(statistische Auswertung: GraphPad Prims4 Software, studentische t-Verteilung).

3.2.2 ACTINOMYCIN D BEEINFLUSST DIE VLA-4 MRNA NICHT

Um zu zeigen, dass die mRNA von VLA-4 tatsdchlich durch den Inhibitor SB203580
beeinflusst wurde, wurde anschlieBend ein mRNA-Stabilitds-Assay durchgefiihrt. Hierzu
wurde der Transkriptionshemmer Actinomycin D auf die Zellen gegeben und bis zu 6 h
inkubiert. Nach 1 h, 3 h und 6 h wurden die Zellen lysiert und die RNA isoliert. Die
anschlieBende Messung der mRNA von VLA-4 zeigte keine Beeinflussung der VLA-4-
mRNA-Expression durch Actinomycin D (Abb. 36). Das bedeutet, dass die Reduktion der
mRNA-Expression in Abhéngigkeit des Inhibitors SB203580, spezifisch durch diesen

hervorgerufen wird.
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Abbildung 36: mRNA-Expression von VLA-4 in Abhéngigkeit von Actinomycin D

Die Behandlung von U937 Zellen mit dem Transkriptionshemmer Actinomycin D fiir 1 h, 3 h und 6 h fiihrte
zu keiner Verdnderung der VLA-4-mRNA-Expression. (Statistische Auswertung: GraphPad Prism4
Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).
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3.2.3 DIE PROTEINEXPRESSION VON VLA-4 IST IN ABHANGIGKEIT DES P38-INHIBITORS
SB203580 VERMINDERT

Die VLA-4-mRNA-Expression war in Anwesenheit des p38-Inhibitors SB203580
reduziert. Um zu kldren, ob auch die Proteinexpression beeinflusst ist, wurden U937 Zellen
24 h mit SB203580 inkubiert bzw. mit SB203580 vorbehandelt und anschlieend
stimuliert. In Anwesenheit des Inhibitors SB203580 war die Proteinexpression von VLA-4
reduziert. Die Stimulation der Zellen fithrte zu keiner gesteigerten VLA-4-Expression
(Abb. 37). Das Experiment wurde dreimal wiederholt. Abb. 37 zeigt einen reprasentativen

Western Blot.
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Abbildung 37: VLA-4-Expression in Abhéngigkeit von SB203580

Proteinlysate von U937 Zellen, die unbehandelt (linke Bande), mit SB203580 behandelt (2. Bande von
links), fiir 24 h stimuliert (3. Bande von links) oder mit SB203580 vorbehandelt und anschlieBend stimuliert
(rechte Bande) wurden, wurden elektrophoretisch aufgetrennt und o4-Integrin und [B-Aktin
(Ladungskontrolle) entwickelt. In Anwesenheit des Inhibitors war die VLA-4-Expression reduziert.

3.2.4 DAS OBERFLACHENPROTEIN-VLA-4 BLEIBT VON SB203580 UNBEINFLUSST

Die Ergebnisse der Proteinexpression von VLA-4 zeigten, dass VLA-4 in Anwesenheit des
p38-Inhibitors SB203580 reduziert war. Um zu kldren, ob dieser Unterschied auf der
Oberflache lebender Zellen zu detektieren ist, wurden U937 durchflusszytometrisch
untersucht. Hierzu wurden Zellen fiir 24 h mit SB203580 oder der Losungsmittelkontrolle
DMSO inkubiert und VLA-4 mit einem biotinyliertem anti-CD49d-Antikorper, der iiber
Strepavidin-PerCP Cy 5.5 gekoppelt wurde gefarbt. Die durchflusszytometrische
Untersuchung ergab, dass VLA-4 auf Zellen, die mit SB203580 behandelt wurden im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle weniger VLA-4 exprimierten (p < 0,05). Allerdings
war kein Unterschied zur Losungsmittelkontrolle sichtbar (Abb. 38). In Zellen, die fiir 48 h

mit SB203580 bzw. der Losungsmittelkontrolle inkubiert wurden, konnte eine verringerte
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VLA-4-Expression sowohl auf Zellen, die mit DMSO behandelt wurden (p < 0,05) und
Zellen, die mit dem Inhibitor behandelt wurden (p < 0,01) nachgewiesen werden (Daten

nicht dargestellt).

SFI

untreated SB203580 DMSO

Abbildung 38: Oberflichenexpression von VLA-4 auf U937 Zellen in Abhiingigkeit von SB203580
Humane monozytire U937 Zellen wurden unbehandelt, mit SB203580 oder DMSO behandelt und
durchflusszytometrisch auf die Oberflichenexpression von VLA-4 hin untersucht (n = 15; 3 Experimente n =
5). Das Adhédsionsmolekiil VLA-4 auf der Oberfliche SB203580 behandelter Zellen war im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle reduziert, jedoch nicht im Vergleich zu mit Losungsmittel behandelten Kontrolle
(Statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple
comparison Post-Hoc-Test).

3.2.5 DIE ADHASION NATALIZUMAB BEHANDELTER ZELLEN IST STARK REDUZIERT

Natalizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der als Therapeutikum zur
Behandlung von Patienten mit MS eingesetzt wird. Natalizumab bindet an VLA-4, so dass
die Bindung des Adhisionsmolekiils an seinen Wechselwirkungspartner unterbunden wird.
Dadurch soll verhindert werden, dass Leukozyten ins ZNS der Patienten migrieren und
dort ihre zerstorerische Wirkung entfalten. In der Tat konnte gezeigt werden, dass
Patienten die mit Natalizumab behandelt werden, eine deutlich verminderte Schubrate
aufweisen (Rudick and Panzara 2008). Um zu kliren, ob der p38-Inhibitor SB203580
ebenfalls in der Lage ist, die Adhédsion von Leukozyten (hier U937 Zellen) an Zellen der
Blut-Hirn-Schranke zu unterbinden, wurden ein Adhésions-Assay mit unbehandelten,
SB203580 oder Natalizumab behandelten Zellen durchgefiihrt. Nach 24 h Inkubation mit
den jeweiligen Chemikalien wurden die U937 Zellen auf die Endothelzellen gegeben und
nach 30 min. Inkubation die Zahl der adhirenten Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Quantifizierung ergab, dass U937 Zellen, die mit dem p38-Inhibitor behandelt waren,
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keine verminderte Adhédsion an Endothelzellen zeigten. Natalizumab behandelte U937
Zellen hingegen waren nicht in der Lage, auf den Endothelzellen adhdrent zu werden (p <
0,001) (Abb. 39A). Abbildung 39B zeigt reprisentative Dot-Blots der durchfluss-

zytometrischen Untersuchung.
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Abbildung 39: Adhiision von U937 in Abhiingigkeit von Natalizumab- und SB203580-Behandlung
U937 Zellen wurden unterschiedlich behandelt: A) Natalizumab bzw. SB203580, B) Stimulation,
Natalizumab bzw. SB203580 und die Adhésion durchflusszytometrisch untersucht. Bei unstimulierten Zellen
wurde die Adhédsion durch die Natalizumab-Behandlung unterbunden, wohingegen eine Stimulation dieser
Zellen den Effekt umkehrte. C und D zeigen reprdsentative Dot Blots der durchflusszytometrischen
Untersuchung (n = 15; n = 5 in 3 Experimenten; statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-
way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).
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Um zu kldren, ob eine Aktivierung der Zellen das Adhdsionsverhalten in Abhadngigkeit der
Behandlung beeinflussen kann, wurden die Zellen zundchst mit Natalizumab bzw.
SB203580 vorbehandelt und anschliefend mit proinflammatorischen Stimuli aktiviert. Die
durchflusszytometrische Quantifizierung ergab, dass die Adhédsion bei allen Zellen in
Abhingigkeit der Stimulanzen zunahmen, und unbeeinflusst von der Behandlung an den
Endothelzellen hafteten (p < 0,001) (Abb. 39C). Abbildung 39D zeigt reprisentative Dot

Blots der durchflusszytometrischen Untersuchung.

3.2.6 SIRNA-TRANSFEKTION - KNOCKDOWN VON MK2

Um die Rolle der MK2 bei der Expression von VLA-4 zu untersuchen, wurden humane
U937 Zellen mit VLA-4 mRNA spezifischer siRNA transfiziert und so ein knockdown
generiert. 48 h nach der Transfektion waren noch maximal 3 % MK2 in Proteinlysaten aus

U937 Zellen nachweisbar (Abb. 40).

siRNA - + + +
MK2 ——
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Abbildung 40: MK2 knockdown in U937 Zellen

Humane U937 Monozyten wurden mittels HVJ-Envelope Vektor System transfiziert, um MK2 aus den
Zellen zu eliminieren. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion lysiert und die Proteinlysate
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (linke Bande) was der MK2-Level in
transfizierten Zellen um iiber 90 % reduziert (3 unabhéngige Experimente: 2., 3. und 4. Bande). Die Analyse
der Lichtintensitit wurde mittels der BiolD Software von peqlab durchgefiihrt.

3.2.7 DIE OBERFLACHENEXPRESSION VON VLA-4 BLEIBT DURCH MK2-KNOCKDOWN
UNBEEINFLUSST

Um zu kléren, ob die Oberflichenexpression durch MK2 reguliert ist, wurden U937 mit
siRNA transfiziert, um einen MK2-knockdown zu generieren. 48 h nach der Transfektion
wurde die Oberflichenexpression von VLA-4 durchflusszytometrisch quantifiziert. Die
Expression von VLA-4 wurde durch den Transfektionsvektor allein, sowie durch siRNA-
Transfektion nicht beeinflusst (Abb. 41A). Des Weiteren wurden Proteinlysate

transfizierter Zellen elekrophoretisch aufgetrennt und die Expression von VLA-4
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gemessen. Die quantitative Analyse der Bandenintensitit ergab, dass VLA-4 in
Abhiéngigkeit vom knockdown um zirka 30 % reduziert war (Abb. 41B). Die Kombination
von siRNA-Transfektion und dem Inhibitor SB203580 zur Behandlung von Zellen, um die
VLA-4-Expression zu verringern, war geringfligig effizienter als der knockdown allein.
Interessanterweise konnte in U937 Zellen, die sowohl transfiziert und mit dem Inhibitor
behandelt waren mehr von der geschnittenen (cleaved) Form von VLA-4 nachgewiesen
werden. Die Spaltung von des 150 kDa groB3en Proteins VLA-4 in ein 80 kDa und ein 70
kDa grofles Fragment ist ein regulierter Prozess, der nach der Reifung der ;-assoziierten
ay-Untereinheit auftritt, und in aktivierten T-Zellen verstérkt gefunden wurde. Dies konnte
bedeuten, dass U937 Zellen durch die Anwesenheit des Inhibitors SB203580 bzw. des
Losungsmittels DMSO aktiviert wurden.
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Abbildung 41: VLA-4-Expression in Abhéingigkeit von SB203580 und MK2-knockdown in U937 Zellen
Die Oberflichenexpression (A) von VLA-4 auf U937 Zellen, die unbehandelt oder MK2-siRNA transfiziert
waren, wurde durchflusszytometrisch bestimmt. HVJ Vektor Kontrolle ohne siRNA. Die Analyse ergab
keinen Unterschied in der Expression von VLA-4. Proteinlysate unbehandelter oder transfizierter U937
Zellen wurde elektrophoretisch aufgetrennt und VLA-4 entwickelt (B). Die Analyse und quantitative
Auswertung des Blots ergab, dass in Abhédngigkeit des MK2-knockdown die Expression von VLA-4 um zirka
30 % reduziert war (n = 3).

3.2.8 MK2-KNOCKDOWN UNTERBINDET DIE ADHASION AN ENDOTHELZELLEN NICHT

Die Adhésion von U937 an immortalisierte Endothelzellen aus der Blut-Hirn-Schranke
wurde durch Bindung des monoklonalen Antikorpers Natalizumab unterbunden. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass MK2 potentiell die Expression von VLA-4 beeinflusst.
AuBerdem reguliert MK2 die Expression der Adhdsionsmolekiille VCAM-1 und ICAM-1
(Gorska, Liang et al. 2007; Su, Ao et al. 2008). Um zu kléren, ob ein MK2-knockdown

einen dhnlichen Effekt wie der monoklonale Antikdrper Natalizumab hervorrufen kann,
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wurde ein Adhdsions-Assay mit Natalizumab behandelten Zellen und transtizierten Zellen
im Vergleich durchgefiihrt.

Die Adhédsion stimulierter U937 Zellen war im Gegensatz zu unbehandelten Zellen
deutlich gesteigert. Bei Behandlung der U937 Zellen mit Natalizumab konnten annidhrend
keine adhdrenten U937 Zellen nachgewiesen werden (p < 0,001). U937, die mit
Natalizumab vorbehandelt und anschlieBend stimuliert wurden, zeigten dasselbe
Adhisionsverhalten wie Zellen, die keine Natalizumab Vorbehandlung erhalten hatten.
Ebenso konnte ein knockdown von MK2 und eine Kombination des SB203580 Inhibitors
und der siRNA-Behandlung die Adhdsion von U937 an Endothelzellen nicht unterbinden.
In allen Proben konnten gleich viele adhdrente U937 Zellen detektiert werden (Abb. 42).
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Abbildung 42: Adhisions-Assay von Natalizumab behandelten Zellen im Vergleich zu ,MK2-
defizienten* U937 Zellen

Das Adhésionsverhalten von Zellen, die stimuliert, mit Natalizumab behandelt, stimuliert und mit
Natalizumab behandelt, siRNA-transfiziert, siRNA-transfiziert und stimuliert, SB203580 und siRNA-
transfiziert und Zellen, die stimuliert, SB203580 und siRNA-transfiziert wurden, wurde in einem
vergleichenden Adhésions-Assay untersucht. Die Analyse ergab, dass die Adhésion von Zellen, die mit
Natalizumab behandelt waren, verhindert war. Bei allen anderen Behandlungen konnte keine Verdnderung in
der Adhéasionscharakteristik im Vergleich zur Positivkontrolle (stimulierte Zellen) nachgewiesen werden. (n
= 9; n = 3 in 3 Experimenten; statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und
Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test).
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3.2.9 NATALIZUMAB WIRD VON DER OBERFLACHE AKTIVIERTER U937 ZELLEN NICHT
ENTFERNT

Die vorausgegangenen Experimente zur Adhédsion von U937 Zellen konnten zeigen, dass
eine Behandlung mit Natalizumab die Adhdsion an Endothelzellen verhinderte. Dieser
Effekt wurde durch nachfolgende Stimulation mit proinflammatorischen Stimuli
aufgehoben. Um zu klédren, ob der monoklonale Antikérper durch Zugabe der Stimuli von
der Oberfldche der Zellen eliminiert wird, wurden Zellen mit biotinyliertem Natalizumab
inkubiert und der Antikérper durch Streptavidin-PerCP Cy 5.5 Anlagerung
durchflusszytometrisch nachgewiesen.

Die Analyse zeigte, dass zirka 40 % der Zellen fiir Natalizumab positiv waren und die Zahl
der positiven Events in Abhingigkeit einer Zellaktivierung durch proinflammatorische

Stimuli unbeeinflusst blieb (Abb. 43).
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Abbildung 43: Oberflichengebundenes Natalizumab

Zellen wurden mit biotinyliertem Natalizumab und nichtbiotinyliertem Natalizumab als Kontrolle behandelt.
Nach 24 h Stimulation wurde das oberflichengebundene Natalizumab durchflusszytometrisch durch
Streptavidin-PerCP Cy 5.5-Substitution untersucht. Die Analyse ergab keine Verdnderung des gebundenen
Natalizumab in Abhédngigkeit der Zellaktivierung (n = 9; n = 3 in drei Experimenten).
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4. DISKUSSION

Durch proinflammatorische Stimuli werden innerhalb einer Zelle vier Hauptsignalwege
aktiviert: der NFkB-Signalweg und die drei MAP-Kinase-Signalwege (Lee, Laydon et al.
1994; Clark, Dean et al. 2003). Friihere Studien belegen, dass einer der drei MAP-Kinase-
Signalwege, der p38-Signalweg bzw. die downstream von p38 gelegene Sernin/Threonin-
Kinase MK2 eine entscheidende Rolle bei Entziindungsreaktionen spielt. Ihre Funktion bei
neurologischen Erkrankungen konnte in verschiedenen Tiermodellen zu Alzheimer,
Parkinson, Ischdmie und Epilepsie demonstriert werden (Barone, Irving et al. 2001; Sun,
Liu et al. 2003; Thomas, Hitti et al. 2008; Thomas, Timmer et al. 2008). Inwieweit MK2
eine Rolle bei der EAE spielt ist jedoch nicht bekannt und sollte in dieser Arbeit untersucht

werden.

4.1 DIE ROLLE VON MK?2 BEI IMMUNREAKTIONEN

Seit einiger Zeit wird der p38-Signalweg als potentielles therapeutisches Ziel bei
Entziindungserkrankungen angesehen, belegt durch zahlreiche Studien in tier-
experimentellen entziindlichen Erkrankungen.

MK?2 spielt bei vielen zelluldren Prozessen wie der Regulation des Zell-Zyklus, der
Migration, Proliferation und Apoptose, der Expression proinflammatorischer Zytokine,
Adhésionsmolekiilen und neurotoxischer Substanzen wie NO eine wichtige Rolle
(Crawley, Rawlinson et al. 1997; Winzen, Kracht et al. 1999; Kayyali, Pennella et al. 2002;
Thomas, Timmer et al. 2008). Friihere Studien in experimentellen neurodegenerativen
Erkrankungen konnten zeigen, dass eine Inhibition der p38-Isoformen durch den p38-
Inhibitor SB203580 zu verminderter Neurodegeneration im Modell fiir Schlaganfall fiihrt
(Kim, Yu et al. 2004). Die Inhibition von p38 wirkt auBerdem neuroprotektiv bei
zerebraler fokaler Ischdmie (Barone, Irving et al. 2001). Des Weiteren konnten Ghasemlou
und Mitarbeiter 2010 demonstrieren, dass MK2 eine entscheidende Rolle bei
Riickenmarksverletzungen spielt. Sie konnten zeigen, dass in WT Tieren die Expression
und Phosphorylierung von MK2 in Riickenmarksverletzungen erhoht war. Im Vergleich
von WT Kontrollen mit MK2-defizienten Mausen, konnte bei MK2-/- eine verbesserte
Lokomotion als bei WT festgestellt werden. MK2-/- Tiere wiesen auflerdem weniger
proinflammatorische Zytokine und nitrosylierte Proteine im verletzen Riickenmark auf,

sowie eine geringere Verminderung von Neuronen und Myelin. Aullerdem schienen MK2-
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defiziente Makrophagen im verletzten Gewebe einen anti-inflammatorischen Phénotyp zu
haben (Ghasemlou, Lopez-Vales et al.).

In dieser Arbeit wurde hingegen deutlich, dass MK2-defiziente Méuse einen schwereren
Verlauf der entziindlichen ZNS-Erkrankung EAE im Vergleich zu WT Kontrolltieren
aufwiesen. WT Tiere zeigten wie MK2-/- Méuse zwischen Tag 9 und Tag 12 nach der
Immunisierung erste Krankheitssymptome. Beide Genotypen entwickelten im Verlauf der
MOG-induzierten EAE Paresen in der akuten Phase (Tag 16 nach der Immunisierung). Im
weiteren  Krankheitsverlauf der EAE begannen die WT Kontrollen zu remittieren,
wohingegen MK2-/- eine verldngerte akute Phase aufwiesen, die mit stdrkeren
Bewegungseinschrankungen einherging (Abb. 16). In histologischen Schnitten konnten
aulerdem mehr CD4 und CDS8 positive Zellen an Tag 16 nach der EAE-Induktion
detektiert werden. Dieses Ergebnis lieB sich durch die Isolation von Leukozyten aus dem
ZNS iiber ein Percoll-Kissen allerdings nicht bestdtigen. Hier konnte nur an Tag 24 nach
der Immunisierung ein Unterschied detektiert werden. Ein Unterschied die Leukozytenzahl
an Tag 16 betreffend (Immunhistochemie und Zellisolation), konnte durch aufwendige
Isolationsverfahren und damit einem Verlust an Zellen verursacht sein. Des Weiteren kann
nicht ausgeschlossen werden, dass unspezifische Anfarbungen oder die Anfiarbung von
Mikrogliazellen in den histologischen Schnitten zu finden sind. Die Begutachtung der
Schnitte zeigte aulerdem, dass die Lésionslast ebenso wie der Grad der Demyelinisierung
bei MK2-/- und WT Maiusen nicht unterschiedlich war. Interessant ist, dass bereits
beschrieben wurde, dass die Aktivierung von p38 selektiv Apoptose in CD8 zytotoxischen
T-Zellen auslosen kann, CD4+ Zellen jedoch unbeeinflusst bleiben. Die Reduktion der
CD8+ Zellen scheint dabei mit einer verminderten Expression des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 einher zu gehen (Merritt, Enslen et al. 2000). Vor diesem Hintergrund l&sst
sich die Vermutung aufstellen, dass aufgrund von mehr Effektorzellen (CDS8 zytotoxische
Zellen) im ZNS von MK2-/- Maidusen auch mehr Neurodegeneration bzw. mehr
Demyelinisierung stattfindet, was zu einer schwereren Krankheitsgenese fiihrt, dieser
Effekt histologisch an Tag 16 allerdings nicht zu detektieren ist, sondern moglicherweise
erst an einem spéteren Zeitpunkt der Erkrankung. Dafiir wiird auch die erhohte Zahl an
Leukozyten sprechen, die an Tag 24 aus dem ZNS von MK2-defizienten Tieren isoliert

werden konnte.
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Unabhéngig davon konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass MK2-/- Tiere in der Milz
per se eine erhohte Zahl an Leukozyten aufweisen (Abb. 18). Im Vergleich zu WT Tieren,
waren in MK2-/- Méusen prozentual mehr CD4+, CD8+ und CD14+ Zellen in der Milz zu
finden. Dies konnte mdglicherweise auf einen kompensatorischen Mechanismus
zuriickzufithren sein - dies aufgrund der mangelnden Fahigkeit eine effiziente
Immunantwort zu gewéhrleisten - konventionelle Tierhaltung und dadurch mogliche
Infektionskrankheiten. An Tag 8, Tag 16 und Tag 24 nach der Immunisierung wiesen
MK2-/- Tiere ebenfalls mehr Leukozyten in der Milz auf (Abb. 21, Abb. 22, Abb. 23).

Um die Frage zu beantworten warum MK2-defiziente Tiere einen schwereren Verlauf der
EAE aufweisen, wurde versucht Riickschliisse auf die Aktivitdt von Leukozyten, die aus
der Milz und dem ZNS EAE-kranker Tiere in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung
isoliert wurden zu ziehen. Hierzu wurde die mRNA-Expression proinflammatorischer
Zytokine analysiert. Das komplizierte Zusammenspiel von Zytokinen, Sauerstoffradikalen,
NO und Proteasen, die die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke und die Neuronenfunktion
beeinflussen, wurde vielfach untersucht. Auf der einen Seite konnte in fritheren
Experimenten gezeigt werden, dass IL-6 die Neurodegeneration fordert, ebenso wie IL-1.
Auf der anderen Seite wurde demonstriert, dass TNFa, IL-6 und IL-1 das Uberleben von
Neuronen fordern konnen (Rothwell and Strijbos 1995; Carlson, Wieggel et al. 1999).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression der Zytokine TNFa,
IL-2 und IL-6 in Leukozyten bei MK2-/- Miusen im Vergleich zu WT unverdndert war
(Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28). Es ist allerdings bekannt, dass MK2 bei der Regulation der
Proteinproduktion durch post-transkriptionelle mRNA-Stabilisierung iiber Adenin-Uracil-
reiche Elemente in der 3’-untranslatierten Region Einfluss auf die entsprechende
Proteinsynthese nimmt. Dies geschieht auf indirektem Wege durch Phosphorylierung von
Substraten, die eine RNA-bindende Doméne besitzen, wie z.B. Tristetraprolin (TTP) (Hitti,
Iakovleva et al. 2006). Dass MK2-defiziente Tiere im Vergleich zu WT keine gesteigerte
mRNA-Expression ausweisen, legt den Schluss nahe, dass kein Unterschied in der
Aktivitdt der Leukozyten als Antwort des Immunsystems auf die EAE besteht. Allerdings
konnte die Proteinkonzentration aufgrund post-transkriptioneller Regulation durchaus
verdndert sein. Dies konnte in dieser Arbeit fiir die Expression des Entziindungsmediators

TNFa gezeigt werden (Diskussion 4.4 und 4.5).
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4.2 IMMUNISIERUNG - DIE ROLLE VON PERTUSSIS TOXIN

Frithere Studien mit MK2-defizienten Tieren belegen, dass das Fehlen von MK2 sich
giinstig, das heiflt mildernd auf den Verlauf unterschiedlicher Erkrankungen auswirkt. So
sind MK2-defiziente Tiere gegeniiber LPS-induziertem endotoxischem Schock, aufgrund
einer verringerten Produktion an proinflammatorischen Mediatoren wie TNFa, IFNy, IL-1
und IL-6 resistenter als WT-Artgenossen (Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Auch die
Produktion des Neurotoxins NO wird durch MK2 beeinflusst. Mittelhirn-Kokulturen MK2-
defizientier Tiere wiesen nach LPS-Behandlung eine geringere Produktion an NO auf, was
sich neuroprotektiv auf dopaminerge Neurone auswirkte (Thomas, Timmer et al. 2008). Im
tierexperimentellen Modell fiir Asthma konnte gezeigt werden, dass MK2-defiziente Tiere
weniger Entziindungsreaktionen aufwiesen, nicht zuletzt aufgrund einer reduzierten
Permeabilitdt der Blut-Lungen-Schranke (Gorska, Liang et al. 2007).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MK2-defiziente Tiere, die mit EAE induziert
wurden, einen schwereren Krankheitsverlauf aufwiesen als WT Maéuse. Die genaue
Ursache konnte jedoch nicht eindeutig gekldrt werden. Als moglicher Grund wurde eine
Verinderung der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke in Betracht gezogen. Die
Expression des Blut-Hirn-Schranke-Proteins f-Catenin war bei einem MK2-/- Tier im ZNS
in Vergleich zu WT tendenziell erhoht (Abb. 19). Eine erhohte Expression von B-Catenin
konnten auch Gorska und Mitarbeitern im tierexperimentellen Modell fiir
Atemwegesentziindung in der Blut-Lungen-Schranke zeigen (Gorska, Liang et al. 2007).
Aufgrund des fehlexprimierten p-Catenins in der Blut-Lungen-Schranke postulierten
Gorska und Mitarbeiter, dass diese Schranke weniger permeabel war, es deshalb zur
verminderten Infiltration von Leukozyten in die Lunge kam, und MK2-defiziente Tiere
deshalb weniger stark von der Erkrankung betroffen waren.

In dieser Arbeit wiesen MK2-defiziente Tiere, bei denen eine EAE durch MOGs;s.ss
ausgelost wurde, an Tag 24 nach EAE-Induktion in der chronischen Phase der Erkrankung
eine erhohte Zahl an Leukozyten im ZNS auf. Vor der Auspragung klinischer Symptome
bzw. in der akuten Phase der Erkrankung war ein Unterschied die Zahl der infiltrierten
Leukozyten betreffend, im ZNS zwischen WT und MK2-/- Tieren zu detektieren - nur in
histologischen Schnitten war ein Unterschied an Tag 16 zu erahnen (Abb. 17). Obwohl -
Catenin verstirkt im ZNS von MK2-/- Tieren exprimiert war, schien dies keinen Einfluss

auf die Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke bzw. die Infiltration von Leukozyten zu
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haben. Diese Ergebnisse implizieren, dass B-Catenin keinen Einfluss auf die Permeabilitét
der Blut-Hirn-Schranke hat, oder aber eine andere Ursache die Permeabilitdt stidrker
beeinflusst. Um EAE auszulosen wurde den Tieren Pertussis Toxin injiziert, welches die
autoimmune Reaktion fordert. Derzeit geht man davon aus, dass Pertussis Toxin die
Integritit der Blut-Hirn-Schranke beeinflusst - sie gezielt fiir Leukozyten durchgéngig
macht. Bei der Pathogenese neurologischer Erkrankungen ist die Integritit, bzw. die
verdnderte Integritdt zerebraler kapillarer Verbindungen von Bedeutung. Die Integritét der
Blut-Hirn-Schranke wird maBgeblich von der Prdsenz der tight junctions bestimmt, die es
selbst kleinsten Molekiilen schwer macht iiber die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS zu
gelangen (Franke, Galla et al. 1999). Untersuchungen zur Integritit der Blut-Hirn-
Schranke in Mdusen konnten bereits zeigen, dass die Permeabilitit 24 h nach einer
Pertussis Toxin-Injektion erhdht war (Amiel 1976). Pertussis Toxin wird hdufig benutzt,
um die Immunantwort bei der Untersuchung experimenteller autoimmuner Erkrankungen
zu erhohen (Munoz and Mackay 1984). Der Mechanismus, wie Pertussis Toxin diese
Erh6éhung der Immunantwort induziert, ist weitgehend unbekannt, ist aber wie bereits
erwihnt ein Mechanismus, der vermutlich ein Durchlidssigwerden der Blut-Hirn-Schranke
bewirkt (Linthicum and Frelinger 1982; Ben-Nun, Mendel et al. 1997). Das
Durchlédssigwerden der Blut-Hirn-Schranke scheint dabei ein Phosphokinase C vermittelter
Mechanismus zu sein (Bruckener, el Baya et al. 2003). Diese Tatsache legt den Schluss
nahe, dass Pertussis Toxin in dieser Arbeit mogliche positive Effekte aufgrund des MK2-

knockouts, namlich die erhohte B-Cateninexpression, authebt.

4.3 MK2 IST WICHTIG FUR DIE MIGRATION VON LEUKOZYTEN

Die Tatsache, dass Pertussis Toxin die Blut-Hirn-Schranke permeabler macht und somit
moglicherweise positive Aspekte, bedingt durch eine erhohte B-Catenin-Expression
aufheben konnte, erklért jedoch nicht die erhdhte Leukozytenzahl, die in dieser Arbeit an
Tag 24 bzw. an Tag 16 nach der EAE-Induktion im ZNS von MK2-/- Miusen gefunden
wurde. Ursdchlich konnte hierfiir ein gestortes Migrationsverhalten der MK2-defizienten
Leukozyten sein. Frithere Studien demonstrierten, dass die Phosphorylierung von p38a
bzw. -B als Antwort auf externe Stimuli zur Phosphorylierung von MK2 und MK3 fiihrt.
Substrat dieser Kinasen ist das Hitze-Schock-Protein 27 (Hsp27) (Rouse, Cohen et al.
1994; McLaughlin, Kumar et al. 1996). Die Phosphorylierung des Substrats Hsp27 durch
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MK2 bewirkt eine erhohte F-Aktin-Polymerisation und stabilisiert das F-Aktin-Netzwerk
innerhalb einer Zelle in Abhédngigkeit von Stessstimuli (Lavoie, Hickey et al. 1993; Huot,
Houle et al. 1996; Huot, Houle et al. 1997). Auflerdem konnten Wang und Mitarbeiter
zeigen, dass die Aktinorganisation maf3igeblich durch die Aktivitét von p38 beeinflusst ist.
Die Migration von Neutrophilen iiber endotheliale Barrieren war durch die Gabe des
SB203580-Inhibitors vermindert (Wang and Doerschuk 2001). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass durch eine Behandlung von Neutrophilen mit dem p38-Inhibitor die
Chemotaxis, NO-Produktion, IL-8-Expression und die TNFa-induzierte Adhéision inhibiert
war (Krump, Sanghera et al. 1997; Nick, Avdi et al. 1997; Detmers, Zhou et al. 1998;
Underwood, Osborn et al. 2000). Abgesehen davon konnten Studien mit MK2-defizienten
Neutrophilen zeigen, dass die Migration dieser Zellen entlang eines fMLP-Gradienten
ungerichtet und schneller war als die von normalen Neutrophilen (Hannigan, Zhan et al.
2001).

Diese Arbeit konnte demonstrieren, dass MK2-defiziente T-Zellen und Monozyten, die aus
der Milz von MK2-/- Méusen isoliert wurden, kein gesteigertes Adhésionsverhalten an
Endothelzellen als Reaktion auf TNFo, LPS und IFNy Stimulation zeigten. Dies ldsst die
wichtige Rolle von MK2 bei der Adhédsion und moglicherweise auch der Migration von
Leukozyten erkennen. Demnach sollten MK2-defiziente Leukozyten moglicherweise
weniger ins ZNS infiltrieren. Auflerdem sollte eine erhdhte Zellzahl im ZNS EAE-kranker
Tiere, wie sie hier gefunden wurde bereits an Tag 8 nach der Immunisierung mit MOGgs_ss
sichtbar sein. Im Gegensatz zu den hier gefundenen Ergebnissen, konnten Thuraisingam
und Mitarbeiter im experimentellen Tiermodell fiir Wundheilung zeigen, dass die Zahl
infiltrierender Makrophagen und Monozyten durch einen MK2-knockout unbeeinflusst
blieb (Thuraisingam, Xu et al.). Dies legt den Schluss nahe, dass die Erhohte Zahl an
Leukozyten im ZNS EAE-kranker MK2-/- Tiere nicht durch ein gestortes Adhésions- bzw.
Migrationsverhalten bedingt ist, sondern eine andere Ursache wie ein gestortes
Apoptoseverhalten z.B. aufgrund einer verdnderten TNFR-Signaltransduktionskaskade und

damit inhibierten Apoptose in Effektorzellen des Immunsystems im ZNS zugrunde liegt.

4.4 DIE ROLLE DES TNFR-SIGNALWEGS
Analysen zur Zahl der Leukozyten im ZNS EAE-kranker WT und MK2-/- Miusen

konnten in dieser Arbeit zeigen, dass MK2-/- Tiere an Tag 24 nach der Immunisierung
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mehr Zellen im ZNS aufwiesen als WT Kontrollen, ebenso wie in histologischen
Schnitten, die an Tag 16 nach der Immunisierung angefertigt wurden. In WT Tieren war
die Leukozytenzahl im ZNS an Tag 24 auf einen Wert (1 Million Zellen), unter dem von
Tag 8 (1,5 Millionen Zellen) nach Immunisierung gesunken und Kkorrelierte mit
schwécheren klinischen Symptomen - der Remission der Erkrankung. Im Gegensatz dazu
remittierten MK2-/- Tiere, bei denen die Zahl der Leukozyten (1,5 Millionen) im Vergleich
zu WT erhoht war weniger (Abb. 16 und Abb. 18). Dieser Tatsache schien unabhédngig von
einem gestorten Migrationsverhalten, konnte aber durch eine fehlgesteuerte
Apoptoseregulation wihrend tiberschieBender Immunantworten zuriickzufiihren sein.

Um zu verhindern, dass der eigene Organismus aufgrund einer Immunantwort geschadigt
wird, werden Zellen durch programmierten Zelltod eliminiert. Dieser Mechanismus kdnnte
unter anderem durch proinflammatorische Zytokine, wie TNFa ausgeldst werden. Bei der
EAE verursachen autoreaktive T-Zellen die Erkrankung. Der TNFR1 Signalweg scheint
maligeblich daran beteiligt zu sein, diese Zellen zu eliminieren und die Remission der
Erkrankung zu bewirken (Bachmann, Eugster et al. 1999; Eugster, Frei et al. 1999). Der
Entziindungsmediator TNFa ist Ligand fiir den TNFRI. Die Biosynthese dieses
Entziindungsmediators wird durch MK2 reguliert (Kotlyarov, Neininger et al. 1999).
Neben einer reduzierten Konzentration an TNFa konnte auch eine reduzierte
Konzentration anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p, IL-6, IL-8 in Studien zur
Rolle von MK2 bei Entziindungsreaktionen belegt werden. Z.B. waren diese Zytokine bei
der experimentellen Oxazolon-induzierten allergischen Dermatitis vermindert, was eine
Entziindungsreaktion bei MK2-/- Méusen inhibierte. Im Modell kollagen-induzierter
Arthritis konnte ebenfalls demonstriert werden, dass aufgrund einer verminderten TNFa-
Produktion, MK2-/- Méuse verminderte Krankheitssymptome zeigten. Auch in dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass MK2-/- Méuse weniger TNFa im Verlauf der EAE
produzieren, allerdings wiesen sie schwerere Krankheitssymptome auf als WT (Tabelle 3
und 4).

Es ist bekannt, dass TNFa zellmembranstindig als Homotrimer exprimiert und durch
Verdau tiber die Metalloprotease TNF alpha converting enzyme (TACE) als 51 kDa grof3es
Trimer abgespalten wird (Tang, Hung et al. 1996; Black, Rauch et al. 1997). TNFa kann je
nach physiologischen Bedingungen unterschiedliche, zum Teil gegensédtzliche Funktionen

haben. Bei Entziindungsreaktionen fordert es nicht nur die Zelldifferenzierung und
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Proliferation, sondern kann auch Apoptose vermitteln (Hehlgans and Pfeffer 2005). Das
trimerisierte TNFo kann sowohl an den TNFR1 binden, der ubiquitir von fast allen Zellen
exprimiert wird, als auch an den TNFR2, der hautsdchlich auf Zellen des Immunsystems
zu finden ist (Aggarwal 2003). Durch die Bindung von TNFa an den TNFR1 kommt es zur
Konformationsédnderung seines intrazelluliren Teils, wodurch Adapterproteine des
Signalwegs rekrutiert werden und an die Todesdoméne das Rezeptors binden (Chen, Cao
et al. 2002; Chen and Goeddel 2002). Je nach Adapterrekrutierung wird Apoptose oder
Survival in der Zelle vermittelt. Uber die Todesdomiine des transmembranen TNFR1 kann
das Adaptermolekiill TNF-receptor associated death domain protein (TRADD) binden
(Hsu, Xiong et al. 1995). Durch die Bindung von TNF-receptor associated factor (TRAF)
2 und die Serin/Threonin-Kinase receptor interacting protein (RIP) 1 wird der
Proteinkinase-Komplex IKK rekrutiert und aktiviert, wodurch NF«B aktiv wird und die
Produktion des Apoptoseinhibitors cellular caspase-8 (FLICE)-like inhibitory protein
(cFLIP) bewirkt. Der membranstindige Komplex aus TRADD, RIP1 und TRAF2 wird
auch als Komplex I (Abb. 44) bezeichnet (Devin, Cook et al. 2000; Micheau and Tschopp
2003; Kimberley, Lobito et al. 2007). Durch die Ausbildung eines zytoplasmatischen
Komplexes (Komplex II) wird in der Zelle Apoptose vermittelt. Das Fas-associated
protein with death domain (FADD) und Caspase 8 werden bei der Ausbildung des
Komplexes nach Dissoziation von TRADD und TRAF2 rekrutiert, wodurch Caspase 8
aktiviert wird (Micheau and Tschopp 2003; Kimberley, Lobito et al. 2007). Die
Aktivierung von Caspase 8 fiihrt weiter zur Aktivierung von Caspase 3, was letztlich

Apoptose in der Zelle auslost (Hsu, Shu et al. 1996).

TnFR1 TNFa Abbildung 44: Die TNFR1 Signal-kaskade

Die TNFRI1 Signalkaskade kann zwei Signale
innerhalb der Zelle auslésen. Durch die Rekrutierung
der Adapter TRADD, TRAF2 und RIP1 an den
“~ zellmembrangebunden Rezeptor (Kom-plex I) kommt
es zur Aktivierung von NFkB und somit zur
Produktion des Apoptoseinhibitors cFLIP. Der
Rezeptor wird anschlieend in einem zeit-abhdngigen
Mechanismus internalisiert wobei TRADD, TRAF2
und RIP1 dissoziieren. Zu diesem Komplex werden
FADD und Caspase 8 rekrutiert (Komplex II). Wenn
die Konzentration von cFLIP gering genug ist, um
anti-apoptotisch zu wirken, wird durch den Komplex
I die ,,Maschinerie“ des programmierten Zelltods
eingeleitet. (aus Kimberley et al. ArthritisResearch
& Therapy, 2007 (Kimberley, Lobito et al. 2007))

ROS and MO induction A
INFLAMMATION APOPTOSIS
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In Immunzellen auf denen sowohl der TNFR1 als auch der TNFR2 durch TNFa stimuliert
werden, kommt es verstirkt zu Apoptose der Zellen (Chan and Lenardo 2000; Wajant,
Pfizenmaier et al. 2003). Zugrundeliegender Mechanismus scheint die Fahigkeit des
TNFR2 zu sein, grole Mengen an TRAF2 zu rekrutieren, was in einem relativen TRAF2-
Mangel am TNFRI1 fiihrt. Aufgrund des Mangels kann die Aktivierung des NFkB-
Signalwegs nicht aufrechterhalten werden, was die Aktivierung von Caspasen und somit
den programmierten Zelltod auslost (Fotin-Mleczek, Henkler et al. 2002).

In dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression von NFkB sowie die Proteinexpression
unterschiedlicher Adapterproteine der TNFR1 Signaltransduktionskaskade gemessen. In
MK2-/- Méuse war an Tag 8 nach der Immunisierung in Leukozyten, die aus der Milz
isoliert wurden, die NFkB-mRNA-Konzentration im Vergleich zu WT Tiere erh6ht. (Abb.
28E). Des Weiteren war die Proteinkonzentration von cFLIP in Leukozyten aus der Milz
an Tag 24 nach der Immunisierung im Vergleich zu WT gesteigert (Abb. 29). Beide
Marker, NFkB und cFLIP, sprechen fiir eine Aktivierung der MK2-defizienten Zellen —
Survival-Signal innerhalb der Zellen. Ursdchlich konnte es in Leukozyten von MK2-/-
Maiusen, aufgrund des Mangels an TNFa zu einem verstirkten antiapoptoischen Signal,
bzw. einem verminderten apoptotischen Signal in den Zelle kommen. Bindet nur wenig
oder kein TNFa an die TNF-Rezeptoren 1 und 2 in MK2-defizienten Tieren, kdnntet es
moglicherweise zu keinem relativen TRAF2-Mangel am TNFR1 kommen, wodurch die
Aktivierung des NFkB-Signalwegs aufrechterhalten werden kann. Dadurch ist die
Aktivierung von Caspasen unterbunden und somit auch der programmierten Zelltod.
Hierflir spricht vor allem die gesteigerte Expression des Apoptoseinhibitors cFLIP in
MK?2-/- Méusen (Abb. 29) bzw. keine Verdnderung in der Expression von Caspase 8
(Daten nicht dargestellt).

AuBerdem wire denkbar, dass die Formation des Komplex’ II bei MK2-/- Tieren gestort
ist. Bisher liel sich dieser Komplex durch Immunoprézipitation scheinbar noch nicht
nachweisen, was darauf schlieBen lisst, dass die Rekrutierung der Adapter moglicherweise
nicht bekannte Bedingungen benétigt (Micheau and Tschopp 2003; Wajant, Pfizenmaier et
al. 2003). Neuere Arbeiten zur TNFR-Signalkaskade weisen allerdings darauf hin, dass die
Signalkaskade zwar iiber einen membranstindigen Komplex und einen zytosolischen
Komplex gesteuert wird, der zytosolische jedoch nicht aus dissoziiertem TRADD, TRAF2

und FADD besteht. Mit neuen experimentellen Verfahren konnten Schiitze und Mitarbeiter
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zeigen, dass die Rekrutierung von RIP1 und TRAF2 zum membranstindigen TNFRI1 die
NF«kB-Aktivierung bewirkt (Komplex I), TRADD, FADD und Caspase 8 jedoch im
Komplex mit dem TNFRI in endosomalen Kompartimenten im Zytosol zu finden ist
(TNFRI1  receptosomes)  (Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004). Die
Rezeptorinternalisierung  verléuft dabei tiber  einen Clathrin-abhangigen
Endozytoseprozess. Clathrin interagiert mit mehreren Adapterproteinen, die Clathrin mit
dem zu endozytierenden Protein verbinden (Kirchhausen 1999). Wichtigster Adapter fiir
die Internalisierung membransténdiger Proteine ist das adaptor protein (AP) 2, das eine
spezifische Sequenz zellmembrangebundener Proteine erkennt (Owen 2004). Durch
Phosphorylierung von AP2 durch die adaptor-associated kinase (AAK) 1 wird die
Internalisierung der Protein reguliert (Olusanya, Andrews et al. 2001).

Moglicherweise konnte die Internalisierung des Rezeptors bei MK2-defizienten Miusen
aufgrund geringer Mengen TNFa, oder aber der Involvierung von MK2 bei der
Proteinregulation eines dafiir essentiellen Proteins, gestort sein. Diese Ansidtze konnten in
weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden.

Weitere Studien zur Rolle des TNFR1 Signalwegs, insbesondere der Rolle des TNFR1 bei
ZNS-Erkrankungen offerierten, dass dieser die Demyelinisierung aber auch die T-
Zellantwort wahrend immunvermittelten ZNS-Erkrankungen limitiert (Probert, Eugster et
al. 2000). Die Demyelinisierung ist eines der Markenzeichen der EAE und korreliert bei
der MOG-induzierten EAE in C57Bl/6 Méusen mit der Zahl eingewanderter Lymphozyten
und Makrophagen. Studien zur Rolle des TNFR1 bei EAE konnten belegen, dass ein
TNFR1-knockout bei Méusen den Beginn der EAE verzogert, und den Verlauf der
Erkrankung abmildert. Im Gegensatz dazu zeigten TNFa-defiziente Miduse keinen
verzogerten Beginn der MOG-induzierten EAE, dafiir einen verldngerten Verlauf und eine
erhohte Zahl mononukledrer Zellen im ZNS sowie verstirkte Demyelinisierung (Liu,
Marino et al. 1998; Probert, Eugster et al. 2000). Dies zeigt, dass TNFa neben seiner
Funktion als inflammatorischer Mediator durchaus anti-inflammatorische Wirkung haben
kann, und legt den Schluss nahe, dass MK2-/- Miuse aufgrund eines TNFo-Mangels
verstirkte/verldngerte klinische Symptome aufweisen, bedingt durch eine verdnderte

TNFR1 Signaltransduktion und somit erh6hte Zahl an Leukozyten im ZNS.
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4.5 TNFa UND IGF-1 BEI NEURODEGENERATION

Neben der Rolle des TNFR1 bzw. der Interaktion mit seinem Liganden TNFa kommen
auch andere Interaktionen, die bei Neurodegeneration eine wichtige Rolle spielen in
Betracht eine Immunantwort zu modulieren. Die Rolle von Zytokinen und Wachstums-
faktoren in vielen neurologischen Erkrankungen ist hinreichend bekannt, allerdings sind
die Interaktionen dieser Molekiile weitgehend unverstanden. Dennoch werden sie bei
vielen neurobiologischen Fragen und der der Suche nach neuen Therapien bei
neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert. Eine wichtige Interaktion zweier Molekiile
bei der Neurodegeneration, scheint die von TNFo und IGF-1 zu sein. IGF-1 bzw. der IGF-
1-Rezeptor scheint eine entscheidende Rolle bei der Oligodendrozytenentwicklung und der
Mpyelinbildung sowie bei der Remyelinisierung zu spielen (Komoly, Hudson et al. 1992;
Shinar and McMorris 1995) und wird seit einiger Zeit als mogliches neues Therapeutikum
bei MS diskutiert. Die Tatsache, dass TNFa einen entscheidenden Beitrag bei der
Neurodegeneration leistet ist ebenso deutlich wie kontrovers. Die immunoreaktive Rolle
von TNFa wurde bereits fiir Neurone, Astrozyten, Mikroglia und Endothelzellen
beschrieben (Botchkina, Meistrell et al. 1997). Studien im Tiermodell fiir Ischdmie
konnten zeigen, dass die Injektion von exogenem TNFa, die Ischdmie deutlich verstérkten,
jedoch Tiere, die keinen TNFR besitzen deutlich groere Verwundungen zeigten als WT
(Barone, Arvin et al. 1997; Gary, Bruce-Keller et al. 1998). IGF-1 hingegen wirk meist
protektiv und entgegengesetzt von TNFa. In Experimenten mit primidren Kornerzellen
konnte gezeigt werden, dass Zelltod, der durch Serumentzug herbeigefiihrt wurde, durch
die Zugabe von IGF-1 dosisabhingig vermindert werden konnte (Venters, Tang et al.
1999). Allerdings war dieser protektive Effekt bei Zugabe kleinster Menge TNFa
aufgehoben. Neuere Studien konnten zeigen, dass diese inhibitorische Wirkung durch eine
Reduktion der IGF-1-Synthese bedingt ist (Frost, Nystrom et al. 2003). Miuse, die mit
LPS behandelt wurden, wiesen einen erhohten TNFa-Spiegel im Blut, sowie eine erhohte
TNFa-mRNA-Expression in Skelettmuskel auf. Im Gegensatz dazu war die IGF-1-
Konzentration im Blut der Tiere vermindert, sowie die mRNA-Expression von IGF-1 im
Muskel. Studien zur Rolle des IGF-1 bei EAE konnten zeigen, dass eine Therapie mit IGF-
1/IGF-binding protein (IGFBP) 3 den Beginn der Erkrankung dosisabhéngig verzogerte,
sowie dass weniger inflammatorische Zellen im ZNS zu finden waren. Die Behandlung mit

IGF-1/IGFBP3 nach dem Beginn der Erkrankung fiihrte jedoch zu einer Verschlechterung,
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bedingt durch eine gesteigerte Expandierung autoreaktiver T-Zellen (Lovett-Racke, Bittner
et al. 1998). Des Weiteren konnten Dévila und Mitarbeiter zeigen, dass neuronaler Tod
bedingt durch oxidativen Stress die Aktivierung von FOXO3 bendétigt. Die Aktivitit von
FOXO03 wird dabei iiber zwei Wege innerhalb der Zelle reguliert. Zum einen kommt es
iber einen schnellen ersten Weg durch die Inhibition von Akt und zum anderen durch die
Aktivierung von JNK2 zu Aktivierung von FOXO3 (Davila and Torres-Aleman 2008).
Diese beiden Mechanismen scheinen aufgrund der Interaktion von ROS mit Mediatoren
der IGF-1-Signakaskade den neuroprotektiven Effekt von IGF-1 aufzuheben.

In dieser Arbeit konnte beim Vergleich der Serumkonzentration von TNFa und IGF-1 von
EAE-kranken WT und MK2-/- Miusen zwar ein geringer Unterschied in der TNFa-
Konzentration, aber nicht in der IGF-1-Konzentration gezeigt werden (Tabelle 3 und 4;
Abb. 25). Dass keine Verdnderung der Serumkonzentration von IGF-1 gefunden wurde
konnte dadurch bedingt sein, dass im ZNS lokal kleine Unterschiede auftreten, die peripher
im Serum nicht messbar sind. Allerdings konnte auch in ZNS-Homogenaten kein
Unterschied in der IGF-1-Konzentration gefunden werden (Daten nicht gezeigt), was nicht
zuletzt dadurch bedingt sein konnte, dass in den Blutkapillaren des ZNS viel des
Wachstumsfaktors vorhanden war und ein kleiner Unterschied im ZNS unsichtbar wurde.
Dennoch konnte diese Arbeit demonstrieren, dass die TNFo-Konzentration im Serum
vermindert war. Durch die verminderte TNFa-Konzentration war das relative Verhéltnis
von IGF-1 zu TNFa in MK2-/- Tieren verdandert. MK2-/- Tiere wiesen verhiltnismifBig
mehr IGF-1 auf. Moglicherweise konnte es bei MK2-defizientien Tieren somit zu einer
verstarkten Interaktion von IRS-1 und p38, aufgrund des fehlenden Konkurrenzmolekiils
MK2 kommen. Dies kénnte eine verstirkte Inhibition von Akt, stirkere Aktivierung von
FOXO3 und somit vermehrtem neuronalen Zelltod bewirken. Allerdings scheint dies in
anbetracht der histologischen Schnitte, bei denen keine verstirkte Demyelinisierung

gezeigt werden konnte unwahrscheinlich, ebenso wie ein durch NO induzierter Effekt.

4.6 NO UND NEURODEGENERATION

NO gilt als neurotoxisches Substanz, die Neurone direkt schddigen kann. In vitro
Experimente mit MK2-defizienten Mittelhirn-Kokulturen konnten zeigen, dass nach LPS-
Behandlung mehr dopaminerge Neurone in MK2-/- Kulturen als in WT Kulturen zu finden

waren. Diese erhohte Anzahl dopaminerger Neurone war auf eine reduzierte Produktion
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proinflammatorischer Zytokine und neurotoxischer Faktoren wie TNFa, IL-6 und NO
zuriickzufiihren und nicht auf ein verdndertes Verhalten bei der Neurodegeneration,
bedingt durch den knockout (Thomas, Timmer et al. 2008). Jedoch sind in vitro
Experimente von der Gesamtphysiologie bzw. Pathologie einer Erkrankung im
Organismus abgekoppelt.

In dieser Arbeit konnte NO weder im Uberstand von ZNS-Homogenaten von WT Tieren
noch von MK2-/- Méusen nachgewiesen werden. Diese Tatsache macht es schwer die
Rolle von NO bei EAE zu diskutieren. Es konnte weder eine Aussage iiber die Produktion
von NO bei EAE getroffen werden, noch konnten dadurch Riickschliisse auf die
Neurodegeneration gezogen werden. Mdglicherweise konnte NO aufgrund der Tatsache,
dass es als fliichtiges Radikal sehr schnell Proteine nitrolysieren kann nicht nachgewiesen

werden.

4.7 DIE ROLLE DER ADHASIONSMOLEKULE ICAM-1, VCAM-1 unD VLA-4

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Rolle von Adhédsionsmolekiilen. Im experimentellen
Tiermodell fiir Asthma konnten Gorska und Mitarbeiter zeigen, dass ein MK2-knockout in
einer reduzierten Permeabilitit der Blut-Lungen-Schranke resultiert, was zu einer
verminderten Entziindungsreaktion in der Lunge fiihrte (Gorska, Liang et al. 2007). Des
Weiteren war das Adhdsionsmolekiil VCAM-1 auf Endothelzellen der Lunge vermindert.
Dass Adhésionsmolekiile wie ICAM-1 und VCAM-1 post-transkriptionell iiber MK2
reguliert werden, konnte bereits demonstriert werden (Pietersma, Tilly et al. 1997; Su, Ao
et al. 2008). Fiir die Adhdsion bzw. die Migration und somit fiir die Infiltration von
Leukozyten ins Gewebe sind Adhésionsmolekiile von enormer Bedeutung. VCAM-1 ist
neben Fibronektin der Interaktionspartner von VLA-4 und wird nur von aktiviertem
Endothel exprimiert (Elices, Osborn et al. 1990; Springer 1994; Brosnan, Cannella et al.
1995). Es konnte gezeigt werden, dass VCAM-1 z.B. in chronisch-aktiven MS-Lésionen
exprimiert wird (Brosnan, Cannella et al. 1995). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
ICAM-1 nur von wenigen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke exprimiert wird, die
Zahl der positiven Zellen in MS-Lésionen erhoht war, und dass diese Erhohung zeitlich
und topographisch mit der Infiltration von Leukozyten ins Gewebe korrelierte (Sobel,

Mitchell et al. 1990).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Adhdsion von primédr isolierten
Leukozyten aus WT und MK2-defizienten Tieren nach unterschiedlicher Stimulation
verschieden war. Wéhrend sich die Zahl adhdrenter WT-Zellen durch Aktivierung der
Zellen vermehrte, blieben MK2-defiziente Zellen beinahe unbeeinflusst (Abb. 32). Dies
konnte auf die verminderte Expression von ICAM-1 und VCAM-1 zuriickzufiihren sein.
Dennoch konnten im ZNS EAE-kranker Tiere keine Unterschiede bei der Zahl infiltrierter
bzw. isolierter Zellen nach Beginn der Erkrankung sowie in der akuten Phase festgestellt
werden (Abb. 18). Dies konnte auf Verdnderungen der Permeabilitit der Blut-Hirn-
Schranke zurlickzufithren sein (Diskussion 4.2) eher aber auf ein verdndertes
Apoptoseverhalten autoreaktiver Zellen bedingt durch entweder eine verdnderte TNFRI1
Signaltransduktionskaskade oder eine inhibierte p38-vermittelte Apoptose in CD8+ Zellen.
Ob VLA-4 ebenfalls MK2-abhédngig exprimiert wird, ist bisher unbekannt. Auch die
Studien in dieser Arbeit konnten dariiber keine endgiiltige Aussage treffen. VLA-4 wird
von fast allen Leukozyten exprimiert und ist maf3geblich an deren Adhésion und Migration
beteiligt (Puig-Kroger, Sanz-Rodriguez et al. 2000). VLA-4 ist ein Heterodimer und
besteht aus einer a4- und einer f1-Kette (Hemler, Elices et al. 1990). Die Bindung von
VLA-4 an seine Bindungspartner ist durch die flexible Grundstruktur des Molekiils
gegeben. Nach Aktivierung der Zelle kommt es zur Konformationsinderung des
Rezeptors, die es der Zelle erlaubt, entweder zu rollen oder sich anzuheften (Alon, Kassner
et al. 1995; Shimaoka, Takagi et al. 2002).

Der p38-Signalweg stabilisiert relevante Proteine von Entziindungsreaktionen auf mRNA-
Ebene in einem phosphorylierungsabhdngigen Mechanismus und férdert deren Translation
tiber Adenin-Uracil-reiche Regionen in der 3’-untranslatierten Region. Die 3’-
untranslatierte Region p38- bzw. MK2-abhingiger Proteine beinhaltet Wiederholungen des
AUUUA-Motivs (Winzen, Kracht et al. 1999; Bollig, Winzen et al. 2003; Clark, Dean et
al. 2003). Ebenso wie ICAM-1 und VCAM-1 beinhaltet auch die mRNA von VLA-4
dieses Motiv. Die Untersuchung der mRNA-Expression sowie der Proteinexpression
ergaben, dass diese in Anwesenheit des p38-Inhibitors SB203580 reduziert waren (Abb.
35; Abb. 37). Ebenso war die Oberflichenexpression von VLA-4 auf U937 Zellen
reduziert, allerdings zeigte diese Untersuchung auch, dass dies moglicherweise auf einen
Effekt durch das Losungsmittel DMSO zuriickzufiihren war (Abb. 38). Nach Transfektion
der Zellen mit MK2-siRNA konnte eine 30 % reduzierte VLA-4-Proteinexpression
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demonstriert werden (Abb. 41B), allerdings war dieser Effekt durchflusszytometrisch nicht
nachweisbar (Abb. 41A). Interessanterweise fand sich in transfizierten Zellen, die
zusétzlich mit dem SB203580 p38-Inhibitor behandelt wurden verstirkt cleaved VLA-4
(Abb. 41B). Die cleaved Form konnte erhoht bereits in aktivierten T-Zellen nachgewiesen
werden, was dafiir sprechen wiirde, dass die U937 durch die Gabe des p38-Inhibitors bzw.
des Losungsmittels DMSO aktiviert wurden. Allerdings scheint die Adhdsionsfunktion von
VLA-4 durch cleaved VLA-4 unbeeinflusst (Teixido, Parker et al. 1992). Dies schien auch
in dieser Arbeit der Fall gewesen zu sein.

Die Adhisionsstudien der vorliegenden Arbeit, die im Zusammenhang mit der
Natalizumab- bzw. SB203580-Behandlung durchgefiihrt wurden, zeigten, dass in
Anwesenheit des monoklonalen Antikorpers die Bindung von U937 Zellen an humane
mikrovaskuldre Zellen nahezu vollstindig inhibiert wurde, wohingegen die SB203580-
Behandlung keine Reduktion der adhérenten Zellen bewirkte. Vorexperimente zum
Adhisionsverhalten zeigten, dass die Adhdsion der U937 Zellen durch deren
Aktivitatszustand bedingt und unabhéngig von der Stimulation der Endothelzellen ist. Dies
gibt Hinweis darauf, dass die Bindung an den Rezeptor durch VLA-4 und dessen
Konformationsdnderung am Rezeptor bedingt ist. Da humane Endothelzellen in
nichtaktiviertem Zustand kein VCAM-1 exprimieren, muss die Adhésion der Monozyten
durch Fibronektin bewirkt werden. In Anwesenheit von Natalizumab und anschlieBender
Stimulation der Zellen war die Adhésionsinhibition aufgehoben (Abb. 39).
Untersuchungen zur Bindung des Antikorpers auf U937 konnten zeigen, dass zirka 50 %
der Zellen positiv waren, und dass dies auch nach Stimulation der Fall war (Abb. 43).
Diese Tatsache spricht dafiir, dass im nicht aktivierten Zustand die 50 %ige Bindung des
Natalizumab ausreicht, um eine Adhision der Zellen zu verhindern. Im aktivierten Zustand
hingegen scheint die Konformationsinderung von VLA-4 und die damit verbundene

Affinitdtssteigerung zum Liganden diesen Effekt auszuheben.

4.8 DIE PROBLEMATIK DES ZELLKULTURMODELLS U937

Zur Untersuchung der Expression von VLA-4 in Abhingigkeit von MK2 wurde in dieser
Arbeit die myelomonozytische Zelllinie U937 benutzt. VLA-4 wird hauptsidchlich von
Monozyten, Eosinophilen und Leukozyten exprimiert. Generell nutzen T-Zellen und

Monozyten die VLA-4-Interaktion mit VCAM-1, um fest an Endothel zu binden
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(Siegelman, Stanescu et al. 2000). Prinzipiell eignen sich daher beide Zelltypen zur
Analyse des Adhésionsmolekiils. U937 Zellen sind humane histiozytische
Lymphomzellen, die dem promonozytischen Stadium entsprechen (Sundstrom and Nilsson
1976). In Vorexperimenten zur Adhdsion von Leukozyten wurden neben der Zelllinie
U937 auch die Zelllinien Jurkat (T-Zellen) und Raji (B-Zellen) sowie primir isolierte
Leukozyten getestet. Experimente mit primér isolierten Leukozyten bargen einige
Probleme wie z.B. aufwendige Isolationsverfahren und limitierte Zellzahl. Des Weiteren
zeigten primir isolierte Leukozyten im Vergleich zur Zellkultur unterschiedliche
Charakteristika bei der Adhédsion an Endothelzellen aus der Blut-Hirn-Schranke. Wéhrend
primdr isolierte T-Zellen durch proinflammatorische Stimuli verstirkt an die
Endothelzellen banden, war die Adhdsion der Jurkat Zellen durch diese Stimuli
unbeeinflusst. Dariiber hinaus zeigten weder primir isolierte B-Zellen noch die Zelllinie
Raji ein verdndertes Adhdsionsverhalten als Antwort auf die Zellstimulation. Einzig die
Ergebnisse der Adhédsionsstudie von primér isolierten Monozyten und der Zelllinie U937
waren gleich (Daten nicht gezeigt). Angesichts dieser Ergebnisse wurde U937 Zellen fiir
die Analyse der Abhdngigkeit von VLA-4 von MK2 gewdhlt. Dennoch stellt sich die
Frage, ob die Zelllinie U937 ein geeignetes Zellkulturmodell darstellt.

Grundsitzlich ist bekannt, dass sich Zellen widhrend der Kultivierung verédndern bzw.
mutieren konnen, was einen Einfluss auf die Untersuchungen haben konnte. Des Weiteren
stellt sich die Frage inwieweit eine Modulation durch duflere Einfliisse in den Krebszellen

moglich ist.
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S. SCHLUSSFOLGERUNG

Die Schwere der EAE scheint maligeblich von der TNFR Signaltransduktionskaskade
beeinflusst, wobei dem TNFR1 die entscheidende Rolle zuzuschreiben ist. Frithere Studien
mit TNFR1-/- bzw. TNFR1/TNFR2-/- Méusen konnten zeigen, dass die Schwere der EAE
durch den knockout vermindert war. Der Beginn der Erkrankung war verzogert und die
klinischen Symptome abgemildert. Ein TNFR2 knockout hingegen konnte zu keiner
Verbesserung der Erkrankung flihren. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass Méuse, die
defizient fir den Liganden TNFa sind keinen akuten Verlauf der EAE Erkrankung
entwickeln, aber eine langsame progressive Form aufweisen (Eugster, Frei et al. 1999).
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die akute Phase der EAE maf3geblich durch, entweder die
Abwesenheit der Liganden oder die Abwesenheit des TNFR1 kontrolliert ist. Dariiber
hinaus konnten Studien mit MOG-induzierten C57B1/6 TNFa-/- Méusen zeigen, dass die
Abwesenheit des Entziindungsmediators entgegengesetzt der Erwartung zu einer
Verliangerung der Erkrankung fithrte und mit mehr infiltrierten Zellen im ZNS sowie
extensiver Demyelinisierung korrelierte (Liu, Marino et al. 1998).

Der akute Verlauf der EAE in MOG-induzierten MK2-/- Méusen war in dieser Arbeit
ebenfalls verlingert und durch mehr mononukledre Zellen im ZNS gekennzeichnet.
AuBerdem war der Entziindungsmediator TNFa reduziert, dessen Biosynthese durch MK2
reguliert ist (Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Diese Tatsachen lassen vermuten, dass eine
Defizienz in MK2 zu einer Verminderung des TNFa-Levels in MK2-/- Miusen im
Vergleich zu WT fiihrt, was letztlich in einer Verdnderung des TNFR1 Signalwegs und
somit auch einem verdnderten Apoptoseverhalten in infiltrierten autoreaktiven Zellen im
ZNS fiihrt. Eine Apoptoseinhibition, ausgeldst durch eine unvollstindige Aktivierung des
p38-Signalwegs speziell in CD8+ Zellen ist ebenso denkbar.

Des Weiteren spielen Adhdsionsmolekiile eine entscheidende Rolle bei der Adhdsion und
Migration und somit auch bei der Infiltration ins ZNS. Adhisionsstudien mit MK2-
defizienten U937 Zellen zeigten allerdings keine Verdnderung im Adhisionsverhalten,
welches wesentlich durch VLA-4 bedingt ist. In vitro Studien zur Rolle der MK2 bei der
Expression von VLA-4 mit der Zelllinie U937, legten den Schluss nahe, dass VLA-4 nicht
durch MK2 reguliert ist bzw. die Expression des Molekiils durch MK2 allenfalls leicht
beeinflusst, der Hauptregulationsmechanismus aber ein anderer ist. Allerdings wére

denkbar, dass die Krebszelllinie U937 kein geeignetes Untersuchungsmodell darstellte.
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