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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems
mit meist schubférmigem Verlauf. Sie manifestiert sich entsprechend der Lokalisation der
disseminierten L&sionen mit verschiedenen Symptomen in unterschiedlicher Auspréagung. Die
Atiologie der Multiplen Sklerose ist bis heute nicht vollstindig geklart. Es werden
autoirﬁmunologische Prozesse, Genetik und verschiedene Umwelteinflisse diskutiert.
Pathophysiologisch kommt es zur Einwanderung von aktivierten T-Zellen Uber die
normalerweise undurchléssige Blut-Hirn-Schranke in das zentrale Nervensystem. Wie genau
es zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke kommt, ist unklar. Im zentralen Nervensystem
angelangt, fuhren Makrophagen und Mikroglia zur weiteren Aktivierung und Proliferation der
Lymphozyten. Diese Entziindungsreaktion gipfelt in der Destruktion und im narbigen Umbau
von Myelinscheiden und Neuronen.

Eine wesentliche Rolle bei der Initiierung einer Immunreaktion spielt das angeborene
Immunsystem. Hierbei sind die Toll-like-Rezeptoren von entscheidender Bedeutung. Sie
erkennen bestimmte Strukturen von Erregern sowie spezifische.kt')rpereigene Substanzen.
Durch eine Rezeptor-Aktivierung kann eine Immunreaktion ausgeldst, verstarkt oder
moduliert werden. Der Toll-like-Rezeptor 4 erkennt das Lipopolysaccharid, einen integralen
Bestandteil der Membran Gram-negativer Bakterien, und initiiert nach Kontakt mit diesem
eine Immunreaktion bis hin zum lebensgeféahrlichen Endotoxinschock.

In Lasionen des Zentralnervensystems von Multiple Sklerose-Patienten konnte eine erhdhte
Expression des Toll-like-Rezeptor 4 nachgewiesen werden. Im Tiermodell der Multiplen
Sklerose, der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis, wurde dem Toll-like-
Rezeptor 4 mehrfach eine Rolle in der Erkrankungsmanifestation zugesprochen.

Um den Einfluss des Toll-like-Rezeptor 4 in der Manifestation der Experimentellen
Autoimmunen Enzephalomyelitis ndher zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit
zunéchst der Krankheitsverlauf von Toll-like-Rezeptor 4-defekten C3H/HeJ-Md&usen im
Vergleich zu C3H/HeN-Wildtypen im Rahmen einer Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis in vivo beobachtet. Des Weiteren wurde die Fahigkeit von isolierten
Lymphknotenzellen zur Uberwindung einer experimentellen Blut-Hirn-Schranke untersucht.
Dafir wurden ein in vitro Adhé&sions- und Transmigrationsassay mit einer experimentellen
Blut-Hirn-Schranke mit Lymphknotenzellen der Toll-like-Rezeptor 4-defekten Maduse im
Vergleich zu den Wildtypen durchgefihrt.

Wahrend der Kklinischen Beobachtung konnte festgestellt werden, dass sich die Toll-like-
Rezeptor 4-defekten Mause nach Induktion der Experimentellen Autoimmunen
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Enzephalomyelitis sowohl in der Erkrankungshédufigkeit als auch in der Symptomprasentation
von den Wildtypen unterschieden. Die Toll-like-Rezeptor 4-Mutanten erkrankten seltener als
die Wildtypen und zeigten im Erkrankungsfall ausschlielich Lahmungen der
Extremitatenmuskulatur, wahrend die Wildtypen sowohl Lahmungen als auch
Gleichgewichtsstorungen présentierten. In den in vitro Assays konnte bis auf eine erhohte
Adhasionsfahigkeit der Toll-like-Rezeptor 4-defekten Lymphozyten in der klinischen Phase
kein Unterschied bei den untersuchten Schritten der Uberwindung der experimentellen Blut-
Hirn-Schranke (Adhdasion und Transmigration) zwischen den Toll-like-Rezeptor 4-defeken
Tieren und den Wildtypen festgestellt werden. Die untersuchten pathophysiologischen
Prozesse in den in vitro Assays spiegelten die geringere Anfélligkeit der Toll-like-Rezeptor 4-
defekten Tiere fur die Induktion der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis in
vivo somit nicht eindeutig wider. Es ist daher weitere Forschung nétig, um die
Zusammenhdange besser zu verstehen und ggf. in potenzielle Behandlungsstrategien
umzuwandeln.

Dennoch scheint dem Toll-like-Rezeptor 4 in der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis im Hinblick auf die hier aufgefiihrten Ergebnisse eine Bedeutung zu

zukommen.
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2 EINLEITUNG

2.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS), auch Encephalitis disseminata (ED) genannt, ist eine chronisch-
entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Durch entziindliche Prozesse,
deren Ursache nicht vollstandig geklart ist, kommt es zur Destruktion und zum narbigen

Umbau von Myelin und Neuronen.

2.1.1 Epidemiologie

Weltweit sind ca. zwei Millionen Menschen an MS erkrankt. Die USA z&hlen zwischen
250.000 und 350.000 Betroffene. In Deutschland leiden ca. 120.000 Patienten an der
entziindlichen ZNS-Erkrankung (Flachenecker, 2006). Die MS zéhlt zu den héufigsten
Erkrankungen, die im jungen Erwachsenenalter zu anhaltenden Funktionseinschrankungen
fihren konnen (Compston, Coles, 2002). In 70 % der Falle liegt das Manifestationsalter
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, in selteneren Féllen tritt die Erkrankung auch bereits
vor dem 10. oder nach dem 60. Lebensjahr auf. Frauen sind ca. 2,5-mal hdufiger betroffen als
Ménner. Die hochste Prévalenz wurde in Nordeuropa, Nordamerika, Australien und

Neuseeland festgestellt (Poser, 1994).

2.1.2 Atiologie

Die Atiologie der MS ist bis heute nicht geklart; es werden autoimmunologische Prozesse,
verschiedene Umwelteinfliisse und genetische Pradispositionen diskutiert. Angenommen wird
derzeit ein multifaktoriell bedingter Erkrankungsprozess (Ramagopalan et al., 2010). Die
geographische Verteilung der MS-Préavalenz zeigt einen deutlichen Bezug zum Breitengrad:
die MS-Pravalenz nimmt mit der Nihe zum Aquator ab. Eine Rolle scheint zudem das Alter
der Exposition zu spielen: Migranten, welche vor Erreichen der Pubertdt auswanderten,
nahmen das Erkrankungsrisiko des neuen Landes an; dies galt auch fir ihre Nachkommen.
Wurde dagegen das Heimatland nach der Pubertdt verlassen, zeigten die Migranten das

gleiche Erkrankungsrisiko wie die Menschen des Ursprungslandes (Gale, Martyn, 1995;
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McLeod et al., 2012). Da die Regionen mit niedriger MS-Prévalenz mit einer hdéheren
Sonnenexposition assoziiert sind, wird Vitamin D, ein sonnenabhéngiges Vitamin, als
Kofaktor fur die Krankheitsmanifestation diskutiert (Weinstock-Guttman et al., 2012): es
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass ein erhéhter Vitamin D-Spiegel mit einem
erniedrigten Exazerbationsrisiko fir die Relapsing-Remitting MS (RRMS) einhergeht
(Banwell et al., 2011; Runia et al., 2012). In Anbetracht der geographischen Verteilung der
MS-Risikogebiete (Europa sowie friihere européischen Kolonien wie z.B. Kanada, USA,
Australien, Neuseeland und Sudafrika) und der MS-Verbreitungshistorie werden auch
Infektionen u.a. mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) als Ausloser diskutiert (Kurtzke, 1993;
Ascherio, Munger, 2007). Die Bedeutung genetischer Faktoren konnte in genetisch
epidemiologischen Studien gezeigt werden (Dyment et al., 2004): so sprechen familiare
H&aufungen, eine deutlich erhéhte Erkrankungswahrscheinlichkeit bei Verwanden ersten
Grades von Betroffenen sowie ein erhéhtes Risiko fir monozygote im Vergleich zu dizygoten
Zwillingen (31% versus 5%) flr eine genetische Komponente in der MS-Entwicklung
(Sadovnick, Ebers, 1993; Ebers et al., 1995). Das Erkrankungsrisiko adoptierter Kinder
scheint hingegen das gleiche wie das der Allgemeinbevdlkerung zu sein (Hammond et al.,
2000; McLeod et al., 2012). Bis heute wurden keine ursachlichen Gene der MS identifiziert.
Es besteht eine Assoziation der MS mit dem Haupt-Gewebekompatibilitats-Komplex (major
histocompatibility complex, MHC, oder auch human leucocyte antigen, HLA). Jedoch auch
andere nicht-HLA Genloci konnten mit der MS in Verbindung gebracht werden (Interleukin-7
Rezeptor a, Interleukin-2 Rezeptor o, CDS58, Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor

Superfamilienmitglied 1A, Interferon Regulations-Faktor 8, und CD6) (De Jager et al., 2009).

2.1.3 Kilinik

Das typische klinische Bild der MS zeigt rezidivierende bzw. schubformig auftretende
Symptome, welche unterschiedlicher Form und Auspragung sein kénnen. Unter dem Begriff
des Schubes versteht man das Auftreten neuer oder das Wiederkehren bereits bekannter
klinischer Symptome, welche langer als 24 Stunden anhalten und im zeitlichen Abstand von
mindestens 30 Tagen zu vorangegangenen Schiben auftreten. Welche Symptome wahrend
eines Schubes auftreten, héngt wvon der jeweiligen Lokalisation des aktiven
Entzliindungsherdes im ZNS ab. Durch Entzindungen im Bereich des Sehnervs (z.B.
Retrobulb&rneuritis) entstehen Sehstérungen, wie z.B. Doppelbilder oder Schleiersehen. Im

Bereich der sensiblen Nervenbahnen kdnnen Entziindungen zu Sensibilitatsstérungen, wie
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Parésthesien, Taubheitsgefuhle oder Schmerzen flhren. Bei Affektion des motorischen
Systems werden Paresen der Extremitatenmuskulatur und Veranderungen des Muskeltonus
(z.B. Spastik) beobachtet. Entziindungsherde im Bereich des Hirnstamms oder Kleinhirns
fiuhren zu  Schwindel, Koordinationsstérungen  (z.B.  Ataxie), Sprech- und
Schluckbeschwerden sowie zu Augenmotilitatsstorungen (z.B. Doppelbilder oder
Nystagmen). Ist das vegetative Nervensystem betroffen, sind Blasen- und
Darmfunktionsstorungen sowie sexuelle Funktionseinschrankungen mdglich. Kognitive und
psychische Symptome werden apparent durch Stérungen des Affekts (z.B. Depression) bis
hin zur subkortikalen Demenz im spaten Stadium der MS. Im Verlauf der Erkrankung kann
zudem eine gesteigerte allgemeine korperliche und psychische Ermudbarkeit (Fatigue)
beobachtet werden (Flachenecker et al., 2002).

Es werden folgende Verlaufsformen der MS unterschieden:

e Das klinisch isolierte Syndrom (KIS, engl.: CIS) bezeichnet eine erstmalig festgestellte
Funktionseinschrankung. Ist zu diesem Zeitpunkt bereits eine Lasion innerhalb des
ZNS kernspintomographisch nachweisbar, besteht bereits das erhdhte Risiko, eine
manifeste MS zu entwickeln (Brex et al., 2002; Swanton et al., 2009).

e Der schubférmige Verlauf der Relapsing-Remitting MS (RRMS) stellt mit ca. 80% die
haufigste Auspragung der MS dar. Die Symptome entstehen tber mehrere Tage,
stabilisieren und verbessern sich spontan oder nach Gabe von Steroiden innerhalb von
Wochen.

e In ca. 50 % der Falle wird nach mehreren Jahren eine progrediente Zunahme der
neurologischen Beeintrachtigungen beobachtet, welche von zusatzlichen Schiiben
begleitet werden kann. Hier spricht man von der Sekundar-Progredienten Form der
MS (SPMS).

e Ca. 10% der Betroffenen entwickeln eine Primar-Progrediente MS (PPMS), wobei
sich von Beginn an ein progredienter Verlauf ohne Schiibe zeigt.

Zur Quantifizierung der Funktionseinschrankungen entwickelten Kurtzke et al. 1955 die
Disability Status Scale (DSS). Diese wurde nach einigen Anderungen 1983 zur heute
gebréuchlichen Expanded Disability Status Scale (EDSS) weiterentwickelt. Hiernach wird das
ZNS in 7 funktionelle Gruppen eingeteilt (Tabelle 1). In jeder Gruppe werden entsprechend
der Schwere der Symptome Punkte von 0 — 10 vergeben. Die erreichte Punktzahl gibt
Aufschluss Uber die funktionelle Beeintrachtigung des MS-Patienten insgesamt (Kurtzke,
1983).
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Tabelle 1: Einteilung des ZNS in 7 Funktionsgruppen gemal EDSS

Funktionsgruppe Funktionseinschrankungen Punkte
Pyramidenbahn z.B. Lahmungen 1-10
Kleinhirn z.B. Ataxie, Tremor, Gleichgewichtsstorungen 1-10
Hirnstamm z.B. Sprach-/Schluckstérungen 1-10
Sensorium z.B. Verminderung des Beriihrungssinns 1-10
Blasen-und Mastdarmfunktion | z.B. Harn- bzw. Stuhlinkontinenz 1-10
Sehfunktionen z.B. eingeschrénktes Gesichtsfeld-Skotom 1-10
Zerebrale Funktionen z.B. Wesensveranderung, Demenz 1-10

Fur jede Funktionsgruppe (linke Spalte) werden die auftretenden Symptome im
Erkrankungsfall (Beispiele: mittlere Spalte) nach ihrer Auspragung mit einem Punktwert
quantifiziert (rechte Spalte).

2.1.4 Diagnostik

Zur Diagnostik der MS kommen die nach ihrem Erstbeschreiber benannten McDonald-
Kriterien zur Anwendung. Die 2001 vom International Panel on MS Diagnosis erarbeiteten
und 2005 sowie 2010 weiterentwickelten Kriterien zur Diagnosefindung der MS
berticksichtigen die rdumliche und zeitliche Dissemination von ZNS-Lé&sionen in der
klinischen Présentation und der kernspintomographischen Bildgebung (McDonald et al.,
2001; Polman et al., 2005; Polman et al., 2011). Die aktualisierten McDonald-Kriterien helfen
zu einer schnelleren Diagnosefindung bei Patienten mit einem klinisch isolierten Syndrom
durch vereinfachte Interpretation einer Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) nach dem
Vorschlag der MAGNIMS Research Group (Swanton et al., 2007; Rovira et al., 2009). Hierbei
kann ggf. durch ein einziges MRT die zeitliche und rdumliche Dissemination erkannt und so
die Diagnose MS bereits in einem friihen Stadium gestellt werden (Montalban et al., 2010).
Die Liquoranalyse geht zwar nur noch am Rande in die McDonald-Kriterien ein, ist aber nach
wie vor ein integraler Bestandteil der Diagnosefindung. Sie liefert zusatzliche Informationen
uber erregerbedingte Entziindungen, erhartet die Verdachtsdiagnose einer Grunderkrankung
mit inflammatorischem Charakter oder gibt Hinweise auf eine alternative Diagnose
(Freedman et al., 2005; Miller et al., 2008). Die elektrophysiologisch evozierten Potentiale
(visuell evozierte Potenziale, VEP; somatosensibel evozierte Potenziale, SSEP; motorisch
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evozierte Potenziale, MEP) gehen nicht mehr in die neuen Kriterien der MS-Diagnostik ein,
kdnnen aber erste Hinweise auf eine Funktionseinschrankung geben oder als Pradiktatoren
dienen (Margaritella et al., 2011; Schlaeger et al., 2012). Die optische Koharenztomografie
(OCT) gewinnt als neues diagnostisches Verfahren zunehmend an Bedeutung. Hierbei kénnen

neurodegenerative Prozesse der Retina objektiviert werden (Frohman et al., 2008).

2.1.5 Therapie

Bis heute ist die MS nicht urséchlich therapierbar. Die aktuellen Behandlungsmoglichkeiten
lassen sich in die akute Schubtherapie, die immunmodulierende Basistherapie sowie eine
symptomatische Therapie gliedern. Im akuten Schub ist die intravendse oder orale Gabe von
hochdosiertem Methylprednisolon die Therapie der Wahl (Sellebjerg et al., 2005). Hohe
Kortison-Dosen verkiirzen die Schubdauer durch Suppression der Entzindungsreaktion auf
zelluldrer und humoraler Ebene sowie durch Restauration der Blut-Hirn-Schranke. Bei
Unwirksamkeit ist die Durchfiihrung einer Plasmapherese maglich.

Fur die Langzeit- bzw. Basistherapie des CIS, der RRMS und SPMS stehen
Immunmodulatoren wie Interferon 3 (1a, 1b) und Glatirameracetat (nur fir CIS und RRMS)
zur Verfugung. Diese dienen in erster Linie der Reduktion von Haufigkeit und Schwere der
Schiibe. Beide Therapeutika regulieren die Immunzellen, Verringern die Passage der BHS
und hemmen die Entziindungsreaktion (Ramgolam et al., 2009; Praksova et al., 2012). Als
Eskalationstherapie der RRMS wird bei Versagen der Basistherapeutika Natalizumab, ein o4-
Integrin-Inhibitor, und Fingolimod, ein Modulator der Sphingosin-1-Phosphat Rezeptoren,
empfohlen. Seit 2013 bzw. 2014 stehen zudem neuere verlaufsmodifizierende Medikamente
zur Erstbehandlung der RRMS zur Verfiigung: Alemtuzumab, ein humanisierter
monoklonaler Anti-CD52-Antikorper (Coles et al., 2012), Teriflunomid, ein Dihydroorotat-
Dehydrogenase-Inhibitor, der die Proliferation von Lymphozyten reduziert (O'Connor et al.,
2011) sowie Dimethylfumarat, ein Medikament das das Immunsystem hauptsachlich Uber
eine Aktivierung des Nrf2-Transkriptionsweges zu beeinflussen scheint (Gold et al., 2012). In
besonders schweren Féllen kann zudem auch Mitoxantron und Cyclophosphamid eingesetzt
werden. Sie sind starke bis sehr starke Zytostatika, welche das aktivierte Immunsystem
systemisch dampfen.

Des Weiteren ist die symptomatische Therapie von grof3er Bedeutung. Hierbei kommen neben
Physio- und Ergotherapie sowie Logopadie auch zusétzliche Pharmaka, z.B. Fampridin zur

Verbesserung der Gehféahigkeit (Goodman et al., 2010), zum Einsatz. Zur Behandlung einer
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Blasen- und/oder Mastdarmentleerungsstérung, einer Spastik oder von Schmerzen kann ein
stationdrer Krankenhausaufenthalt notig werden. Ziel aller Behandlungsmanahmen ist in
erster Linie der Erhalt der bestmdglichen Selbststandigkeit der Patienten im Alltag; hierzu ist

die interdisziplinare Betreuung der Patienten zentraler Behandlungsaspekt.

2.2 Theoretische Grundlagen und aktueller Forschungsstand

2.2.1 Pathophysiologie

Als zentraler Mechanismus der Pathophysiologie werden zelluldre Immunreaktionen
angenommen. Histopathologisch ist die MS durch multiple demyelinisierte Lasionen der
weilBen Substanz charakterisiert (Trapp et al., 1998). Diese Lé&sionen (Plaques) sind durch
eine erhohte Infiltration von aktivierten T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten gekennzeichnet (Prat, Antel, 2005; Frohman et al.,
2006). In MRT-Untersuchungen konnte in MS-typischen Lé&sionen eine Stérung der BHS
nachgewiesen werden (Filippi et al., 1996). Allerdings ist unklar, wie genau es zur
Schrankenstérung kommt.

Durch das Tiermodell der MS, die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE),
konnte die Rolle von T-Zellen, insbesondere der CD4+ T-Helferzellen, nachgewiesen werden:
durch eine CD4+ T-Zellaktivierung durch myelinspezifische Antigene oder durch Transfer
von in vitro aktivierten CD4+ T-Lymphozyten in das Empfangertier wurde eine Migration der
Leukozyten Uber die BHS ins ZNS mit konsekutiver Neurodegeneration beobachtet (Becher
et al., 2006). Aktuelle Forschungen richten sich auch auf andere Zell-(Sub-) Populationen,
wie Interleukin (IL)-17 produzierende T-Helfer-Zellen (Th17-Zellen) sowie B—Zellen und
regulatorische T-Zellen (Kasper, Shoemaker, 2010). Es wird angenommen, dass es durch eine
Kombination aus genetischer Disposition, Umweltfaktoren und anderen unbekannten
Faktoren zu einer Fehlregulation der adaptiven Immunantwort auf Eigen-Antigene kommt,
insbesondere der durch Thl17-Zellen vermittelten Immunreaktion. Dadurch kommt es zu
einem Zusammenbruch der Immuntoleranz, was zu einer unkontrollierten Produktion von
spezifischen  Auto-Antikorpern und  pathologischen  T-Zellen mit  konsekutiver
Gewebeentzundung fihrt (Wing, Sakaguchi, 2010).
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2.2.2 Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist derzeit das wichtigste
Tiermodell der Multiplen Sklerose. Heute ist bekannt, dass es durch die Immunisierung der
Tiere zur Aktivierung von Thl und Thl7 CD4+ Zellen durch antigenprasentierende Zellen
(APC) kommt (Rothhammer et al., 2011). Die Folge ist eine Einwanderung von Leukozyten
in das ZNS, eine Expression pro-inflammatorischer Gene und letztlich die Demyelinisierung
der Nervenzellen (Swanborg, 1995; Zekki et al., 2002).

Die EAE kann aktiv oder passiv induziert werden:

e Die aktive EAE (aEAE) wird durch Injektion eines Antigens, z.B.
Ruckenmarkshomogenat syngener Tiere oder durch Myelinkomponenten des ZNS,
wie Myelin Basisches Protein (MBP), Proteinlipidprotein (PLP) oder Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) (Adelmann et al., 1995; Kojima et al., 1997)
in Verbindung mit einem Adjuvans - komplettes Freund-Adjuvans (CFA), eine
Wasser-in-Ol-Emulsion,  die  abgetdtete  Mikroorganismen  (Mycobacterium
tuberculosis) enthalt - induziert. Zusatzlich erhalten die Tiere ein Pertussis Toxin, ein
Endotoxin des Bakteriums Bordetella pertussis (PTX), welches die Rekrutierung von
Leukozyten ins ZNS bewirkt und deren Passage in das Hirnparenchym durch eine
Erhohung der Permeabilitidt der Bluthirnschranke erleichtert (Linthicum et al., 1982;
Kerfoot et al., 2004).

e Die Induktion der passiven EAE (pEAE) erfolgt durch die Injektion
antigenspezifischer T-Zellen, welche zuvor in vitro aktiviert wurden.

Klinisch manifestierte sich die Erkrankung in Abhangigkeit des verwendeten Antigens (z.B.
MOG, PLP, MBP) und Tierstammes (z.B. C3H/HeJ, C57BL/6, SJL/J) unterschiedlich
(Wekerle et al., 1994; Aharoni et al., 2011). Die ,,typische” EAE zeigt einen progredienten
Verlauf mit aufsteigenden L&hmungen, beginnend an Schwanz und Hinterlaufen, mit
histologisch nachweisbaren L&sionen insbesondere im Riickenmark (Gobel et al., 2011). Eine
EAE, welche sich klinisch mit Gleichgewichtsstérungen sowie einer rotatorischen
Komponente von Kopf und Rumpf manifestiert, zeigte histologisch vornehmlich Lasionen im
Kleinhirn und Hirnstamm (Muller et al., 2000; Floris et al., 2004).
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2.2.3 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist eine physiologische Barriere zwischen dem
Zentralnervensystem und dem Blutkreislauf. 1967 konnte die BHS erstmals
elektronenmikroskopisch dargestellt werden (Reese, Karnovsky, 1967). Dabei gelang der
Nachweis der Endothelzellen, welche iiber so genannte ,,Tight Junctions* eng miteinander
verknlpft sind. Die ZNS-Endothelzellen zeigen Eigenschaften, die allen Endothelzellen
gemein sind, jedoch konnte ein spezifisches Gen-Expressions-Profil der humanen cerebralen
Endothelzellen nachgewiesen werden (Kallmann et al., 2002). Neben den Endothelzellen
besteht die BHS aus einer Basalmembran und Perizyten (Abbildung 1), welche neben der
Regulation der Endothelzellen auch als Makrophagen dienen. Astrozyten sind ebenfalls ein
bedeutender Teil der BHS; ihre Auslaufer umgreifen nahezu die gesamte Oberflache der
Mikrogefalie und sind lediglich durch die diinne Basalmembran von ihnen getrennt (Hawkins,
Davis, 2005). Diese zusatzliche Glia-Barriere ist im ZNS, im Vergleich zu anderem Gewebe,
einzigartig. Zu den wichtigsten Funktionen der BHS gehort die Steuerung hochempfindlicher
elektro- und biochemischer Vorgénge, welche elementar flr die komplexen Funktionen des
Gehirns sind. Die BHS stellt dartiber hinaus einen hochselektiven Filter dar, uber welchen die
fir das Gehirn bendtigten Né&hrstoffe aus dem Blutkreislauf selektiv entnommen und die
entstandenen Stoffwechselprodukte wieder abgefiihrt werden. Weiterhin regelt die BHS den
pH-Wert und den Salzgehalt des ZNS und schiitzt es vor im Blut zirkulierenden Erregern,
Toxinen, Hormonen, aber auch vor korpereigenen zirkulierenden Immunzellen. Wird das
Immunsystem jedoch aktiviert, gelangen die Leukozyten uber die BHS in das ZNS und
kdénnen nach Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen eine entziindliche Reaktion ausldsen
(Greenwood et al., 2011).
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Astrozyt
Endothelzelle

Tight junction

Basalmembran

Perizyt

Abbildung 1: Schematischer Querschnitt einer cerebralen Kapillare

Die Kapillarwand ist durch eine Endothelzelle ausgekleidet, deren Enden durch , Tight
Junctions® miteinander verbunden sind. Perizyten befinden sich an der abluminalen
Oberflache der Endothelzellen. Beide Zellen sind von einer Basalmembran umgeben, die auf
der anderen Seite in Kontakt mit den Astrozyten steht.

2.2.4 Einwanderung von T-Zellen in das Hirnparenchym

Die BHS reguliert die Einwanderung von samtlichen Stoffen und Zellen (Wekerle et al.,
1986; Hickey, 1991). Bei aktiven Entziindungsprozessen, z.B. im Rahmen der MS, ist die
Passage von T-Zellen ins ZNS erleichtert. Die Migration von Leukozyten Uber die BHS ist
gemal dem ,,Multi-Step-Modell* ein mehrstufiger Prozess (Abbildung 2) und geschieht in
einem komplizierten Zusammenspiel von verschiedenen Adhésions- und Signalmolekdlen,
welches einer strengen Regulation unterliegt (Butcher et al.,, 1999; Engelhardt, 2006;
Greenwood et al., 2011; Takeshita, Ransohoff, 2012).

e Im ersten Schritt (Rolling/Capture) kommt es durch die Interaktion von leukozytéren
und endothelialen Adhasionsmolekilen der Selektin-Familie zu einem Abbremsen und
Rollen der Leukozyten entlang der Endothelwand.

e Im zweiten Schritt (Aktivierung) werden die Leukozyten durch endotheliale
Chemokine aktiviert, wodurch sie die sekundaren Adhdsionsmolekiile der Integrin-
Familie exprimieren.

e Diese Integrine bewirken im dritten Schritt (Adhasion, Arrest) durch Interaktion mit
den Adhdasionsmolekilen (cell adhesion molecules; CAM) der Immunglobulin (lg)-
Superfamilie eine Anheftung an die Endothelwand. Zu diesen Immunglobulinen
gehoren das vaskuldre Zell-Adh&sionsmolekul-1 (vascular cell adhesion molecul;,
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VCAM-1) und das intercellulare Adhéasionsmolekil-1 (intercellular adhesion
molecule; ICAM-1), welche auf mikrovaskuléren Endothelzellen des ZNS exprimiert
werden.

e Im vierten Schritt (crawling) ,kriechen” die Leukozyten entlang der Endothelwand,
um einen geeigneten Durchtrittsort zu finden.

e Im letzten Schritt (Transmigration) erfolgt schliellich die Durchwanderung der
Lymphozyten durch die Endothelzellen in den perivaskuldren Raum. Hierbei kénnen
die Leukozyten zwischen den Endothelzellen hindurchwandern oder aber einen
transzellularen Weg durch eine Endothelzelle hindurch nehmen (Muller, 2009;
Abadier et al., 2015).

Im perivaskuldren Raum treffen die T-Zellen auf ihre spezifischen Antigene auf den APC,
z.B. perivaskuldre dendritische Zellen. Dies flhrt zu einer Antigen-getriggerten Reaktivierung
der T-Zellen und zur Uberwindung der Glia-Barriere mit Progression in das Hirnparenchym.
Dort aktivieren die T-Zellen lokale Mikroglia, welche wiederum zur Einwanderung weiterer

Leukozyten und zu einer Progression der Entziindungsreaktion beitragen.

(1) (2) (3) ) (3)
Rolling Aktivierung Adhasion Crawling Migration

' Leukozyt

Endothel

Basalmembran Q

Astrozyt

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Multi-Step Modells veréandert nach
Takeshita und Ransohoff et al. (Takeshita, Ransohoff, 2012)

Im 1. Schritt verlangsamt sich die Geschwindigkeit der Leukozyten (1). Durch ihre
Aktivierung (2) adhérieren die Zellen (3) und bewegen sich entlang der Endothelzellschicht
(4), um schlieBlich durch eine einzelne Endothelzelle oder zwischen den Endothelzellen
hindurch zu wandern (5).
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2.3 Das Immunsystem

2.3.1 Die Bedeutung des angeborenen Immunsystems

Das Immunsystem kann in die angeborene und erworbene (adaptive) Abwehr unterteilt
werden: wahrend die adaptive Immunitdt durch antigenaktivierte Lymphozyten mit
konsekutiver  Plasmazellexpansion und antigenspezifischer  Immunglobulinsynthese
gekennzeichnet ist, wird die angeborene Abwehr durch eine grofle Anzahl an
unterschiedlichen Zellen (Monozyten, Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen,
naturliche Killerzellen) sowie geltsten Stoffen (Komplement, Interferone, Akute-Phase-
Proteine, Lysozym, Laktoferrin) repréasentiert, welche sich unspezifisch gegen bestimmte
Strukturen von Erregern richten. Die Einleitung der Immunantwort auf Pathogene sowie die
Modulation der Immunreaktion erfolgt zum grof3en Teil durch das angeborene Abwehrsystem
(Fearon, Locksley, 1996; Aderem, Ulevitch, 2000). Angesichts der enormen Vielfalt und
molekularen Heterogenitat der pathogenen Mikroorganismen sowie der zunehmenden
Mutationsrate ist die angeborene Abwehr nicht auf spezifische Strukturen, sondern auf
molekulare Muster, die so genannten Pathogen-assoziierten molekularen Muster (pathogen
associated molecular patterns, PAMP) der Erreger ausgerichtet (Medzhitov, Janeway, 1997).
Die wichtigsten Vertreter dieser PAMP sind das bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) der
Gram-negativen Bakterien, Lipoteichonsdure der Gram-positiven Bakterien, unmethylierte
DNA und doppelstrangige RNA. Da diese Molekile ausschlieflich durch mikrobielle
Pathogene synthetisiert werden, konnen sie vom humanen Immunsystem nicht als
korpereigen verkannt und falschlicherweise angegriffen werden. Die PAMP werden durch so
genannte Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs) detektiert.
Die PRRs gehdren strukturell verschiedenen Proteinfamilien an: hierzu z&hlen die Lektine,
Proteine und Leucin-reiche Regionen, wie CD14, sowie Lipidtransferasen, wie z.B. das LPS-
Bindeprotein (Fearon, Locksley, 1996; Medzhitov, Janeway, 1997). Auf den Kontakt mit der
Erregerstruktur folgen unterschiedliche Reaktionen, u.a. Phagozytose, die Expression
antimikrobieller Peptide oder eine Sekretion endogener Signalstoffe. PRRs mit Signalfunktion
induzieren durch Erkennung eines PAMP eine Signalkaskade, die zur Expression einer
Vielzahl von Immunitats-assoziierten Genen fihrt; zu diesen PRRs zahlen die Toll-like-
Rezeptoren.

Zwar besteht die Hauptfunktion der PRRs in der Einleitung einer Immunantwort auf

eindringende Pathogene, sie dienen jedoch auch der Erkennung endogener Schadigungs- oder

15



Einleitung

Gefahrsignale (damage-assciated melecular patterns, DAMP) (Rubartelli, Lotze, 2007).
Durch die DAMP kann eine Immunreaktion im Sinne einer sterilen Inflammation ausgelost
werden, weshalb die PRRs auch mit autoimmunen und chronisch entzlndlichen

Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (Janeway, Medzhitov, 2002).

2.3.2 Toll-like Rezeptoren

Toll-ahnliche Rezeptoren (toll-like receptors, TLRs) gehdren zu der Gruppe der PRRs und
dienen als Teil der angeborenen Abwehr der Erkennung von PAMP/DAMP. Sie erhielten
ihren Namen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zum Toll-Protein, welches 1985 durch die
Forschungsgruppe von Nobelpreistragerin Nusslein-Volhard in der Drosophila melanogaster
identifiziert wurde (Anderson et al., 1985). Spater konnte gezeigt werden, dass ein defekter
Toll-Rezeptor der Drosophila, die nur Gber ein angeborenes Immunsystem verfugt, zu einer
erhdhten Anfalligkeit fur Pilzinfektionen fuhrt (Lemaitre et al., 1996). Der erste Nachweis
eines humanen Toll-Homologs (heute TLR4), welches die Genexpression von
Entziindungsmediatoren induziert, gelang 1997 (Medzhitov et al., 1997). Bis heute wurden
insgesamt 11 humane und 13 murine TLRs identifiziert. TLRs werden auf einer Vielzahl von
Immunzellen (Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen, T-Zellen), Nicht-Immunzellen
(Fibroblasten, Epithelzellen) und ZNS-Zellen exprimiert (Akira et al., 2006).

Nach ihrer spezifischen PAMP-Erkennung (Abbildung 3) werden die TLRs in 3 Gruppen
eingeteilt (Kawai, Akira, 2010):

e Dieerste Gruppe, TLR1, 2, 4 und 6, erkennt Lipide. TLR1, TLR2 und TLR6 erkennen
in bestimmter Konstellation Lipopeptide und Lipopolysaccharide von Gram-positiven
Bakterien (Roach et al., 2005). TLR4 erkennt LPS, einen integralen Bestandteil der
Zellmembran Gram-negativer Bakterien.

e  Die Zweite Gruppe, TLR5 und TLR11, wird durch Proteine aktiviert. TLR5 wird v.a.
im Gastrointestinaltrakt exprimiert, wo er bakterielles Flagellin erkennt (Uematsu et
al., 2008). TLR11 erkennt Strukturen von uropathogenen E. coli-Bakterien (Zhang et
al., 2004).

e  Die dritte Gruppe der TLR-Genfamilie bilden TLR3, 7, 8 and 9. Diese TLRs werden
durch bakterielle und virale Nukleinsiure aktiviert. TLR3 wird dabei durch virale
Doppelstrang-RNA (dsRNA), TLR7 und TLR8 durch Imidazoquinoline und virale
Einzelstrang-RNA (ssRNA) aktiviert. TLR9 erkennt unmethylierte CpG-Dinukleotide,

welche sich im bakteriellen und viralen Genom befinden (Kawai, Akira, 2006).
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Zu den korpereigenen Stoffen, die neben den mikrobiellen Strukturen einen aktivierenden
Effekt auf die TLRs ausiiben (endogene DAMP), gehdren u.a. das Hitzeschock-Protein,
geséttigte Fettsduren und andere Stoffe von apoptotischen Zellen (Ohashi et al., 2000).

Die gemeinsamen Strukturmerkmale der Toll-like-Rezeptoren sind die extrazelluléar
gelegenen Leucin-reichen Sequenzen (leucine rich repeats, LRR), mit welchen sie die
PAMP/DAMP erkennen sowie eine zytoplasmatische TIR-Domain (Toll/IL-1Receptor
domain), welche die weitere Signalkaskade einleitet (Kawai, Akira, 2007).

Die TLRs aktivieren durch in der intrazelluldr lokalisierten TIR—-Doméne enthaltenen
Adaptermolekile (TIR domain-containing adaptor molecules) wie MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), TIRAP/Mal (TIR-domaincontaining adaptor/MyD88 adaptor-like),
TICAM1/TRIF (TIRdomain- containing adaptormolecule 1/TIR-domain-containing adaptor-
inducing interferon-y) und TRAM (TRIF-related adaptor molecule) unterschiedliche
Signalkaskaden (Wesche et al., 1997). Die TLR-Aktivierung stoft in Abhéangigkeit des
entsprechenden Adaptermolekiils somit verschiedene Reaktionsketten an (Horng et al., 2002;
Yamamoto et al., 2002; Kawali, Akira, 2006). Gemeinsames Hauptziel der Signalpfade ist die
Aktivierung des nuclear factor (NF)-kB und in Folge die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, u.a. INF-R3, welche zu einer Aktivierung der spezifischen
Abwehr fuhren (Muzio et al., 2000; Zhang, Ghosh, 2001; Takeda, Akira, 2005).

Triacyl Imidazoquinoline,
lipopeptide dsRNA sSRNA Fragellin
Protein von
Diacyl CpG uropathogenen
Leucin-reiche lipopetide LPS Dinukleotide Bakterien
Sequenzen l l 1
TLR1 TLR2 TLR2 TLR6 TLR3 TLR4 TLR7/8 TLR9 TLRS TLRI11

Extrazellular

Intrazelluliar

TIR-Domain

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Toll-like Rezeptoren mit ihren
entsprechenden PAMP, verandert nach Kawai und Akira (Kawai, Akira, 2006)

Toll-like Rezeptoren 1 bis 11 und ihre verschiedenen PAMP. Extrazellular befinden sich die
Leucin-reichen Sequenzen der TLRs, mit welchen die PAMP erkannt werden. Die
intrazellular gelegene TIR-Domain leitet, abh&dngig vom Adaptermolekdil, die weitere
Signalkaskade ein.
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2.3.3 Toll-like Rezeptor 4

Die Funktion des TLR4 als LPS-Rezeptor wurde von dem 2011 mit dem Nobelpreis
ausgezeichneten Bruce A. Beutler und seiner Forschungsgruppe entdeckt (Poltorak et al.,
1998; Poltorak et al., 2000). Identifiziert wurde TLR4 als LPS-Rezeptor aufgrund einer
verminderten Reaktion auf LPS von C3H/HeJ-Mdusen, die durch Punktmutation einen
funktionslosen TLR4 exprimierten. TLR4 wird auf dem Chromosom 9¢32-g33 kodiert und
kann durch Kontakt mit LPS einen lebensbedrohlichen Endotoxinschock auslosen. Nach
Kontakt wird LPS zundchst durch das LPS-binding-protein (LBP) opsoniert und durch CD14
erkannt (Wright et al., 1990). CD14 ist auf der Zelloberflache von Makrophagen lokalisiert
und mit dieser verbunden, kann jedoch kein transmembranes Signal zur intrazellulédren
Verarbeitung weitergeben. TLR4 bildet zusammen mit dem Protein MD2 (myeloid
differentiation factor 2) einen Komplex (Shimazu et al., 1999). Zwei TLR4-MD2-Komplexe
in Verbindung mit dem LPS-LBP-CD14-Komplex fiihren zur Aktivierung des TLR4. Neben
LPS, als mikrobieller Vertreter der PAMP, wurden auch DAMP, wie Hitzeschock-Proteine,
Fibrinogen, Fibronectin, Heparin-Sulfate, 16sliche Hyalurone, LDL, Ganglioside und andere
Signalstoffe als Agonisten von TLR4 identifiziert (Beg, 2002; Marshak-Rothstein, 2006).

Die Bedeutung des TLR4 fur die Entwicklung der EAE und MS wurde bereits vielfach
untersucht. In MS-Ldsionen von symptomatischen Patienten wurde im Vergleich zu gesunden
Probanden eine erhohte Expression von TLR4 auf Mikroglia and Astrozyten festgestellt
(Bsibsi et al., 2002). Durch Applikation von LPS in Nagern konnte sowohl in vitro als auch in
vivo eine TLR4-vermittelte Aktivierung von Mikroglia mit konsekutivem Untergang von
Oligodendrozyten und Neuronen im ZNS nachgewiesen werden (Lehnardt et al., 2002;
Lehnardt et al., 2003; Maezawa et al., 2006). Bei der EAE-Induktion in C57BL/6 Mausen
wurde TLR4 als Ligand fur PTX identifiziert. Nach seiner Aktivierung wurde eine
Einwanderung von Leukozyten in das ZNS, einhergehend mit einer erhdhten Permeabilitét
der BHS beobachtet (Kerfoot et al., 2004). Reynolds et al stellten fest, dass die TLR4-
Aktivierung auf CD4+ T-Zellen sogar entscheidend fur eine wirkungsvolle pEAE-Induktion
ist (Reynolds et al., 2012). Marta et al. postulierten, dass ein funktionsloser TLR4 nach
Induktion der EAE eine Verschlechterung der Symptome, mit einer erhéhten Expression von
proinflammatorischen Zytokinen bewirkt (Marta et al., 2008). In Anbetracht der
unterschiedlichen, zum Teil kontroversen Ergebnisse bleibt die Rolle des TLR4 in der EAE

noch undefiniert.
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2.4  Zielsetzung

Die Bedeutung des angeborenen Immunsystems in der Entwicklung der EAE und MS ist noch
nicht hinreichend geklart. Ein tiefer gehendes Verstandnis dessen kénnte zur Entwicklung
neuer therapeutischer Ansétze in der MS-Behandlung beitragen. Als Teil der angeborenen
Immunabwehr wirken TLRs hauptséchlich als erste Abwehr mikrobieller Erreger. Eine
erhdhte Expression von TLRs in MS-Lasionen lasst zudem eine Rolle in autoimmun-
vermittelten Prozessen erahnen. Zudem konnten Nachweise einer potenziellen Funktion des
TLR4 bei der EAE-Manifestation erbracht werden, auch wenn mdgliche Funktionen bisher
ungeklart sind.

In dieser Arbeit soll die Relevanz des TLR4 in der Pathogenese der aEAE genauer untersucht
werden. Hierzu wird zunéchst der Klinische Verlauf der aEAE in C3H/HeJ-Mé&usen mit
defektem TLR4 im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen in vivo beobachtet. Des
Weiteren soll in vitro gepruft werden, ob isolierte Lymphozyten der TLR4-defekten Mduse
im Vergleich zu den Wildtypen ein unterschiedliches Potenzial aufweisen, in das ZNS
einzudringen. Im Speziellen wird dazu das Adhésions- und Transmigrationsverhalten entlang
einer experimentellen Bluthirnschranke untersucht.

Fragestellungen:

I. Besteht ein Unterschied beim klinischen Verlauf der aEAE in C3H/HeJ-Mdausen
mit funktionslosem TLR4 im Vergleich zu C3H/HeN-Wildtypen ?

Il. Besteht ein Unterschied im Adhasionsverhalten an bEND3-Endothelzellen von
Lymphozyten TLR4-defekter C3H/HeJ-Mé&use im Vergleich zu den C3H/HeN-
Wildtypen im in vitro Adhasionsassay ?

I1l. Besteht ein Unterschied in der Transmigration von Lymphozyten TLR4-defekter
C3H/HeJ-Mduse durch bEND3-Endothelzellen im Vergleich zu C3H/HeN-
Wildtypen im in vitro Transmigrationsassay ?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Geréte

Brutschrank
FACSCanto™ II
Feinwaage
Mikroskop
Wipptisch
Zahlkammer
Zahllinse

Zentrifuge

3.2 Medien und Zusatzstoffe

Antibiotic-Antimycotic
DMEM+GlutaMAX

DMEM

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Eindeckmedium (Entellan®)
Fibronectin 1mg
Formaldehyd 37%

Giemsa

Glutardialdehyd (GDA) 50%
Hanks balanced salt solution (HBSS)
Hepes solution 1M

Isofluran

Kaliumchlorid (KCL)

Laminin from EHS-sarcoma (mouse)

Thermo Fisher Scientific (Waltham MA, USA)

BD (New York, USA)

KERN (Eschenlohe, Deutschland)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Frobel Labortechnik (Lindau, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Sigma (St. Louis MO, USA)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
AMRESCO (Solon OH, USA)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma (St. Louis MO, USA)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Baxter (Deerfield, IL, USA)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
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Natriumazid

Natriumbicarbonat

Natrium Pyrovat

Pen Strep

Pertussis Toxin (PTX)

Proteolipid Protein (PLP) 190-209
Trypanblau

Trypsin-EDTA 25%

3.3 Endothelzellen

Endothelzellen bEND.3

3.4 Versuchstiere

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)
Enzo LifeSciences (Farmingdale, NY, USA
AnaSpec (Fremont, CA, USA)

Sigma (St. Louis MO, USA)

Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

ATCC-LGC Standards (Manassas, Virginia, USA)

Samtliche Versuche wurden mit weiblichen C3H/HeJ-Méausen (n=26, Jackson Laboratory,
USA) und den entsprechenden weiblichen Wildtypen C3H/HeN-Mause (n=26, Charles River,
USA) durchgefuhrt. Bei den C3H/HeJ-Tieren kam es durch eine Spontanmutation zu einem
funktionslosen TLR4 (Mutation im Gen des TLR4, TIrd"%) (Poltorak et al., 1998). Alle

Tiere waren zwischen acht und zehn Wochen alt und hatten Zugang zu Futter und Wasser ad

libitum. Alle Experimente wurden mit Genehmigung des Ministeriums fir Umwelt- und

Verbraucherschutz des Saarlandes durchgefihrt.
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3.5 Tierexperimentelle Methoden

3.5.1 Induktion der aEAE und Versuchsaufbau

Die Induktion der aEAE erfolgte in mehreren Experimentenreihen bei insgesamt 16 TLR4-
Mutanten (C3H/HeJ, TIr4"*% und 16 Wildtypen (C3H/HeN, wt) durch eine subkutane
Injektion von 100 pg PLP 190-209 emulgiert mit CFA und einer intraperitoneale (i.p.)
Injektion von 300 ng PTX an Tag 0. Da auch PTX ein bekannter Ligand des TLR4 ist
(Kerfoot et al., 2004), wurden alle Versuche auch mit Kontrolltieren, die nur mit PTX
behandelt wurden durchgefihrt. Als Kontrollen fungierten insgesamt 10 TLR4-Mutanten und
10 Wildtypen, bei welchen am selben Tag lediglich 300 ng PTX i.p. appliziert wurde (Tabelle
2). Bei den immunisierten Tieren sowie bei den Kontrollgruppen wurde die PTX-Injektion
nach 2 Tagen (Tag 2) wiederholt. Nach der EAE-Induktion wurden die Tiere ber einen
Zeitraum von 26 Tagen regelmaBig gewogen und auf klinische Symptome (Tabelle 3)
untersucht (Abbildung 4).

Induktion
Tag 22 + 3:
EAE Tag 2: Entnahme von
' Injektion Lymphknoten
PTX
4
I | >

Tag O: Tag 11 + 1: Ende der
Immunisierung Entnahme von Beobachtungs-
mit PLP +PTX Lymphknoten zeit
bzw. nur PTX

Regelmaliges Wiegen und Symptombeobachtung

Abbildung 4: Versuchsaufbau von der Immunisierung bis zur Gewebeentnahme

Die Induktion der EAE durch Immunisierung mit PLP erfolgte zum Zeitpunkt Null (Tag 0).
Zeitgleich erfolgte die erste Injektion von PTX. Die Kontrolltiere erhielten nur PTX. Die
zweite PTX Injektion wurde an Tag 2 durchgefiihrt. Hiernach erfolgte die regelmaRige
Gewichts- und Symptomkontrolle der Tiere. Die Entnahme der Lymphknoten fir die in vitro
Versuche erfolgte an Tag 11 + 1 und Tag 22 + post injectionem.
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Fur die in vitro Versuche wurden inguinale und axillare Lymphknoten entnommen. In der
pra-klinischen Phase der EAE, d.h. zu einem Zeitpunkt ohne zu erwartende oder apparente
Klinische Symptome, durchschnittlich am 11. Tag post injectionem (p.i.), erfolgte die
Gewebeentnahme bei 12 immunisierten Tieren (6x TIrd*™% 6x wt) und 8 nicht-
immunisierten Kontroll-Tieren (4x TIr4"*s% 4x wt). In der klinischen Phase, durchschnittlich
am 22. Tag p.i., wurden die Lymphknoten bei 13 immunisierten Tieren (7 x TIr4"%: 6x wt)
und bei 10 Kontrolltieren (5x TIr4“*%: 5x wt) extrahiert (Tabelle 2). Bei den restlichen 5
immunisierten (2 x TIr4*s%: 3x wt) und 2 Kontroll-Tieren (1x TIr4">%: 1x wt) erfolgten keine

in vitro Versuche.

Tabelle 2: Versuchstiergruppen und Anzahl der Versuchstiere

Anzahl Versuchstiere (n)

in vitro in vitro

Versuchstiergruppen Phanotyp gesamt | Tagll | Tag 22
Immunisierte Tiere C3H/HeJ (TLR4-Mutant) 16 6 7
(EAE) C3H/HeN (Wildtyp) 16 6 6
Nicht-immunisierte C3H/HeJ (TLR4-Mutant) 10 4 5
Tiere C3H/HeN (Wildtyp) 10 4 5

Anzahl der immunisierten und nicht immunisierten Versuchstiere insgesamt sowie Anzahl der
Tiere, die fur die in vitro Versuche in der pra-klinischen (Tag 11) und Klinischen Phase (Tag
22) berticksichtigt wurden.

3.5.2 Klinischer Verlauf der EAE

Alle Tiere wurden klinisch auf die zwei Hauptsymptome der EAE untersucht: La&hmungen der
Extremitatenmuskulatur (aszendierende Parese) und Koordinations- bzw.
Gleichgewichtsstorungen (axiale Rotation). Gemé&ll Tabelle 3 wurden fir beide
Hauptsymptome Punktwerte entsprechend der Symptomschwere vergeben (Tuohy et al.,
1988; Greer et al., 1996).
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Tabelle 3: Symptomauspragung in der EAE und entsprechende Punktwerte

Aufsteigende Parese Axiale Rotation
Keine Symptome 0 | Keine Symptome 0
Verminderter Schwanztonus, )

) 1 | Leichte Kopfwendung 1
schwerfélliger Gang
Schwanzatonie, deutlich schwerfélliger _

o ) 2 | Deutliche Kopfwendung 2

Gang, Schwierigkeit sich aufzurichten
Schwéche der Hinterlaufe 3 | Schwankende Gang 3
Paraplegie 4 | Auf der Seite liegend 4
Moribunder Zustand 5 | Standiges Seitwartsrollen 5

Die linke Spalte gibt die 5 Schweregrade der aufsteigenden Parese mit entsprechendem
Punktwert wieder. In der rechten Spalte sind die Symptome der axialen Rotation
wiedergegeben.

3.5.3 Préparation von Lymphknoten
Die zu préparierenden Tiere wurden durch Isofluran-Narkose getotet. Axilla und Leiste
wurden vorsichtig frei préapariert. Die inguinalen und axillaren Lymphknoten wurden mittels

Schere und Pinzette entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in 5 ml Waschpuffer

aufgenommen.

3.6  Zellkultur und Zellbiologische Methoden

3.6.1 Medien und Gebrauchsldsungen

Endothelzellmedium DMEM + GlutaMAX + 10 % FCS + 1 % Antibiotic-
Antimycotic
FACS-Puffer Aqua dest. + 10% 10x PBS + 4% FCS + 0,4% 2,5M NaNj3

24



Material und Methoden

Fetales Kalberserum (FCS)

Formaldehyd-Loésung 1%

Gefriermedium (flir bEND3
und Leukozyten)
GDA 2,5%

Giemsa-L06sung

HBSS steril

Phosphate buffered saline
(PBS) 10x

PBS 1x
Waschpuffer

Zellmigrationsmedium
(MAM)

3.6.2 Endothelzellkultur

3.6.2.1  Kultivieren

FCS wurde 20 Minuten bei 56°C inaktiviert

Formalin (37% Stammldsung) wurde mit Aqua dest.
verdlnnt
40% DMEM + 50% FCS + 10% DMSO

GDA 50% wurde mit 1x PBS auf 2,5% verdinnt

Giemsa 1:20 Verdunnung mit Aqua dest.

HBS wurde in Aqua dest. gelost und auf einen pH-Wert
von 7,4 eingestellt und steril Gber einen Milliporefilter
filtriert.

Fur 1 Liter wurden

8,0 g/l Natriumchlorid

0,2 g/l Kaliumchlorid

1,44/l Dinatriumhydrogenphosphat

0,24 g/l Kaliumdihydrogenphosphat

mit Aqua dest. (pH-Wert 7,4) auf 1Liter aufgefullt

10x PBS wurde 1:10 mit Aqua dest. verdunnt
HBSS steril wurde mit 10% FCS und 2,5% 1M Hepes

DMEM+GlutaMAX + 2,5% Hepes + 5% FCS + 1% Pen-
Strep

Die bEND.3 Zellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen (BD, New York, USA) bei 37° C,
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit bis zu ihrer Konfluenz inkubiert. Alle 3-4 Tage wurde das

Medium gewechselt und die Zellen bei Konfluenz passagiert.

25



Material und Methoden

3.6.2.2  Passagieren

Konfluierende Endothelzellen wurden je nach Dichte im Verhéltnis 1:1 - 1:3 auf neue
Zellkulturflaschen verteilt. Hierfir wurde das N&hrmedium mittels Glaspipette aus den
Zellkulturflaschen abgesaugt. Die Zellen wurden 3-5 Min mit 5 ml ca. 37° C warmem
Trypsin-EDTA inkubiert und abgel6st. Die gelosten Zellen wurden abpipettiert, sofort in 5 ml
Endothelzellmedium aufgenommen und 8 Minuten lang bei 4° C und 1200 rpm sedimentiert.
Nach Absaugen des flussigen Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml Endothelzellmedium

aufgenommen und direkt wieder auf 25 cm? Zellkulturflaschen verteilt.

3.6.2.3  Einfrieren und Auftauen

Maximal 8 Millionen Zellen wurden nach dem Ernten und Pelletieren in 1 ml Gefriermedium
aufgenommen und in 1,8 ml Gefrier-Tubes gegeben. Diese wurden in Gefrierschalen bei -80°
C gelagert und nach einigen Tagen in flussigen Stickstoff tberfihrt.

Zum Auftauen wurden die 1,8 ml Tubes in einem 37° C warmen Wasserbad aufgetaut. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension zigig in 10 ml Endothelzellmedium aufgenommen.
Nach dem Pelletieren wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen in Endothelzellmedium

resuspendiert und auf 3-4 25 cm? Zellkulturflaschen verteilt.

3.6.3 Herstellung einer Lymphknoten-Zellsuspension

Die entnommenen Lymphknoten wurden in ca. 5 ml Waschpuffer homogenisiert, tber einen
Zell-Filter (Filter Cell Strainer, BD, NY, USA) in ein Zentrifugenréhrchen (Sarstedt,
Nurnberg, Deutschland) gegeben und 8 Minuten mit 1200 rpm zentrifugiert. Die pelletierten
Lymphknotenzellen wurden in 1 ml MAM aufgenommen und gezéhlt. Im Anschluss wurde
die Zellsuspension fiir das Adhasions- oder Transmigrationsassay hergestellt. Uberschiissige

Zellen wurden zur Weiterverwendung eingefroren.
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3.6.4 Adhésionsassay

Ein 16 Kammer-Objekttrager (ChamberSlide, Thermo Fischer Scientific, Watham MA, USA)
wurde zunéchst mit Fibronectin beschichtet. Hierzu wurde die Stocklésung von Fibronectin 1
mg/ml im Verhéltnis 1:20 verdinnt um eine Gebrauchsldsung von 50 pg/ml zu erhalten. Die
16 Kammern wurden mit 50 pl des verdiinnten Fibronectins 40 Minuten bei 37°C inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden bEND3 Zellen aus 25 cm? Zellkulturflaschen durch o.g. Verfahren
mit Trypsin-EDTA abgel6st. Nach 40 Minuten wurde der 16 Kammer-Objekttrager aus dem
Brutschrank genommen. Aus jeder Kammer wurde (berstehendes Fibronectin vorsichtig mit
einer Glaspipette abgesaugt und einmal mit 100 pl 1x PBS pro Kammer gewaschen. Dann
wurden pro Kammer 20.000 Endothelzellen in 200 ul Endothelzellmedium gegeben und bis
zu ihrer Konfluenz 2 Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen ihre
Konfluenz erreicht hatten, wurden alle Kammern des Objekttragers zweimal mit MAM
gewaschen. Die zuvor hergestellte Zellsuspension aus Lymphknotenzellen wurde so verteilt,
dass sich pro Kammer 300.000 Zellen in 200 pl MAM befanden (Abbildung 5). Direkt nach
der vorsichtigen Zugabe der Zellen auf den Endothelzellrasen wurde der Kammer-
Objekttrager fir 40 Minuten bei 4° C zentral auf einen Wipptisch gelegt. Nach 20 Minuten
erfolgte eine Achsendrehung des Objekttrdgers um 90°. Um nicht-adherierende
Lymphknoten-Zellen abzuwaschen, wurden die 16 Kammern nach den 40 Minuten vorsichtig
vom Objekttrégers abgeldst und dieser Objekttrager mit dem darauf verbleibendem Zellrasen
und den Lymphknotenzellen hochkant einmal von jeder Seite in 1x PBS getaucht. Im
Anschluss erfolgte die Fixierung der adharierenden Zellen in 2,5% Glutardialdehyd fiir 2
Stunden. Danach wurde der Objekttrager bis zur Zellzahlung in 1x PBS bei 4° C aufbewahrt.

Die Auswertung des Adhésionsassays erfolgte am Lichtmikroskop. Die Anzahl der
adhdrierenden antigen-spezifischen Zellen wurde in funf zufallig gewahlten Arealen pro

Kammer bestimmt und pro mm? berechnet. Die Werte wurden pro Kammer gemittelt.
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\ Lymphozyten
°

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Adhéasionsassays

In jeder Kammer des 16-Kammer-Objekttragers befinden sich konfluente Endothelzellen (1).
Die frisch hergestellte Zellsuspension mit Lymphozyten wurden pro Kammer verteilt (2) und
fir 4 Stunden in den Kammern belassen (3). Nach Spilung des Assays wurden die
verbleibenden adhérierenden Zellen quantifiziert (4).

3.6.5 Transmigrationsassay

Das Transmigrationsassay wurde mit einer 24-Kammer-Platte (BD, NY, USA) mit 12
einsetzbaren Netzen mit einer semipermeablen Membran (5 pum PorengroRe) durchgefiihrt.
Zunéchst erfolgte die Beschichtung der Netze mit Laminin. Um eine Gebrauchslésung von
Laminin 50 pg/ml zu erhalten, wurde die Stocklésung von 0,5 mg/ml im Verhéltnis 1:10 mit
1xPBS verdunnt. Jedes Netz wurde mit 50 pl der Gebrauchslosung beschichtet und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und die
Netze eine Stunde unter der Sterilbank getrocknet. Konfluente Endothelzellen in 25 cm?
wurden zwischenzeitlich nach o0.g. Methode abgel6st und gezahlt. Eine Zellsuspension von
50.000 Zellen in 200 pl Endothelzellmedium pro Netz wurde hergestellt und in die
getrockneten Netze verbracht. Bis zu ihrer Konfluenz wurden die Endothelzellen 2 Tage bei
37°C inkubiert. Hiernach wurde der Uberstand des bEND3-Mediums aus den Netzen
vorsichtig abgesaugt. Im Anschluss wurden die Netze luftblasenfrei in zuvor mit ca. 600 pl
MAM Dbefillte Kammern eingesetzt. Die zwischenzeitlich aus dem entnommenen
Lymphknoten-Gewebe hergestellte Zellsuspension wurde nun so verteilt, dass sich pro Netz
1.000.000 Zellen in 100 pl MAM befanden (Abbildung 6). Die Kammer-Platte wurde im
Anschluss fur vier Stunden bei 37° C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Netze

vorsichtig wieder herausgenommen und in einer neuen Kammerplatte bis zur Fixierung und
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Giemsa-Farbung aufbewahrt. Die durch Transmigration durch das Netz in die mit MAM
gefullte Kammer gelangten Zellen wurden in TruCount-Réhrchen (BD, NY, USA) zur FACS-
Analyse pipettiert. Um alle transmigrierten Zellen zu gewinnen, wurde jede Kammer
abschlieBend mit 1 ml MAM gespilt und dann das MAM-Zellgemisch ebenfalls in das
TruCount-Rorchen pipettiert. Im Anschluss erfolgte die FACS-Analyse.

\ Lymphozyten
o

Endothelzellen
(1) (2) (3) 4)

Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Transmigrationsassays

In jeder Kammer der 24 Kammer-Platte befinden sich Netze mit semipermeabler Membran,
auf denen konfluierende Endothelzellen haften (1). Frisch entnommene Lymphozyten wurden
in das Netz gegeben und dort fiir 4 Stunden belassen (2). Die durch die Endothelzellschicht
und das Netz transmigrierten Zellen wurden nach Entfernung des Netzes schliellich
quantifiziert (3 und 4).

3.6.6 FACS-Analyse

Zur Quantifizierung der transmigrierten Zellen wurde eine durchfluBzytometrische FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) Analyse durchgefiihrt. Mittels TruCount-Réhrchen
wurde die absolute Anzahl von Leukozyten in der Probe bestimmt. Die TruCount-Methode
beruht darauf, dass sich nach Zugabe der Zellsuspension in das TruCount-Rohrchen ein
lyophilisiertes Sediment am Boden des Rohrchens auflost und eine bekannte Anzahl von
fluoreszierenden Mikropartikeln freisetzt. Durch Division der gemessenen Ereignisse der
Zellen durch die gemessenen Ereignisse der Mikropartikel multipliziert mit der
Mikropartikelkonzentration wurde die absolute Anzahl der Leukozyten in einem definierten
Volumen berechnet.
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3.6.7 Fixierung und Farbung der Insert-Membran

Um die Konfluenz der Endothelzellen auf den semipermeablen Netzen der 24 Kammer-Platte
nach dem Transmigrationsassay zu beurteilen, wurden die Netze fixiert und gefarbt. Hierzu
wurden sie zunéchst in 1xPBS gewaschen. 50 pl 37% Formalin wurden uber den Boden einer
Kammer verstrichen und die Netze im Anschluss wieder eingesetzt und tber Nacht fixiert.
Zur farbunterstutzten Darstellung des Endothelrasens wurden die Endothelzellen mit Giemsa
gefarbt. In jedes Netz wurden 100 pl der Giemsa-Ldsung gegeben. Nach einer Einwirkzeit
von 10 Minuten wurde der Uberstand abpipettiert, und die Netze wurden Gber Nacht bei
Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet. Die gefarbten Inserts wurden mit einem

EinschluBmedium auf Objekttrager fixiert und unter dem Lichtmikroskop beurteilt.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Prism (Prism GraphPad Software, USA) durchgefihrt.
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Prozentzahl oder als Mittelwert =+
Standardabweichung (SD) bzw. Mittelwert + Standardfehler (SEM). Zur Berechnung der
Signifikanz wurde der t-Test angewendet. Als statistisch signifikant wurde p < 0,05

angenommen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Klinischer Verlauf der aEAE bei TIr4"*%-Mausen in vivo

Zur Klarung der Frage, inwiefern sich Symptome und Erkrankungsverlauf im Rahmen der
aEAE bei TIr4"*“-Tieren von den Wildtypen unterscheiden, wurden die Tiere nach aEAE-
Induktion regelmé&Rig auf klinische Symptome untersucht und das Gewicht dokumentiert.
Insgesamt erkrankten nach Induktion der aEAE 22 % der immunisierten TIr4""*%-Tiere (2 von
9 Tieren); die immunisierten Wildtypen wiesen dagegen eine Erkrankungshéufigkeit von 67
% auf (6 von 9 Tieren; Abbildung 7). Neben der Erkrankungsh&ufigkeit wurde im
Erkrankungsfall auch ein Unterschied in der Symptomprasentation zwischen TIr4-"-Tieren
und Wildtypen beobachtet. Die erkrankten TIr4-"*9-Mzuse entwickelten ausschlieRlich
Symptome einer aszendierenden Parese. Gleichgewichtsstorungen (axiale Rotation) wurden
nicht beobachtet. Die erkrankten Wildtypen zeigten zum Teil beide Symptome: 83 % der
erkrankten Wildtypen (5 von 6 Tieren) wurden durch eine aszendierende Parese
symptomatisch; 50 % (3 von 6 Tieren) entwickelten Symptome einer axialen Rotation; und 33
% (2 von 6 Tieren) zeigten beide Symptome gleichzeitig (Abbildung 7).

Im Gegensatz zu den Wildtypen zeigten die beiden erkrankten TIr4**%-Mause eine friihe
Erkrankungsmanifestation. Der Symptombeginn wurde an Tag 16 p.i. festgestellt. Es zeigte
sich ein rasch progredienter Krankheitsverlauf mit einer maximalen Ausprédgung der
Lahmungen vor der Gewebeentnahme am 17. Tag p.i.. Bei den erkrankten Wildtypen wurde
der Erkrankungsbeginn durchschnittlich an Tag 20 + 2,5 p.i. beobachtet. Es zeigte sich bei
den Wildtypen ein etwas langsamerer Krankheitsprogress als bei den TIr4"*%-Tieren: tber 2-
3 Tage konnte bei den Wildtypen eine Progredienz der Symptome bis zu einer maximalen
Auspragung mit einem Punktwert von 4 + 1 an Tag 22 + 3 p.i. (aszendierende Parese: 21 + 4

p.i.; axiale Rotation; 22 £+ 1 p.i.) beobachtet werden.
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Abbildung 7: Prozentuale H&aufigkeit der Symptome im Erkrankungsfall
Insgesamt erkrankten 67% der Wildtypen und 22% der TIr4"*-Tiere (links). Dabei
entwickelten alle erkrankten TIr4""“-Tiere sowie 83% der Wildtypen Symptome einer
aszendierende Parese (Mitte). Eine axiale Rotation konnte bei keinem der TIr4“"*“Tiere
festgestellt werden (0%), jedoch bei 50% der erkrankten Wildtypen (rechts).

GewichtsmaRig konnte eine signifikante Unterlegenheit ohne Krankheitswert aller Tlr4-"s-
Tiere gegeniiber den Wildtypen festgestellt werden (Mittelwert + SD: TIr4-*9 219 + 2,0
versus wt 24,0 + 1,4; p=0,0014)

Dariiber hinaus wurde bei den immunisierten, asymptomatischen Tlr4-"*9-Tieren im
Vergleich zu den ebenfalls asymptomatischen Wildtypen weder in der pra-klinischen noch in
der klinischen Phase eine signifikante Gewichtsverdnderung festgestellt (Mittelwert + SD:
pra-klinische Phase: TIr4"*% 21 8 + 1,0 versus wt 24,6 + 0,8; klinische Phase: TIr4-"*% 22,5 +
0,8 versus wt 25,0 + 1,8).

Im Erkrankungsfall konnte bei den immunisierten TIr4""*%- und wt-Tieren, zeitgleich mit der
Symptomentwicklung im Sinne einer aszendierenden Parese bzw. axialen Rotation, ein
Gewichtsverlust detektiert werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Gewicht der symptomatischen Wildtypen bei maximaler
Krankheitsauspragung vor Gewebeentnahme im Vergleich zu den klinisch gesunden
immunisierten Tieren

Bei maximalen Symptomausprdgung (Tag 22 + 3 p.i.) zeigte sich eine signifikante
Gewichtsabnahme (**= p<0,01)
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4.2 Adhasionsfahigkeit von TIr4“"*%-Lymphozyten an bEND.3 Endothelzellen in vitro

Bei der Einwanderung von Lymphozyten in das Hirnparenchym stellt die Adhéasion der Zellen
am Endothel gemall dem Multistep-Modell einen von funf entscheidenden Schritten der Blut-
Hirn-Schranken-Uberwindung dar. Um zu untersuchen, ob TIr4""*%-Lymphknotenzellen ein
veréndertes Adhéasionsverhalten aufzeigen, wurde die Adhdsionsfahigkeit von isolierten
TIr4">%-Lymphozyten an bEND.3 Endothelzellen im Vergleich zu Lymphozyten von
Wildtypen im Adhdsionsassay in vitro getestet. Die Entnahme der Lymphknoten sowie die
Zellisolierung erfolgte in der pré-klinischen Phase an Tag 11 £ 1 p.i. sowie in der klinischen
Phase an Tag 22 + 3 p.i..

Nach durchschnittlich 11 Tagen p.i. ohne klinisch apparente Symptome zeigte sich kein
Unterschied im Vergleich der Anzahl adharierender Zellen der immunisierten TIr4"*~“-Tiere
und der immunisierten Wildtypen in den Adhésionsassays (Mittelwert + SEM: TIr4**~959,7 +
16,8 versus wt 60,8 £ 19,7; p= 0,97; Abbildung 9). Auch im Vergleich zu den nicht-
immunisierten Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl an
adhérierenden Zellen (Mittelwert + SEM: TIr4"*>% 40,0 + 12,9; wt 43,3 + 14,0).

100-
E wt

80 3 Tirgtesd

Absolute Anzahl adherierender Zellen

nicht-immunisierte
Tiere

Abbildung 9: Adhéasionsfahigkeit von Zellen immunisierter (EAE) und nicht-
immunisierter Tiere in der pra-klinischen Phase

Im Vergleich der Anzahl adhérierender Lymphozyten im Adhasionsassay von TIr4"*%-Tieren
und Wildtypen an Tag 11 = 1 p.i. zeigte sich weder ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den immunisierten Tieren (EAE) noch im Vergleich zu den nicht-immunisierten
Tieren.
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In der klinischen Phase, durchschnittlich am 22. Tag p.i., konnte eine signifikant erhohte
Anzahl von adharierenden Zellen der immunisierten TIr4-"*“-Tiere im Vergleich zu den
immunisierten Wildtypen festgestellt werden (Mittelwerte + SEM: TIr4-9 42,7 + 6,5 versus
wt 15,4 + 3,2; p= 0,007 (**= p<0,01; Abbildung 10)).
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Abbildung 10: Adhasionsfahigkeit von Lymphknotenzellen immunisierter (EAE) und
nicht- immunisierter Tiere in der klinischen Phase

Es zeigte sich eine signifikant erhdhte Zelladhédsion der Lymphozyten der immunisierten
TIr4"**_Tiere im Vergleich zu den immunisierten Wildtypen an Tag 22 + 3 p.i. (**=
p<0,01).
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4.3 Transmigrationsfahigkeit von TIr4-"“-Lymphozyten an bEND.3 Endothelzellen in
vitro

Die Transmigration von Lymphozyten Uber die Blut-Hirn Schranke stellt den letzten
entscheidenden Schritt im Prozess der Einwanderung von Entziindungszellen ins
Hirnparenchym dar. Im Transmigrationsassay wurde untersucht, ob und in wieweit

TIr4">-Lymphozyten ein verandertes Transmigrationsverhalten durch eine bEND.3
Endothelzell-Schicht im Vergleich zu Wildtypen in vitro aufweisen. Hierzu wurden die
Lymphozyten in gleicher Weise wie beim Adhésionsassay aus extrahierten Lymphknoten
isoliert. In der pra-klinischen Phase (ohne klinische Symptome) erfolgten die
Gewebeentnahme an Tag 11 + 1 p.i. und in der Kklinischen Phase an Tag 22 £ 3 p.i.. Im
Transmigrationsassay erfolgte die Migration der Zellen durch eine semipermeable Membran.
Die transmigrierten Zellen wurden schliel3lich durch einen FACScan quantifiziert.

Weder in der préa-klinischen (Abbildung 11) noch in der klinischen Phase (Abbildung 12) der
aEAE zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Phénotypen beim
Vergleich der Anzahl transmigrierter Zellen durch eine semipermeable Membran (Mittelwerte
+ SEM: Tag 11: TIr4">% 37628 + 5652 versus wt 34597 + 5733; p= 0,71 (Abbildung 11);
Tag 22: TIr4""*9 39123 + 4500 versus wt 44917 + 6582; p=0,46 (Abbildung 12)).
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Abbildung 11: Transmigrationsféhigkeit von Lymphozyten immunisierter (EAE) und
nicht-immunisierter Tiere in der pra-klinischen Phase

Im Transmigrationsassay an Tag 11 £+ 1 p.i. wurde kein statistisch signifikanter Unterschied
im Vergleich der Anzahl transmigrierter Zellen von TIr4"**%- und wt-Tieren festgestellt. Die
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immunisierten Tieren (EAE) und die nicht-immunisierten Tiere beider Phanotypen wiesen
eine ahnliche Transmigrationsfahigkeit auf.

In der Klinischen Phase zeigten die immunisierten Tiere beider Phénotypen im Vergleich zu
den nicht-immunisierten Tieren einen Trend zu einer erhdhten Zelltransmigration im Rahmen
der aEAE (Abbildung. 12). Dieser Trend zeigte sich jedoch nur bei den Wildtypen statistisch
signifikant (Mittelwerte + SEM: wt immunisiert 44917 + 6582 versus wt nicht-immunisiert
24906 + 2198; p=0,042 (*=p<0,05); TIr4"**" immunisiert 39123 + 4500 versus Tlr4-*>¢
nicht-immunisiert 26648 + 2004; p=0,092).
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Abbildung 12: Transmigrationsfahigkeit von Lymphozyten immunisierter (EAE) und
nicht-immunisierter Tiere in der Klinischen Phase

An Tag 22 = 3 p.. wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl
transmigrierter Zellen zwischen immunisierten (EAE) TIr4-"%- und wt-Tieren festgestellt. Es
zeigte sich eine Trend zu einer erhdhten Anzahl transmigrierter Zellen bei den immunisierten
TIr4"s%- und wt-Tieren im Vergleich zu den nicht-immunisierten Tieren, bei den Wildtypen
statistisch signifikant (*=p<0,05).
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5 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, inwiefern Unterschiede im klinischen Verlauf der EAE
in vivo, sowie im Adhasions- und Transmigrationsverhalten von extrahierten Lymphozyten in
vitro zwischen TLR4-defekten und Wildtyp-Tieren bestehen. Die bisher zu diesem Thema
verOffentlichten  Untersuchungen anderer Forschungsgruppen zeigen uneinheitliche
Ergebnisse, insbesondere im Hinblick auf die Erkrankungsmanifestation und den
Krankheitsverlauf der EAE.

Die in unseren Untersuchungen gemachten Beobachtungen ergaben im Rahmen der aEAE
eine deutlich geringere Erkrankungshdufigkeit der Tiere mit funktionslosem TLR4 gegeniber
den Wildtypen (22 % versus 67%). Zudem unterschieden sich die Stdmme im
durchschnittlichen  Erkrankungsbeginn (Tag 16 wversus Tag 20) sowie in der
Symptomprésentation:  die  TLR4-defekten =~ Ma&use  entwickelten  neben  den
Lahmungserscheinungen keine Gleichgewichtsstorungen im Sinne einer axialen Rotation. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Kerfoot et al. bei TLR4-defizienten C57BL/10ScCr Mausen.
Auch dort wurde eine verminderte Erkrankungshéaufigkeit (45% vs. 90%) der TLR4-
defizienten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt (Kerfoot et al., 2004). Es
wurden jedoch auch gegenteilige Ergebnisse mit einer Zunahme von Symptomen nach
Immunisierung von TLR4-defizienten C57BI/6 Méusen im Vergleich zu Wildtypen
beschrieben (Marta et al., 2008) oder gar eine fehlende Relevanz des TLR4 bei der EAE-
Manifestation in C57BL/6 Mausen (Miranda-Hernandez et al., 2011) postuliert.

Bisher wurden 2 Hauptsymptome im Rahmen der EAE festgestellt: 1. die axiale Rotation als
Ausdruck einer Affektion des vestibularen Apparates, des Cerebellums oder des Hirnstammes
sowie 2. die aszendierende Parese, welche auf eine Lasion im Ruckenmark hindeutet. In einer
Publikation von Muller et al. beschreiben die Autoren die Entwicklung einer axialen Rotation
bei allen untersuchten C3H/HeJ-Tieren nach EAE-Induktion mit PLP; die Symptome zeigten
sich, vergleichbar mit unseren Beobachtungen, bereits zu einem frihen Zeitpunkt
(durchschnittlich an Tag 17) mit einem rapiden Krankheitsverlauf innerhalb von 12 Stunden
(Muller et al., 2000). Einige Jahre spater préasentierte die gleiche Forschungsgruppe jedoch
neue Ergebnisse nach EAE-Induktion bei C3H/HeJ-Mdusen, wobei die Tiere beide
Symptome (axiale Rotation und aszendierende Parese) entwickelten (Muller et al., 2005). In
unseren Untersuchungen stellte sich dies jedoch anders dar: die beiden erkrankten Tir4-Psd-
Mause wurden nur durch eine aszendierende Parese symptomatisch. Der GroRteil (83%) der
erkrankten Wildtypen zeigte ebenfalls eine aszendierende Parese, nur 50 % der Wildtypen
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entwickelten Symptome einer axialen Rotation. Diese Ergebnisse bestatigen die
Beobachtungen von Gobel et al., die feststellten, dass 60% der untersuchten C3H/HeJ-Tiere
nach EAE-Induktion mit PLP Symptome einer aszendierenden Parese entwickelten. Auch in

dieser Studie wurden keine Gleichgewichtsstérungen beschrieben (Gobel et al., 2011).

Beim Vergleich unserer Ergebnisse mit den genannten Studien mussen jedoch der
immunisierte Tierstamm und die Immunisierungs-Methode (MOG, PLP etc.) berucksichtigt
werden: so bestehen beispielsweise groRe Unterschiede hinsichtlich der Anfalligkeit fur eine
PLP-induzierte EAE in verschiedenen Mausstammen, die bereits 1988 von Tuohy et al.
beschrieben wurden (Tuohy et al., 1988). Auch Gobel et al. zeigten, dass mit MOG
immunisierte C3H/HeJ-Tiere keine Symptome entwickelten, wohingegen bei C57BI/6-Tieren
durch MOG stets eine aszendierende Parese induziert werden konnte (Gobel et al., 2011). Ein
direkter Vergleich der Studien mit unseren Ergebnissen ist somit nur eingeschréankt moglich.
Man kann natirlich nicht ausschlieBen, dass bei der klinischen Beobachtung einer grofieren
Population der TLR4-defekten Tiere doch Symptome einer axialen Rotation festzustellen
gewesen waéren, dennoch bestatigen die hier aufgefiihrten Ergebnisse die jiingst publizierten
Klinischen Beobachtungen der Tiere mit defektem TLR4 und sprechen deutlich flr eine
relevante Funktion des TLR4 in der EAE- Manifestation.

Die in vitro Versuche dienten der Untersuchung, ob sich die Fahigkeit zur Uberwindung der
experimentellen BHS bei TLR4-defekten Zellen im Vergleich zu den Zellen der Wildtypen
unterscheidet, insbesondere in zwei der entscheidenden Schritte gemé&ll dem Multi-Step
Modell, der Adhé&sion und Transmigration. Unter normalen Umstanden passieren kaum
Immunzellen die BHS; im Rahmen der MS oder der EAE kommt es jedoch zur Uberwindung
der BHS und Einwanderung von aktivierten Lymphozyten ins Hirnparenchym, wo diese eine
entziindliche Reaktion mit Demyelinisierung und Zerstérung von Neuronen verursachen.

Unsere Ergebnisse der in vitro Untersuchungen in der pré-klinischen Phase ergaben zwar
keine Unterschiede hinsichtlich der Anzahl adharierender oder transmigrierter Zellen
zwischen TLRA4-defekten und Wildtyp-Tieren, jedoch einen Trend der immunisierten Tiere
(TLR4-defekte Tiere und Wildtypen) zu einer erhdhten Adhdasionsféhigkeit im Vergleich zu
den Zellen der nur mit PTX behandelten Tiere. Die vermehrte Adhdsion der Lymphozyten
konnte Ausdruck einer bereits frihen pra-klinischen Beeintréachtigung der BHS nach EAE-
Induktion und die Folge einer erhéhten Expression von Adhédsionsmolekilen sein. Alvarez et
al. zeigten, dass die frihe Phase der Krankheitsentwicklung, noch bevor ZNS-L&sionen
histopathologisch nachweisbar sind, mit signifikanten Veranderungen im Mikromilieu der
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Bluthirnschranke, wie eine vermehrte Expression von zelluldaren Adhésionsmolekilen
(ICAM-1 und VCAM-1), eine erhohte Schrankendurchldssigkeit sowie strukturelle
Veranderungen von Verbindungsproteinen, einhergeht. Diesen Verdnderungen liegen die
periphere Aktivierung der T-Zellen und die damit verbundene Ausschiittung von
Signalstoffen (u.a. TNF-a, IL-17, 1L-22) zugrunde (Alvarez et al., 2015).

In der Klinischen Phasen wiesen die TLR4-defekten-Tiere trotz geringerer
Erkrankungshdufigkeit eine signifikant erhdhte Adhasionsfahigkeit im Vergleich zu den
Zellen der Wildtypen auf. Dieses verdnderte Adhésionspotential ging jedoch nicht mit einer
erhdhten Transmigrationsfahigkeit einher und fihrte offensichtlich nicht zu einer vermehrten
Erkrankungshdufigkeit. Im Vergleich zu den nicht-immunisierten Tieren wurde bei den
immunisierten Tieren (TLR4-defekte Tiere und Wildtypen) ein Trend zur vermehrten
Transmigration festgestellt, welcher bei den Wildtypen Signifikanzniveau erreichte. Dieser
Trend scheint angesichts der Erkrankungshaufigkeit der Wildtypen plausibel und konnte,
gemal den hier erhobenen Ergebnissen, fur die Erkrankungsmanifestation entscheidend sein.
Es ist denkbar, dass der Trend bei den TLR4-defekten Tieren ebenfalls Ausdruck einer
gewissen Krankheitsaktivitat darstellt, wenn gleich diese ,.klinisch stumm® blieb. Es kann
weiterhin vermutet werden, dass der funktionsuntiichtige TLR4 trotz einer gewissen
systemischen Immunreaktion der TLR4-defekten Tiere eine Krankheitsmanifestation
wenigstens teilweise verhindert hat. Doch zur Untermauerung dieser Annahme sind weitere

Untersuchungen nétig.

Obwohl die fir die in vitro Experimente angewandte Methode der experimentellen BHS
bereits lange gut etabliert ist (Rohnelt et al., 1997; Reiss et al., 1998) und die Mdglichkeit
bietet im Rahmen der in vitro Assays die einzelnen Schritte der Uberwindung der BHS zu
studieren, ist zu berucksichtigen, dass die physiologische BHS sehr komplex aufgebaut ist
und mannigfaltige Faktoren, von denen viele noch unbekannt oder schwer simulierbar sind,
dabei beteiligt sind. Zudem ist unklar, ob die in vitro erhobenen Ergebnisse mit dem in vivo
Verhalten der Zellen vergleichbar sind. Es wére jedoch mdglich, das Umfeld der BHS so zu
verandern, dass eine systemische Immunreaktion bestmdglich simuliert wird, beispielsweise
durch direkte Stimulation der Endothelzellen mit Substanzen wie IL-1} oder TNF-o, die die
Expression von zelluldren Adhasionsmolekilen erhéhen, was zu einer erhdhten Adhéasion und
Transmigration der Leukozyten iber die BHS flhrt (Abadier et al., 2015). Diese Option

konnte beispielsweise bei zuklinftigen Versuchen genutzt werden.
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Zusammenfassend scheint dem TLR4 in Anbetracht der hier aufgefiihrten Ergebnisse in der
EAE eine Bedeutung zu zukommen: es konnte gezeigt werden, dass die TLR4-defekten Tiere
eine  deutlich  geringere  Erkrankungshdufigkeit — aufweisen. Die  untersuchten
pathophysiologischen Prozesse in den in vitro Assays spiegeln die geringere Anfalligkeit der
TLRA4-Tiere fur eine EAE-Induktion zwar nicht eindeutig wider, doch moglicherweise hat der
funktionsuntiichtige TLR4, trotz vergleichbarem in vitro Potential zur Adhasion und
Transmigration der TLR4-defekten und Wildtyp-Lymphozyten, eine EAE-Manifestation
zumindest teilweise verhindert.

In zukilnftigen Experimenten mit kontrolliertem Studiendesign sollte zum einen Uberprift
werden, ob sich die klinischen Beobachtungen und in vitro Assays ggf. mit einer gréReren zu
untersuchenden Population reproduzieren lassen; zum anderen sollte durch histologische
Aufarbeitung und immunhistochemische Untersuchungen von Gehirn und Rickenmark
erarbeitet werden, ob die geringere Erkrankungshéufigkeit der TLR4-defekten Tiere auch mit
einer geringeren Lé&sionslast und die Symptome mit der L&sionslokalisation korrelieren. Dies
konnte zur ndheren Einordnung und zum besseren Verstandnis der hier erhobenen Ergebnisse
beitragen. In jedem Fall ist der TLR4 als Angriffspunkt fir weitere Forschung und
Entwicklung mdoglicher therapeutische Strategien in der MS-Behandlung nach wie vor

hochinteressant.
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