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1 Zusammenfassung und Summary

1.1 Zusammenfassung

Die Bedeutung des angeborenen Immunrezeptors CD14 in der Pathogenese der

experimentellen Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose ist die haufigste chronische, neurodegenerative, autoimmun
vermittelte Erkrankung des jungen Erwachsenenalters. Sie ist gekennzeichnet durch
eine Infiltration autoimmuner Zellen ins Zentralnervensystem, die dort zu einer

Inflammation, neuronalen Degeneration und Bildung gliotischer Narben fuhren.

Ein Grolteil der pathophysiologischen Verstandnisse der Multiplen Sklerose konnte
durch Studien am Tiermodell, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis,

gewonnen werden.

Betrachtet man die Pathophysiologie der Erkrankung, so spielen insbesondere die
Aktivierung autoimmuner Zellen in der Peripherie und die anschlielende Migration
uber die entzundlich veranderte Blut-Hirn-Schranke eine entscheidende Rolle. Die
Einwanderung der Zellen ins Zentralnervensystem folgt hierbei einem komplexen
Mechanismus, bei dem Adhasionsmolekule der Lymphozyten und des Endothels
interagieren. Im Zentralnervensystem bewirken die autoimmunen Zellen letztendlich
die weitere Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, die
gemeinsam eine Demyelinisierung mit Verlust der saltatorischen Erregungsfortleitung,
Axon- und Oligodendrozytenschadigung verursachen.

Obwohl die genaue Pathogenese bisher nicht geklart ist, geht man bei der Multiplen
Sklerose von einer CD4* T-Zell-vermittelten Erkrankung aus. Zwischenzeitlich gibt es
jedoch immer mehr Hinweise, dass auch das angeborene Immunsystem bei der
Krankheitsentstehung eine wichtige Rolle spielt. Es ist bekannt, dass der
Lipopolysaccharidrezeptor CD14, ein Rezeptor des angeborenen Immunsystems, die

Pathophysiologie der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis beeinflusst.
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CD14-defiziente Mause zeigten eine Zunahme der klinischen Symptomatik nach
Induktion  einer experimentellen  autoimmunen  Enzephalomyelitis  sowie
histopathologisch vermehrte entzindliche Infiltrate in Hirn und Rickenmark. Die

pathophysiologischen Schritte dieser Erkenntnisse sind bis jetzt nicht geklart.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte daher die Untersuchung der Lymphozyten-
Aktivierung, insbesondere der kostimulatorischen Molekule CTLA-4 und CD28, sowie
der Zellmigration Uber die Blut-Hirn-Schranke mit Durchfihrung von in vitro Adhasions-
und Transmigrationstests. In den Ergebnissen sahen wir nach Induktion der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis in vitro eine signifikant erhdhte
Migration von Lymphozyten aus CD14-defizienten Mausen gegenuber ihrer
Wildtypkontrolle durch Endothelzellen am Peak der Erkrankung. Hingegen zeigte sich
im Adharenzverhalten in den in vitro Adhasionstests kein Unterschied zwischen beiden
Gruppen. Auch konnte durchflusszytometrisch eine veranderte Expression der
Zellaktivierungsmolekile TCR/CTLA-4 oder TCR/CD28 sowie der fur die Adhasion und
Migration relevanten Integrine LFA-1 und o4-Integrin auf Lymphozyten von

CD14-defizienten Mausen ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine entscheidende Rolle des CD14
Rezeptors bei der Migration von Zellen ins Zentralnervensystem im Rahmen einer
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis hin und zeigen erneut die Relevanz
der angeborenen Immunrezeptoren bei erworbenen Autoimmunerkrankungen wie

beispielsweise der Multiplen Sklerose.
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1.2 Summary

The Role of the innate immune receptor CD14 in the pathogenesis of

experimental multiple sclerosis

Multiple sclerosis is the most common chronic, autoimmune, neurodegenerative
disease in young adults and is characterized by an infiltration of autoimmune cells into
the central nervous system, leading to inflammation, subsequent neurodegeneration

and formation of gliotic scars.

Most of the pathophysiological understanding has been gained by its animal model

experimental autoimmune encephalomyelitis.

Pathophysiologically, the peripheral activation of autoimmune cells and the migration
across the inflamed blood-brain barrier are crucial steps in the development of the
disease. Migration of cells into the parenchyma of the central nervous system follows
a complex multi-step process involving interactions between complementary adhesion
molecules on the surfaces of lymphocytes and endothelial cells. Finally, in the central
nervous system autoimmune cells provoke secretion of proinflammatory cytokines and
chemokines, leading to demyelination with loss of saltatory conduction, axonal and

oligodendrocyte damage.

Although the cause of the disease is presently still unknown, multiple sclerosis is
considered as a CD4* T cell mediated disease. In the meantime, however, there are
several findings that support a disease-promoting role of the innate immune system. It
has been described that the lipopolysaccharide receptor CD14, a receptor of the innate
immune system, plays a central role in experimental autoimmune encephalomyelitis
development. CD14-deficiency resulted in an increased disease severity and
enhanced inflammatory infiltration in brain and spinal cord during experimental
autoimmune encephalomyelitis. Up to now, the pathophysiological mechanism
remains unclear. In the current study, we further investigated the causes of this disease
aggravation by CD14-deficiency and examined lymphocyte activation, focusing on the
costimulatory molecules CTLA-4 and CD28, and migration capacity over the blood

brain barrier by in vitro adhesion and transmigration assays.
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In the results, we observed a significantly increased migration capability of
lymphocytes from CD14-deficient mice compared to wildtype controls, when
lymphocytes were isolated in the clinical phase of the experimental autoimmune
encephalomyelitis. In contrast, we did not see any differences in adhesion capacity,
using in vitro adhesion tests, between both groups. Additionally, there were no
differences in expression levels of cell activation molecules TCR/CTLA-4 or TCR/CD28
and adhesion molecules LFA-1 und a4-integrin on lymphocytes from CD14-deficient

mice.

The results demonstrate an important role of the CD14 receptor in migration of
lymphocytes into the central nervous system in experimental autoimmune
encephalomyelitis and strengthen the importance of innate immune receptors in

adaptive autoimmune disorders, such as multiple sclerosis.



2 Einleitung

2.1 Multiple Sklerose

2.1.1 Epidemiologie

Uber hundert Jahre sind vergangen seit Carswell, Charcot und Cruveilhier erstmals
die klinischen Symptome und pathologischen Merkmale der Multiplen Sklerose (MS)
beschrieben (Carswell, 1838; Charcot, Bourneville, 1869; Cruveilhier, 1829). Heute gilt
sie als die haufigste chronische, autoimmun vermittelte, neurodegenerative
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), charakterisiert durch Inflammation,

Demyelinisierung und Axondegeneration (Trapp et al., 1998).

Weltweit sind derzeit mehr als zwei Millionen Menschen an MS erkrankt. Entsprechend
epidemiologischer Studien liegt die Pravalenz der MS in Deutschland bei ca. 120
Erkrankten pro 100000 Einwohner. Hochste Pravalenz zeigte sich hierbei in der
Altersgruppe von 40 - 59 Jahren (Hein, Hopfenmuller, 2000). Erste Daten des im Jahre
2000 gegrundeten MS Registers in Deutschland ergaben, dass 71 % der in
Deutschland registrierten Patienten weiblich sind (Flachenecker, Stuke, 2008). Bereits
1970 bestatigten Studien, dass Frauen im Durchschnitt doppelt so haufig von der
Erkrankung betroffen sind wie Manner (Acheson, 1977). Typischerweise manifestiert
sich die Erkrankung zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, nur selten beginnt sie vor

dem 20. oder nach dem 50. Lebensjahr.

2.1.2 Klinische Symptomatik

MS Patienten leiden je nach Lokalisation und Grélke der Entmarkungsherde an

verschiedenen fokal-neurologischen Defiziten.

Tabelle 1 zeigt die unterschiedlichen Symptome entsprechend des betroffenen

Funktionsbereiches im Rahmen der inflammatorischen Schadigung.
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Tabelle 1: Unterschiedliche Symptome abhangig von der Lokalisation der Entmarkungsherde

Lokalisation Symptome

Hirnnerven Retrobulbarneuritis, Augenmuskelparesen,
Internukleare Ophtalmoplegie,
Trigeminusneuralgie, Hemifaziale Myokymie

Motorik Paresen, Spastik, Myoklonien

Sensibilitat Parasthesien, Hypasthesien

Vegetativum Blasen-, Mastdarm-, Sexualfunktionsstorungen
Psyche und Kognition Depression, Fatigue

Zu Beginn der Erkrankung entwickeln die Patienten oftmals zunachst ein isoliertes
klinisches Syndrom durch eine einzelne Lasion im ZNS. Manifestationsort ist vor allem
die Sehbahn mit dem Symptom der Optikusneuritis (Coles, 2009). Ein Grof3teil der
Patienten zeigt nach gewisser Zeit erneute klinische Symptome, ausgeldst durch sich
neu entwickelnde inflammatorische ZNS-Lasionen, und erfillt somit die Kriterien einer
MS.

Abhangig von ihrem klinischen Verlauf werden verschiedene Formen der Erkrankung
unterschieden (Lublin, Reingold, 1996). Die haufigste Form mit etwa 80 % der
Patienten ist die schubformige remittierende MS (Relapsing Remitting MS, RR-MS).
Sie ist gekennzeichnet durch einzelne Schibe, die sich vollstandig oder unvollstandig
zuruckbilden. Zwischen den Schuben schreitet die klinische Symptomatik nicht fort. Im
Laufe der Jahre entwickeln unbehandelt 50 % der Patienten mit RR-MS eine sekundar
progrediente MS (Secondary Progressive MS, SP-MS) mit kontinuierlicher
Verschlechterung. Nur 20 % leidet von Beginn an einer primar progredienten Form
(Primary Progressive MS, PP-MS), die durch ein chronisches Fortschreiten ohne

Schubsymptomatik gekennzeichnet ist (Noseworthy et al., 2000).

2.1.3 Diagnostik

Seit 2001 gelten die McDonald Kriterien als Goldstandard zur Diagnose der MS
(Mcdonald et al., 2001). Sie wurden 2010 =zuletzt aktualisiert, wodurch die

Diagnosestellung erleichtert wurde (Polman et al., 2011). Bei der Diagnostik spielen
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neben einer neurologischen Untersuchung mit entsprechender Symptomatik und
Anzahl der Schibe auch die zerebrale und spinale Magnetresonanztomographie
(MRT) eine wichtige Rolle. So lasst sich in der MRT die bei einer akuten Lasion
vorubergehende Stoérung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch Anreicherung mit
Kontrastmittel nachweisen. Aber auch eine lymphozytare Pleozytose oder oligoklonale
Banden im Liquor sowie verlangerte evozierte Potentiale bei neurophysiologischen
Untersuchungen konnen fiir eine MS sprechen. Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der

aktuellen McDonald Kriterien zur Diagnostik der MS.

Tabelle 2: Diagnosekriterien der MS

.. Objektivierbare Weitere erforderliche
Schiibe .. - . .
klinische Lasion Kriterien
2 oder mehr 2 oder mehr e Keine, klinische Evidenz
ausreichend
2 oder mehr 1 e Raumliche
Dissemination (MRT)
e Oder weiterer Kklinischer
Schub
1 2 oder mehr o Zeitliche Dissemination
(MRT)
e oder zweiter Klinischer
Schub
1 (monosymptomatische 1 e Ra&umliche und zeitliche
Prasentation) Dissemination (MRT)
e oder zweiter Klinischer
Schub
0 (primar progredienter Kontinuierliche und mindestens zwei der
Verlauf) Krankheitsprogression folgenden zusatzlichen
uber 1 Jahr Kriterien:
e Raumliche Dissemination
(craniale MRT)
e Raumliche Dissemination
(spinale MRT)
e Positiver Liquorbefund
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Hierbei bedeutet eine rdumliche Dissemination das Auftreten von Entzindungsherden
an mehr als einem Ort im ZNS und eine zeitliche Dissemination der Nachweis von

neuen Entzindungsherden im Verlauf der Erkrankung.

2.1.4 Atiologie

Obwohl die MS bereits vor einhundert Jahren beschrieben wurde, ist die Atiologie der
Erkrankung bis heute nicht geklart. Es wird ein Zusammenspiel von genetischer
Pradisposition, Umweltfaktoren und Infektionen vermutet (Lincoln, Cook, 2009). So
konnten Studien zeigen, dass das Risiko an MS zu erkranken bei Verwandten ersten
Grades um 3-5 % im Vergleich zur Normalbevdlkerung erhdht ist (Dyment et al., 1997).
Verantwortliche Gene gehdren u.a. zu dem humanen leukozytaren System. Hier zeigt
sich bei den Haplotypen HLA-DR15 und HLA-DQG6 eine Assoziation zu MS (Hillert,
Olerup, 1993). Auch Gene flir den Interleukin (IL)-2a- und IL-7a-Rezeptor spielen
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Erkrankung (Lundmark et
al., 2007).

Die geographisch ungleichmafige Verteilung mit hoher Erkrankungshaufigkeit in den
nordlichen und sudlichen Breiten sowie verminderter Pravalenz in der aquatorialen
Zone lasst des Weiteren vermuten, dass Umweltfaktoren die Krankheitsentstehung
beeinflussen. Als mogliche Faktoren, die zu diesem Verteilungsmuster fihren kénnen,
werden Sonnenlicht, Vitamin D und Epstein-Barr-Virus (EBV) diskutiert (Ascherio,
Munger, 2007a, b). Alotaibi et al. zeigten, dass bei 83 % der Kinder mit MS zum
Zeitpunkt der Diagnose eine EBV-Infektion vorlag, wahrend nur 42 % in der
Kontrollgruppe von EBV betroffen waren (Alotaibi et al., 2004).

Vitamin D wird durch Unterdrickung der Antikorperproduktion, Verstarkung der Twh2-
Funktion und Verminderung proinflammatorischer Zytokine als potenter Modulator des
Immunsystems angesehen (Holick, 2007). Tatsachlich zeigten epidemiologische
Studien, dass auch die Anzahl an MS erkrankter Patienten in Landern mit geringer
Sonneneinstrahlung und somit verminderter Vitamin D Synthese erhdht ist (Van Der
Mei et al., 2003). Neben oben genannten Einflissen werden zahlreiche weitere
Faktoren, die eine Bedeutung bei der Entwicklung der MS haben kdnnen, diskutiert,
u.a. Infektionen mit Chlamydia pneumoniae (Sriram et al., 1998), Rauchen (Backhaus
et al., 2016) und orale Kontrazeptiva (Hellwig et al., 2016).
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2.1.5 Pathogenese

Die MS zahlt zu den autoimmun vermittelten, disseminierten, demyelinisierenden
Entzindungen des ZNS. Ihr kennzeichnendes pathologisches Merkmal ist im akuten
Stadium der Nachweis inflammatorischer Infiltrate, bestehend aus in das ZNS
eingewanderten Lymphozyten und Makrophagen, die letztendlich zum

Neuronenverlust und zur Ausbildung sogenannter gliotischer Herde fuhren.

Obwonhl die exakten Faktoren fur eine Inflammation nicht bekannt sind, geht man von
einer CD4* T-Zell-getriggerten Autoimmunantwort gegen das ZNS aus. Zur Induktion
dieser autoimmunen T-Zellen prasentieren Antigen-prasentierende Zellen (Antigen-
presenting cells, APC) in den sekundaren lymphatischen Organen, wie beispielweise
Tonsillen, Wurmfortsatz, Milz oder Lymphknoten, ein kdrpereigenes myelines Antigen
an die naiven T-Zellen. Mit Hilfe kostimulatorischer Signale kommt es zur
T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung. Die Differenzierung dieser nun autoreaktiven
T-Zellen zu CD4" Effektorzellen ist, wie in Abbildung 1 dargestellt, durch die von den
APC produzierten Zytokine abhangig (Weiner, 2009).

Frihere Studien postulierten, dass unter den Subtypen die Tu1-Zellen die
entscheidenden Mediatoren in der Krankheitsentwicklung sind. Fur ihre Entwicklung
bendtigen sie die von APC produzierten proinflammatorischen Zytokine Interferon
(IFN)-y und IL-12, wobei sie selbst IFN-y und Tumornekrosefaktor (TNF)- sezernieren
(Balashov et al., 1999; Qin et al., 1998). In vitro zeigte sich in Liquor und Blut von MS
Patienten eine erhdhte Anzahl IFN-y sezernierender TH1-Zellen nach Stimulation mit

einem myelinen Protein (Olsson et al., 1990).

Des Weiteren wird den Tn17-Zellen als ein eigenstandiger Subtyp von CD4* Zellen,
die sich in Zytokinproduktion, Chemokinrezeptoren und Differenzierungsfaktoren von
Trn1- und TH2-Zellen unterscheiden, eine bedeutende krankheitsfordernde Funktion

zugeschrieben (lwakura, Ishigame, 2006).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der T-Zell-Differenzierung (nach Weiner, 2009)

Nach Aktivierung naiver T-Zellen durch Prasentation eines Antigens differenzieren die Zellen
in Anwesenheit von Kkostimulatorischen Signalwegen, abhangig von den sezernierten
Zytokinen, in unterschiedliche Effektorzellen. Die Aktivierung inflammatorischer Effektorzellen
wird von regulatorischen Zellen sowohl in der Peripherie als auch im ZNS moduliert (Weiner,
2009).

Charakteristisch fur sie ist die Produktion von IL-17, IL-6, IL-22, TNF-a und GM-CSF
(Langrish et al., 2005). Das exakte Zusammenspiel von Tru1- und Th17-Zellen ist noch
ungeklart. Tu17-Zellen kdénnen sich bei Abwesenheit des transformierenden
Wachstumsfaktors (Transforming growth factor, TGF)- und ausreichender Stimulation
mit IL-12 zu TH1-Zellen umwandeln und IFN-y produzieren (Lee et al., 2009). Bewiesen
ist, dass im Tiermodell der MS IL-17-defiziente Mause einen signifikant milderen
Krankheitsverlauf entwickeln (Komiyama et al., 2006).

Neben inflammatorischen T-Zell-Antworten sind auch physiologische Mechanismen
zur Pravention einer Autoimmunantwort essenziell. Eine entscheidende Funktion
haben hierfir als weitere Population von CD4* Zellen die regulatorischen

T-Zellen (Treg): Sie tragen durch Suppression von autoreaktiven T-Zellen zur

10
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Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz bei (Kim et al., 2007). lhre suppressive Funktion
uben sie madglicherweise durch Zell-Zell-Kontakt oder durch Produktion der
immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF-B aus (Von Boehmer, 2005). Patienten
mit RR-MS weisen eine verminderte Anzahl Treg-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf (Haas et al., 2007).

Im Anschluss an diese T-Zell-Aktivierung migrieren die T-Effektorzellen Uber einen
komplexen Mechanismus die BHS und treffen im perivaskularen Raum erneut auf die
autoantigenen Bestandteile der Myelinscheiden: Die Zellen werden dort reaktiviert und
setzen aufgrund einer gesteigerten Immunantwort vermehrt proinflammatorische
Zytokine frei, die zu einer Rekrutierung und Aktivierung von weiteren autoreaktiven
T-Zellen aus der Peripherie, T-Zell-Proliferation und B-Zell-Aktivierung mit
konsekutivem Antikdrperanstieg fuhren. Diese Antikérper kdnnen Antigene auf der
Oberflache von Myelinscheiden und Oligodendrozyten direkt angreifen oder zur
Aktivierung von Komplement mit darauffolgender Zytolyse fuhren (Piddlesden et al.,
1993). B-Zellen Ubernehmen somit durch ihre Antikdrperproduktion Funktionen des
erworbenen Immunsystems, andererseits sind sie auch selbst zur Antigenprasentation
im Sinne des angeborenen Immunsystems fahig (Weiner, 2009). Neben ihnen tragen
CD8*" T-Zellen sowie aktivierte Makrophagen und Mikroglia durch Produktion
proinflammatorischer Zytokine, Aktivierung von Komplementfaktoren, Freisetzung von
Stickoxiden und Abgabe von proteolytischen oder lipolytischen Enzymen zur
Demyelinisierung mit Verlust der saltatorischen Erregungsfortleitung, Axon- und
Oligodendrozytenschadigung und konsekutiven Neuronenverlust bei (Noseworthy et
al., 2000).

Betrachtet man die Histopathologie, so zeigen sich aulderst verschiedene
Lasionsmuster bei MS Patienten. Abhangig von ihren zellularen Infiltraten,
Antikorperablagerungen, Myelinisierung, Komplementaktivierung und

Oligodendrozytenverlust werden vier Typen unterschieden (Lucchinetti et al., 2000):

I. Primar immunologisch induzierte Entmarkung: Makrophagen-/T-Zell-
mediiert

[I.  Primar immunologisch induzierte Entmarkung: Antikérper-/Komplement-
mediiert

lll.  Stérung des Oligodendrozytenstoffwechsels: Oligodendrozytenapoptose,

Verlust von myelin-assoziiertem Glykoprotein, Hypoxiezeichen
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IV.  Stbrung des Oligodendrozytenstoffwechsels: Untergang von

Oligodendrozyten in der perilasionalen weil’en Substanz.

2.1.6 Therapie

Die MS Therapie berucksichtigt eine symptomatische Therapie, eine Behandlung des
akuten Schubes sowie eine verlaufsmodifizierende Therapie. Ziel der
symptomatischen Therapie ist ein Erhalt der Lebensqualitat durch Behandlung von
Blasenfunktionsstorungen, Tremor, Spastik, Schluck- und Sprechstérungen sowie

Depressionen und Fatigue.

Im Falle eines akuten Schubes erfolgt die Therapie zur Immunsuppression gemaf den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie (DGN) mit einer hochdosierten
Methylprednisolon-Pulstherapie (Milligan et al., 1987). Bei Nichtansprechen auf
Kortison kann eine Behandlung mittels Plasmapherese (Ruprecht et al., 2004)

eingeleitet werden.

Grundlegend fur die frihe immunmodulatorische Therapie ist die Erkenntnis, dass
besonders zu Beginn der Erkrankung EntzUndungsprozesse vorherrschen und

irreversible Axonschaden frihzeitig auftreten kénnen (Trapp et al., 1998).

Fiar diese verlaufsmodifizierende Therapie bei der am haufigsten vorkommenden
RR-MS stehen verschiedene Therapeutika flr eine milde bis moderate Verlaufsform
zur Verfligung, hierzu gehoren: B-Interferone (Avonex®, Betaferon®, Extavia®, Rebif®,
Plegridy®), Dimethylfumarat (Tecfidera®), Glatirameracetat (Copaxone®) und

Teriflunomid (Aubagio®).

Wahrend Interferone zu einer Verminderung der TH17-vermittelten Reaktion und u.a.
auf Zytokine immunmodulatorisch wirken, beeinflusst Glatirameracetat die
Antigenprasentation und  T-Zell-Differenzierung als auch die Bildung
antiinflammatorisch wirkender Tnu2-Zellen (Farina et al., 2005). Mit Teriflunomid besteht
seit 2013 zudem eine orale Therapie fur die milde bis moderate Verlaufsform, es
beeinflusst hierbei vor allem durch Hemmung des Enzyms Dihydroorotat-
Dehydrogenase die De-novo-Synthese von Pyrimidin und somit die Proliferation von
autoreaktiven T- und B-Zellen (Bruneau et al., 1998). Ebenfalls ist Dimethylfumarat

eine weitere orale Immunmodulation, die durch Aktivierung des Nuclear Factor
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(Erythroid-Derived 2)-Related Factor 2 (Nrf2) zur Hochregulierung antioxidativer Gene

fuhrt und somit oxidativen Stress im ZNS vermindert (Scannevin et al., 2012).

Bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat oder Versagen der oben genannten
Immunmodulation kann eine Therapie mit Natalizumab (Tysabri®) eingeleitet werden.
Natalizumab blockiert als Antikorper die Bindungsstelle von a4-Integrin und vermindert
dadurch die Migration entzundlicher Zellen Uber die BHS (Von Andrian, Engelhardt,
2003). Als weitere Substanz in der Eskalationstherapie wurde Fingolimod (Kappos et
al., 2010) entwickelt. Besonders aufgrund seiner Zulassung als orales Medikament,
das durch Bindung an Sphingosin-1-Phosphat die Auswanderung von Lymphozyten
aus lymphatischen Organen ins Blut hemmt, hat Fingolimod (Gilenya®) eine wichtige
Bedeutung in der taglichen Behandlung gewonnen (Matloubian et al., 2004 ). Ebenfalls
einen neuen Therapieansatz hat der zuvor fur die Behandlung der chronisch
lymphatischen Leukamie bekannte humanisierte monoklonale Antikorper
Alemtuzumab (Lemtrada®), der selektiv an das Glykoprotein CD52 auf der Oberflache
von B- und T-Lymphozyten bindet und diese so depletiert (Coles et al., 2006), wie auch
der gegen den IL-2-Rezeptor gerichtete humanisierte monoklonale Antikorper
Daclizumab (Zinbryta®). Daclizumab verhindert hierdurch die Bindung von IL-2 an
aktivierte T-Zellen und fuhrt zu einer vermehrten Bildung von naturlichen Killerzellen
(CD56b19"t Zellen), die wiederum selektiv aktivierte T-Zellen zerstéren (Gold et al.,
2013; Kappos et al., 2015). Daneben stehen insbesondere auch fir sekundar
chronische Verlaufsformen Mitoxantron (Hartung et al., 2002) und Cyclophosphamid
(La Mantia et al., 2007) zur Verfugung.

2.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Viele Entdeckungen in der Therapie und Pathogenese der MS wurden zunéachst an
ihrem Tiermodell, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE),
erforscht. Die Entstehung der EAE geht bereits bis in das Jahr 1885 zurlck: Damals
stellte Louis Pasteur fest, dass einige seiner Patienten, die mit einer Injektion aus
Kaninchen inaktivierten Tollwutviren behandelt wurden, teilweise tddliche Paresen
entwickelten (Stuart, Krikorian, 1928). Spatere Experimente ergaben, dass sich die

Symptome durch mehrmalige Injektionen gesunder Kaninchenhirne in Affen
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wiederholen lie3en. Die histologischen Untersuchungen der Affenhirne zeigten
perivaskulare Infiltrate bestehend aus Lymphozyten und Makrophagen sowie eine
Demyelinisierung im Gehirn und Ruckenmark, im Sinne einer disseminierten
Enzephalomyelitis (Rivers et al., 1933). Mit der Applikation von inaktiviertem
Mycobacterium tuberculosis gemeinsam mit Hirngewebe konnte erreicht werden, dass
nur eine Injektion zur Entwicklung der Symptomatik benotigt wurde (Kabat et al., 1947).
Aufgrund der histologisch bewiesenen Demyelinisierung richtete sich das Augenmerk
bereits frih auf die myelin-assoziierten Antigene. Laatsch et al. zeigten, dass mit Hilfe
des Myelin-Basischen Proteins (MBP), einem Bestandteil der Myelinscheiden, die
Induktion der EAE mdglich ist (Laatsch et al., 1962).

Neben MBP werden in aktuellen Tierexperimenten zur Induktion einer aktiven EAE
(aEAE) Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und Proteolipid-Protein (PLP)
als myeline Autoantigene zusammen mit kompletten Freund-Adjuvans (Complete
Freund's Adjuvant, CFA) subkutan injiziert. Besonders MOG hat eine entscheidende
Bedeutung: Neben einer T-Zell-mediierten Immunantwort fuhrt die Injektion zur Bildung
demyelinisierender Autoantikorper und spiegelt folglich die komplexen Mechanismen

in der Pathogenese der MS gut wieder (Storch et al., 1998).

Erste Symptome zeigen sich in den meisten EAE Modellen nach 10-20 Tagen mit einer
aufsteigenden Lahmung und Gewichtsverlust. Der Krankheitsverlauf ist hierbei von
dem verwendeten Tierstamm, eingesetzten Immunogen und der Injektion von
Pertussistoxin (PTX) abhangig (Tsunoda et al., 2000). PLP139-151 induziert bei SJL-
Mausen eine RR-MS, wahrend MOGss-55 eine eher chronisch progressive Form
auslost (Gold et al., 2006). PTX erleichtert die Migration von Zellen Uber die BHS,
indem es das Endothel durch vermehrte Expression von Adhasionsmolekulen aktiviert
(Kerfoot et al., 2004), und férdert die klonale Expansion sowie Zytokinproduktion der
T-Zellen (Shive et al., 2000). Ein weiterer Meilenstein in der Entdeckung von
autoimmunen Reaktionen war 1981, als erstmalig die Induktion einer EAE durch
adoptiven Transfer von MBP-spezifischen aktivierten T-Zellen in syngene Empfanger
gelang. Bei dieser passiven EAE oder transfer EAE (ist der Grad der Demyelinisierung
verringert und nur durch eine zusatzliche Injektion von myelin-spezifischen Antikdrpern

lasst sich die Demyelinisierung und Symptomatik verstarken (Linington et al., 1988).

Die Pathogenese der EAE ist der MS sehr ahnlich: Nach aktiver Immunisierung erfolgt

zunachst im Rahmen der Induktorphase ein Priming mit Aktivierung und Proliferation
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myelin-spezifischer T-Zellen. In der anschlieRenden Effektorphase migrieren
differenzierte Zellen die BHS und werden im ZNS durch erneute Prasentation des
Antigens durch APC reaktiviert, um letztendlich eine Inflammation zu initiieren.
Histopathologisch zeigt sich bei Immunisierung mit MOG in akuten Lasionen eine
vermehrte Ansammlung von Makrophagen, deren Anzahl nahezu mit der
Krankheitsschwere korreliert (Berger et al., 1997) und einer Typ | Histologie (siehe
Abschnitt 2.1.5) entspricht.

Die Migration der Zellen in der Effektorphase ist ein entscheidender Punkt in der
Krankheitsentstehung und wichtiger Schritt fir die Experimente in der vorliegenden

Arbeit, weshalb ihr Mechanismus in den folgenden Abschnitten naher ausgefuhrt wird.

2.3 Blut-Hirn-Schranke

Die Beschreibung der BHS als physiologische Barriere zwischen ZNS und Blutgefalen
begann im Jahre 1880. Damals zeigte die Injektion eines Farbstoffes in das
Gefallsystem eine Anfarbung samtlicher Organe mit Ausnahme des ZNS (Ehrlich,
1885), was auf eine Barriere des Gehirns gegen die Peripherie hindeutete. Erst mit
Entwicklung der Elektronenmikroskopie wiesen Reese und Karnovsky nach, dass fir
die Aufrechterhaltung dieser Barrierefunktion sogenannte Tight Junctions zwischen
den Endothelzellen des ZNS essenziell sind (Reese, Karnovsky, 1967). Sie setzen sich
aus einem Komplex von transmembranen und zytoplasmatischen Proteinen,
gebunden an ein Zytoskelett aus Aktin, zusammen (Wolburg, Lippoldt, 2002). Durch
sie wird ein parazellularer Transport vermieden. Mit im Vergleich zu anderen
peripheren Geweben geringen Fenestrierungen und verminderter pinozytischer
Aktivitat, die einen transzellularen Transport verhindern, bilden diese Strukturen die
Barrierefunktion der BHS. Nahrstoffe fur das ZNS und Stoffwechselabbauprodukte
uberwinden die BHS mit Hilfe aktiver Transportmechanismen.

Fir eine vollstandige Barrierefunktion sind weitere komplexe Strukturen notwendig: So
tragen Perizyten, in der abluminalen Basalmembran der Endothelzellen eingebettet,
durch Sekretion von Wachstumsfaktoren und extrazellularen Matrixkomponenten zur
Bildung und Aufrechterhaltung der BHS bei (Balabanov, Dore-Duffy, 1998). Mit Hilfe
ihrer N-Cadherin-abhangigen Bindung an Endothelzellen verringern sie die
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Permeabilitat der BHS und fordern die Reifung der Blutgefalie (Gerhardt et al., 2000).
Ausschlie8lich in Perizyten des ZNS konnte festgestellt werden, dass die Zellen
makrozytische Eigenschaften mit der Fahigkeit zur Phagozytose und
Antigenprasentation haben und folglich zur Immunfunktion beitragen (Balabanov,
Dore-Duffy, 1998).

Des Weiteren wird nahezu die komplette Kapillaroberflache von Astrozytenendfif3en
umschlossen, die von den Endothelzellen nur durch eine endotheliale und
parenchymale Basalmembran getrennt sind (Hawkins, Davis, 2005). Anhand von BHS
Modellen konnte gezeigt werden, dass diese Zellen wesentlich zur Differenzierung der
Endothelzellen des ZNS in Richtung eines spezifischen BHS Phanotyps beitragen
(Janzer, Raff, 1987).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Migration von Leukozyten aus der
Peripherie durch die BHS ins Hirnparenchym limitiert. Wohingegen bei einer
inflammatorischen Erkrankung die Migration aktivierter Leukozyten durch erhdhte
Expression von Adhasionsmolekilen und Sekretion von Chemokinen erleichtert ist
(Hickey et al., 1991).

2.4 Einwanderung von Lymphozyten ins Zentralnervensystem

Die Migration der Zellen ins ZNS (Abbildung 2) erfolgt in mehreren
aufeinanderfolgenden Schritten. Erstmals wurde im Multi-Step-Modell 1991 der Eintritt
von in der Blutbahn zirkulierenden Lymphozyten in peripheres Gewebe beschrieben
(Butcher, 1991).

Im ersten Schritt dieser Migration erfolgt ein initialer Kontakt der Zellen mit dem
Endothel. Die Zellen werden in ihrem Fluss verlangsamt und Rollen entlang des
Endothels. Es konnte gezeigt werden, dass das sogenannte Rolling an einer
entzindlich veranderten BHS durch P-Selectin-Glykoprotein (PSGL)-1 in Verbindung
mit seinem endothelialen Liganden P-Selectin vermittelt wird (Battistini et al., 2003;
Kerfoot et al., 2006). Allerdings hatte die Blockade oder eine E/P-Selectin-Defizienz
bei Mausen keinen Einfluss auf die Entwicklung einer EAE (Engelhardt et al., 1997).
Vajkoczy et al. wiesen durch intravitale Videomikroskopie der weil3en Substanz im
Ruckenmark nach, dass in diesem Bereich des ZNS das vaskulare
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Zelladhasionsmolekul-1 (Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) zirkulierende
T-Zellen Uber a4B1-Integrin (Very late antigen-4, VLA-4) direkt einfangt (Capture)
(Vajkoczy et al., 2001). Jedoch beeintrachtigte auch die Blockade von a4-Integrin oder
ein Mangel an B1-Integrin auf myelin-spezifischen Zellen den initialen Kontakt nicht
(Coisne et al., 2009). Es sind daher weitere in vivo Studien zur Bestimmung des

notwendigen Rezeptor-Liganden Paares fur diesen ersten Schritt erforderlich.

Im Rahmen der inflammatorischen Entzindung und durch das ,Rolling“ wird die
Expression von Chemokinen auf der endothelialen Oberflache hochreguliert.
Chemokine binden an ihren entsprechenden G-Protein-gekoppelten Rezeptor auf der
T-Zell-Seite und bewirken Uber ein PTX sensitives Signal eine Konformationsanderung
der Integrine (Aktivierung) auf der Leukozytenoberflache (Piccio et al., 2002). Nach
Induktion einer EAE sind besonders die Chemokine CCL19 und CCL21 mit ihrem
entsprechenden Liganden CCRY7 auf der T-Zell-Seite erhoht (Alt et al., 2002).

Die Aktivierung und Konformationsanderung der Integrine an T-Zellen erhoht ihre
Affinitat und erleichtert die anschlieliende Adhasion ans Endothel (Chigaev et al.,
2003). Essenziell fur diesen dritten Schritt, der Adhasion, ist das auf der Oberflache
von T-Zellen exprimierte Molekul a4 1-Integrin, welches hauptsachlich an VCAM-1 auf
dem Endothel bindet. Entsprechend verhindert die Gabe von a4-Integrin Antikérpern
die Entwicklung einer EAE und fuhrt zu einer verminderten Akkumulation
inflammatorischer Zellen (Yednock et al., 1992). Interessanterweise ist durch Blockade
von VCAM-1 oder a4-Integrin nur die Adhasion beeinflusst, eine Transmigration der
Zellen ist in vitro weiterhin moglich (Laschinger, Engelhardt, 2000). Basierend auf den
Erkenntnissen, dass a4-Integrin wesentlich zur Krankheitsentstehung der EAE
beitragt, erfolgte 2004 mit der Herstellung des humanen monoklonalen a4-Integrin

Antikorpers Natalizumab die Anwendung an MS Patienten.

Nach der Adhasion kriechen die T-Zellen im nachsten Schritt, hauptsachlich vermittelt
durch Bindung von LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) an die
interzellularen Adhasionsmolekule-1 und -2 (Intercellular adhesion molecule-1 und -2,
ICAM-1 und ICAM-2), entgegen des Blutflusses (Crawling) am Endothel entlang, um
letztendlich die optimalen Bedingungen zur Transmigration der Endothelzellen zu
erreichen (Steiner et al., 2010).

Wahrend a4B1-Integrine ein wichtiger Faktor in der Adhasion sind, wird der Bindung

von LFA-1 an ihre endothelialen Rezeptoren ICAM-1 und ICAM-2 eine entscheidende
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Rolle im vierten Schritt, der endgultigen Transmigration, zugeschrieben. Die Blockade
von LFA-1 bewirkt eine signifikant verminderte Migration von T-Zellen Uber die BHS,
wahrend eine Adhasion an aktiviertes Endothel weiterhin moglich ist (Laschinger et al.,
2002).

Blutgefa

| Blutfluss >

1. Rolling 2. Aktivierung 3. Adhdsion 4. Crawling 5. Transmigration

T-Zelle

% psaLi\| GProtei

| transzelluldr || parazellular |

Endothel W
Perizyt

Perivaskuldre Zelle

Tight Junctions
E \ Endotheliale Basalmembran

Parenchymale Basalmembran

Astrozyt
Zentrales

Nervensystem

Abbildung 2: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte bei der Migration von T-Zellen
Uber die BHS (nach Engelhardt, Ransohoff, 2012)

Nach einem initialen Rollen und Aktivierung durch Chemokine adharieren die Zellen am
Endothel, hauptsachlich vermittelt durch VCAM-1 auf Endothelzellseite und dem auf T-Zellen
exprimierten o4B1-Integrin. Anschliefend kriechen die Zellen am Endothel entlang, um
letztendlich transzellular oder parazellular mit Hilfe von ICAM-1 und LFA-1 migrieren zu
kénnen (Engelhardt, Ransohoff, 2012).

Die Bindung der T-Zellen an ICAM-1 I6st Uber dessen zytoplasmatischen Anteil ein
RhoA vermitteltes Signal (Thompson et al., 2002) und die Aktivierung regulatorischer
Proteine (Etienne et al., 1998) aus, die durch Veranderungen des Zytoskeletts den

Zellen eine parazellulare oder transzellulare Migration erleichtern (Abadier et al.,
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2015). Wahrend der Migration interagieren T-Zellen mit junktionalen Molekulen (u.a.
PECAM-1, JAM, VE-Cadherin und CD99), die eine Einwanderung der Zellen ins ZNS
regulieren (Del Maschio et al., 1999; Graesser et al., 2002; Hickey, 2015). Weitere
Studien werden jedoch bendtigt, um den exakten Mechanismus der transzellularen

und parazellularen Migration mit ihren notwendigen Molekulen beurteilen zu konnen.

BlutgefiR

T-Zelle

Endothelzelle

Endothelzelle

|Transze|lu|§reMigration | | Parazelluldre Migration |

Zentrales
Nervensystem

Abbildung 3: Schematische Darstellung der transzellularen oder parazellularen Migration
(nach Engelhardt, Wolburg, 2004)

Die Bindung der Zellen an ICAM-1 auf Endothelzellseite leitet Uber ein RhoA vermitteltes
Signal eine Veranderung des Zytoskeletts der Endothelzellen ein, wodurch eine parazellulare
oder transzellulare Migration erleichtert wird. Wahrend der Migration gehen die T-Zellen
Verbindungen mit junktionalen Molekilen ein, die sie durch die Zelle fuhren (Engelhardt,
Wolburg, 2004).

Die anschlieliende Migration der anliegenden endothelialen Basalmembran ist
hauptsachlich von deren Lamininstruktur abhangig. Diese besteht in zerebralen
Gefallen vor allem aus Laminin a4 und Laminin a5, die zueinander gegensatzlich
wirken. Wahrend Laminin a4 eine Chemokin-induzierte Migration von T-Zellen foérdert,
wird sie durch Laminin a5 verhindert (Wu et al., 2009).

Erst wenn Leukozyten nach ihrer Reaktivierung im perivaskuldaren Raum die
parenchymale Basalmembran Uberwunden haben, kénnen sie ins ZNS-Parenchym
eindringen und Krankheitssymptome auslosen. Fur diesen letzten Schritt sind
Matrix-Metalloproteasen (MMP) notwendig. MMP sind proteolytische Enzyme, die

unter physiologischen Bedingungen u.a. zur Strukturierung der extrazellularen Matrix,
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Regulation der synaptischen Plastizitat (Agrawal et al., 2008), Reifung und
Differenzierung von Oligodendrozyten (Larsen, Yong, 2004) sowie der Ausbildung von

Myelin (Larsen et al., 2006) beitragen kénnen.

Im Rahmen der EAE sind MMP-2 und MMP-9 flr den Eintritt ins Hirnparenchym von
Bedeutung. Sie bewirken eine vermehrte Chemokinfreisetzung und stéren durch
Bindung an B-Dystroglycan die Verknupfung zwischen Astrozyten und parenchymaler
Basalmembran, wodurch die Migration der Zellen erleichtert wird (Agrawal et al., 2006;
Song et al., 2015).

2.5 T-Zell-Aktivierung durch Antigenprasentation

Bereits zu Beginn der Pathogenese spielt die Aktivierung von naiven T-Zellen eine
entscheidende Rolle. Voraussetzung hierfir sind APC (Greter et al., 2005), die zur
Aktivierung des adaptiven Immunsystems fihren. Nach Zusammentreffen mit einem
myelinen Antigen reifen die APC und wandern in lymphatische Organe, wo sie
letztendlich auf naive T-Zellen treffen (Guermonprez et al., 2002). Fur die
darauffolgende T-Zell-Aktivierung sind zwei Signale notwendig (Bretscher, Cohn,
1970): So ist entscheidend, dass APC das Antigen Uber Haupt-Histokompatibilitats-
Komplexe (Major Histocompatibility Complex, MHC) dem spezifischen T-Zell-Rezeptor
(T cell receptor, TCR) prasentieren und zudem eine Interaktion kostimulatorischer
Signalwege stattfindet. Fur eine Reaktivierung der T-Zellen im ZNS sind APC erneut

essenziell.

2.5.1 Antigen-prasentierende Zellen

Unter den professionellen APC haben dendritische Zellen die groRte Bedeutung. Sie
koordinieren das Zusammenspiel von angeborener und adaptiver Immunantwort.
Nach ihrer Aktivierung durch einen Kontakt mit pathogen-assoziierten Strukturen oder
Zusammentreffen mit ihrem Antigen wandern dendritische Zellen, u.a. durch den
Chemokinrezeptor CCR7 gesteuert, in lymphatisches Gewebe (Sozzani et al., 1998).

Wahrenddessen durchlaufen sie einen Reifungsprozess mit ansteigender Expression
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von MHC-Il und kostimulatorischen Molekulen, wodurch sie die Fahigkeit erlangen

Antigene an naive T-Zellen und Gedachtniszellen zu prasentieren.

Neben dendritischen Zellen spielen Makrophagen sowohl in der Peripherie als auch
im ZNS eine Rolle. Eingewanderte Makrophagen im perivaskularen Raum haben
aufgrund ihrer Lage zwischen endothelialer und parenchymaler Basalmembran eine
wichtige Funktion in der Erkennung von Pathogenen und Regulation des angeborenen
und adaptiven Immunsystems. lhre Aktivierung ist dabei von Tn1-Zytokinen, IFN-y und
TNF-a abhangig und fuhrt zur erhéhten Expression von MHC-II, CD80, CD86 und
CD40 wahrend einer EAE (Fabriek et al., 2005).

Im ZNS weisen Mikroglia als APC bei einer inflammatorischen Reaktion vermehrt
CD45, MHC und kostimulatorische Molekille auf, sie kdnnen selbst Fremdkorper
phagozytieren sowie die Proliferation der CD4* Tu1- und Tn2-Zelllinien stimulieren
(Aloisi, 2001). Unter ruhenden Bedingungen sind sie fur die Aufrechterhaltung der
Homdostase im ZNS zustandig (Nimmerjahn et al., 2005). In vitro Studien zeigten,
dass die Phagozytose von Myelin durch Mikroglia und Makrophagen zu einer erhdhten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Stickoxiden fuhrt, die eine
Neuroinflammation bedingen (Van Der Laan et al., 1996). Umgekehrt jedoch, ist die
Entfernung von Myelindebris durch Phagozytose fir eine anschliellende

Remyelinisierung essenziell (Kotter et al., 2006).

2.5.2 Der Haupt-Histokompatibilitats-Komplex

Der MHC, auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 gelegen, ist eines der am besten
untersuchten Gensequenzen des Menschen, insbesondere aufgrund seiner
Bedeutung in verschiedenen Bereichen wie beispielsweise Transplantationsmedizin,

autoimmunen, inflammatorischen und infektiosen Erkrankungen.

Er kodiert drei unterschiedliche Klassen von MHC-Proteinkomplexen, worunter vor
allem Klasse | und Klasse Il eine bedeutende Rolle bei der T-Zell-Aktivierung haben.
MHC-Molekile sind Heterodimere, die sich im Falle von MHC-l aus einer
membranverankerten schweren Kette und einem ldslichen B2-Mikroglobulin sowie
einer Proteinuntereinheit zusammensetzen. MHC-| werden auf allen Zellen exprimiert
und dienen dem Schutz vor intrazellularen Pathogenen und zellularen Abnormitaten,

indem sie vom Proteasom hergestellte Peptide aus korperfremden oder korpereigenen
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Proteinen prasentieren. Zytotoxische CD8* T-Zellen binden Uber ihren TCR in der
Regel nur an MHC-I mit korperfremden Peptiden, wodurch eine standige

Uberwachung und Selbsttoleranz des Immunsystems aufrechterhalten wird.

MHC-Molekile der Klasse Il setzen sich aus einer a- und B-Kette zusammen und
werden auf APC exprimiert (Madden, 1995). Sie prasentieren den CD4" T-Zellen
extrazellulare Peptide, die in Lysosomen und Endosomen mit Hilfe von Proteasen aus

aufgenommenen Proteinen hergestellt wurden.

2.5.3 T-Zell-Rezeptor

T-Lymphozyten erkennen Antigene durch ihren auf der Zelloberflache exprimierten
TCR. Er ist ein transmembrandses Heterodimer (Abbildung 4), bestehend aus zwei
Glykoproteinketten (a/f oder y/d), die wiederum eine konstante und variable Domane
besitzen und durch Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Bentley, Mariuzza,
1996). Aufgrund ihres geringen zytoplasmatischen Anteils sind die Ketten nicht fahig
durch Antigenprasentation vermittelte Signale nach intrazellular zu leiten und sind
daher mit den transmembrandsen Proteinen CD3y, CD36, CD3¢ sowie mit einem
(-Homodimer (TCR ) verbunden (Wange, Samelson, 1996). CD3 und TCR ¢ kdnnen
Uber Immunrezeptor Tyrosin-basierte aktivierende Motive (Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motif, ITAM) in ihrer zytoplasmatischen Domane Signale fortleiten
(Irving et al., 1993).

Die Signalubertragung ist ebenfalls von den Korezeptoren CD4 und CD8 abhangig,
die mit MHC auf APC interagieren. CD4 und CD8 bewirken beide eine Stabilisierung
des TCR/MHC-Komplexes und erleichtern hierdurch die intrazellulare Signalkaskade,

indem sie die dafiir essenzielle Kinase Lck zum TCR rekrutieren (Barber et al., 1989).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau des TCR mit seinem Korezeptor CD4 oder CD8 (nach
Razzaqg et al., 2004)

Die Glykoproteinketten a/f des TCR sind mit transmembrandsen Proteinen verbunden, die
eine Signalweiterleitung nach intrazelluldr ermoglichen. Korezeptoren wie CD4/CD8
interagieren ebenfalls mit MHC und bewirken durch Rekrutierung von Lck eine
Phosphorylierung von ITAM, die wiederum die Aktivierung weiterer Kinasen wie ZAP-70
bedingen und auf diese Weise eine Signalkaskade auslésen (Razzaq et al., 2004).

2.5.4 Kostimulatorische Signalwege

Kostimulatorische Signalwege sind entscheidend flur die suffiziente Aktivierung von
T-Zellen. Sie konnen sowohl einen T-Zell-aktivierenden als auch einen T-Zell-
inhibierenden Effekt haben. Mittlerweile ist eine Vielzahl von kostimulatorischen
Signalwegen bekannt, worunter der B7-1/2-CD28/CTLA-4 Signalweg am besten

untersucht ist.

Der CD28 Rezeptor wird auf naiven T-Zellen exprimiert und ist bei Aktivierung
hochreguliert (Turka et al., 1990). Er wirkt synergistisch mit dem TCR und stimulierend,
indem er die Aktivierung (Viola et al., 1999) und Proliferation der T-Zellen reguliert
sowie eine IL-2 Produktion (Jenkins et al., 1991) induziert. Die Abwesenheit von CD28
fuhrt zu einem vermehrten Zelltod (Van Parijs et al., 1996) bzw. leitet die T-Zellen in
einen sogenannten anergetischen Zustand (Abbildung 5), worunter sie die Fahigkeit

der Antigenantwort verlieren (Gimmi et al., 1993).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des B7-1/2-CD28/CTLA-4-Signalweges (nach Alegre
et al., 2001)

Wahrend die Aktivierung von CD28 zu einer Zelldifferenzierung und Zellproliferation fihrt,
bewirkt CTLA-4 als inhibitorischer Korezeptor den Zellzyklusarrest. Das Fehlen von
kostimulatorischen Signalen leitet die Zellen in einen anergetischen Zustand bzw. flhrt zu ihrer
Apoptose (Alegre et al., 2001).

CTLA-4 hingegen wirkt hauptsachlich inhibitorisch auf eine T-Zell-Aktivierung und wird
nur infolge dieser Aktivierung auf den Zellen exprimiert (Linsley et al., 1992). Die
Bindung von CTLA-4 geht mit einer erniedrigten IL-2 Expression und Inhibition des

Zellzyklus einher (Krummel, Allison, 1996).

Ihre gemeinsamen Liganden B7-1(CD80) und B7-2(CD86) gehéren zur
Immunglobulin-Superfamilie. Sie werden beide auf APC exprimiert, unterscheiden sich
jedoch in ihrer Kinetik: B7-2 ist in geringem Level standig exprimiert und bei Aktivierung
hochreguliert, wohingegen B7-1 erst nach Aktivierung nachgewiesen werden konnte.
Zahlreiche Studien untersuchten die Rolle des Signalweges im Rahmen einer EAE.
Die Expression von CD28 und CTLA-4 nach Induktion der EAE spiegelt hierbei ihre
Funktionen wieder: Wahrend die CD28 Expression mit dem Schweregrad der
klinischen Symptome korreliert, ist CTLA-4 zum Peak der Erkrankung erniedrigt und
im Rahmen der Krankheitsremission erhoht (Issazadeh et al., 1998). Entsprechend

bewirkt eine Blockade von CD28 bei Mausen eine verminderte Symptomatik,
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wohingegen sich nach Gabe eines Anti-CTLA-4 Antikorpers die Krankheitsschwere
verstarkt (Karandikar et al., 1996).

2.6 Lipopolysaccharid-Rezeptor (CD14)

Das angeborene Immunsystem ist die erste Abwehrreaktion gegen invadierende
Pathogene. Sie beginnt vor der erworbenen Immunantwort und wirkt ungerichtet
gegen fremde Keime durch zellvermittelte Abwehr in Form von Granulozyten und
naturlichen Killerzellen sowie Anwendung von mechanischen bzw. physiologischen

Barrieren und Freisetzung von Interleukinen mit Aktivierung des Komplementsystems.

Die Entdeckung, dass Liganden dieses angeborenen Immunsystems die Schwere
einer EAE beeinflussen, unterstitzt die Theorie, dass das angeborene Immunsystem
nicht nur bei akuten Infektionen, sondern auch im Rahmen von autoimmunen

Erkrankungen eine entscheidende Funktion hat (Waldner et al., 2004).

Der Lipopolysaccharid (LPS)-Rezeptor CD14 ist ein entscheidender Rezeptor fir die
inflammatorische Antwort gramnegativer Bakterien durch Erkennung von LPS in der

Zellwand.

CD14 ist ein Serumglykoprotein, das sowohl Uber einen GPI-Anker gebunden an der
Zellmembran als auch in l8slicher Form vorliegen kann, und hautsachlich auf
Monozyten, Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (Pugin et
al., 1994). CD14 selbst kann Signale nicht nach intrazellular leiten, weshalb der
Toll-like Rezeptor (TLR)4 als transmembraner Korezeptor in Verbindung mit MD-2

(Abbildung 6) das Immunsystem aktiviert (Jiang et al., 2000).
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des CD14-Rezeptors (nach Lu et al., 2008)

Nach Erkennung von LPS durch das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) und CD14
wird Uber TLR4/MD-2 ein MyD88-abhangiger oder MyD88-unabhangiger Signalweg
eingeleitet, woraufhin letztendlich vermehrt Typ 1 Interferone und proinflammatorische
Zytokine produziert werden (Lu et al., 2008).

Ferner ist CD14 an der Erkennung und Phagozytose von apoptotischen Zellen beteiligt
(Devitt et al.,, 1998). Patienten mit akuten oder chronisch inflammatorischen
Erkrankungen zeigten eine erhoéhte Expression von CD14 auf phagozytotischen
Zellen, die sich bei Gabe von Immunsupressiva erniedrigt (Nockher, Scherberich,
1997). Die losliche Form von CD14, von Hepatozyten sezerniert, kann als Marker fur
die Aktivitdt einer inflammatorischen Erkrankung verwendet werden. Erhdhte
CD14-Konzentration sind in Seren von Patienten mit bakteriellen oder viralen
Infektionen (Gluck et al., 2001; Nockher et al., 1994 ), autoimmunen und rheumatischen
Erkrankungen (Scherberich, Nockher, 2000) bestatigt. Brettschneider et al. wiesen
2002 erstmals erhohte Level von léslichem CD14 im Serum von MS Patienten nach
(Brettschneider et al., 2002).

Ubertragen auf das Tiermodell der MS induziert eine Immunisierung mit MOG einen
deutlichen Anstieg der CD14-Transkription (Zekki et al., 2002). CD14-defiziente Mause
entwickeln im Vergleich zu Wildtypkontrollen eine ausgepragtere Kklinische
Symptomatik mit vermehrter Anzahl inflammatorischer Infiltrate im ZNS (Walter et al.,
2006).

26



Einleitung

2.7 Zielsetzung

Mit dem Nachweis einer Verstarkung der EAE bei CD14-Defizienz konnte die
Bedeutung des CD14-Rezeptors bewiesen werden (Walter et al., 2006). Trotz allem
ist bis heute der entsprechende pathophysiologische Mechanismus nicht geklart. In
der vorliegenden Arbeit wird das Migrationsverhalten von T-Zellen aus
CD14-defizienten Mausen am Tiermodell der MS mit folgenden Fragestellungen

untersucht:

e Gibt es einen Unterschied in der Expression der Molekile zur
Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung auf T-Zellen von CD14-defizienten

Mausen im Vergleich zur Wildtypkontrolle nach Induktion einer EAE?

e Wie verhalten sich T-Zellen von EAE immunisierten CD14-defizienten
Mausen in der Expression von Adhasionsmolekulen gegenuber einer
Wildtypkontrolle?

e Gibt es in vitro einen Unterschied in der Adhasion von T-Zellen aus EAE
immunisierten CD14-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen an
bEnd.3 Endothelzellen?

e Unterscheiden sich T-Zellen von EAE immunisierten CD14-defizienten
Mausen in der in vitro Transmigration durch bEnd.3 Endothelzellen

gegenuber einer Wildtypkontrolle?

e Wie verhalten sich immunisierte CD14-defiziente Mause in der Expression
von MMP-2 und MMP-9 gegenuber Wildtypkontrollen?

Ziel dieser Arbeit ist es zu prifen, ob CD14 eine entscheidende Funktion bei der
T-Zell-Aktivierung oder Migration tUber die BHS hat und die CD14-Defizienz letztendlich

durch Unterschiede in diesen Schritten zu einer Verstarkung der EAE fuhrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Tabelle 3: Aufstellung der verwendeten Geréate

Bezeichnung Typ Hersteller

Autoklav V-150, V-2540EL Systec GmbH, Wettenberg

CO2-Inkubator HERAcell 150i Thermo Scientific GmbH, New York,

USA

FACS Canto Il mit
FACS Diva Software

Durchflusszytometer BD Biosciences, Heidelberg

Eismaschine

BRICE ltalia S.r.l., Villa Cortese,
Italien

Kombischuttler Varishaker ~ Dynatech GmbH, Denkendorf
Incubator

Prazisionswaage CP4202S Sartorius AG, Gottingen

Magnetrihrer IKAMAG KMO-1 IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen

Mikroskop Axiovert 40 CFL Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Géttingen

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Géttingen

pH-Meter InoLab pH 720 WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim

Sterilbank HERAsafe Thermo Scientific GmbH, New York,

USA

Ultraschallstab

Sonopuls HD 2070

Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin

Vortex-Mixer

Reax top

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG,
Schwabach
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Vortex-Mixer Genie 2 Scientific Industries, Inc., New York,
USA
Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik

GmbH, Burgwedel
Kottermann GmbH & Co. KG,

Hanigsen
Wipptisch Rocky Labortechnik Frébel GmbH, Lindau
Zentrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge 4K15C Sigma Laborzentrifugen GmbH,

Osterode am Harz

3.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Aufstellung der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

Antibiotic-Antimycotic 100 x Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Dimethylsulfoxid (DMSO) MoBiTec GmbH, Goéttingen
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze

Di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(Na2HPO4)

Dulbecco’s Modified Eagles Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Medium (DMEM) + GlutaMAX™-|

Entellan Merck KGaA, Darmstadt

FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg

FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg

FACS Shutdown Solution BD Biosciences, Heidelberg

(v/v) Fetales Kalberserum (FKS) PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Fibronektin 50 pg/ml Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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Flussigstickstoff

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Disseldorf

Formaldehyd 37 %

Merck KGaA, Darmstadt

Giamsa‘s-Azur-Eosin-
Methylenblau

Merck KGaA, Darmstadt

Glutardialdehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hank's Balanced Salts (HBSS)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze

HEPES 1 M

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Inkomplettes Freund-Adjuvans
(IFA)

BD Biosciences, Heidelberg

Isofluran

Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt

Laminin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Mycobacterium tuberculosis,
getrocknet und abgetotet

BD Biosciences, Heidelberg

MOG

Charité - Universitatsmedizin, Berlin

Natriumazid (NaNs)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Apotheke Universitatsklinikum, Homburg

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO4)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Seelze

Penicillin-Streptomycin

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

PTX

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

Trypanblau 0,4 %

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Seelze

Trypsin-EDTA 0,05 %

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

TNF-a

BIOMOL GmbH, Hamburg
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3.3 Antikorper

Tabelle 5: Aufstellung der verwendeten Antikorper

Hamster

Antikorper Clone Isotyp Hersteller

FITC Rat Anti-Mouse GK1.5 1gG2b,k BD Biosciences, Heidelberg
CD4

PerCP Rat Anti-Mouse | 53-6.7 IgG2a,k BD Biosciences, Heidelberg
CD8a

Pe Rat Anti-Mouse 2D7 IgG2a,k BD Biosciences, Heidelberg
CD11a

APC Syrian Hamster 37.51 IgG BIOZOL Diagnostica Vertrieb
Anti-Mouse CD28 GmbH, Eching
Biotin-Conjugated Rat 9C10 IgG2a,k BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Mouse CD49d

Purified Hamster Anti- UC10- Hamster BD Biosciences, Heidelberg
Mouse CD152 (CTLA-4) | 4F10-11 IgG1,k

PE Armenian Hamster H57-597 | IgG2,A\1 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Mouse TCR Chain

Cy5 Goat Anti-Armenian IgG Jackson ImmunoResearch

Europe Ltd., Suffolk, UK

APC Streptavidin

BD Biosciences, Heidelberg

3.4 Zellkulturmedien

Tabelle 6: Aufstellung und Zusammensetzung der verwendeten Medien

Medium Substanzen Menge

Adhasionsmedium/Migrationsmedium | DMEM + GlutaMAX™.-| 4575 ml

(500 mi) (v/v) FKS 25 ml
1M Hepes 12,5 ml
Penicillin-Streptomycin 5ml
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Einfriermedium (10 ml) Endotheliomamedium 3 mi
(v/v) FKS 5ml
DMSO 2 mi
Endotheliomamedium (500 ml) DMEM + GlutaMAX™-| 445 ml
(v/v) FKS 50 ml
Antibiotic-Antimycotic 100x 5ml
3.5 Puffer und Losungen
Tabelle 7: Aufstellung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

Medium Substanzen Menge
FACS-Puffer (1000 ml) 10 x PBS 100 ml
(v/v) FKS 50 ml
NaNs 2M 5ml
Aqua dest. 845 ml
HBSS-Losung (1000 ml, pH =7,4) | HBSS 1 Flasche
NaHCO3 0,35¢g
Aqua dest. Ad 11
HBSS-Waschpuffer (500 ml) HBSS-LAsung 437,5 ml
(v/v) FKS 50 ml
Hepes 1M 12,5 ml
Natriumazid 2M (10 ml) NaNs3 1,3002 g
Aqua dest. 10 ml
PBS 10x NaCl 400 g
KCI 109
Na2HPO4 71g
NaH2PO4 69 g
Aqua dest. Ad 5|
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3.6 Tierexperimentelle Methoden

3.6.1 Induktion der aktiven EAE

Far die Durchfihrung der Experimente wurden CD14-defiziente Mause (Jackson
Laboratory via Charles River, Sulzfeld) und entsprechende Wildtyp-Geschwister
(Charles River) im Alter von 8-14 Wochen verwendet. Zur Induktion der EAE wurden
jeder Maus in leichter Isoflurannarkose 300 uyg MOG, 1:1 emulgiert mit CFA, subkutan
axillar und inguinal injiziert. Die Herstellung des CFA erfolgte durch Anreicherung von
IFA mit 10 mg/ml inaktiviertem Mycobacterium tuberculosis. Die Paste, folglich
bestehend aus MOG und CFA, wurde vor Anwendung in Spritzen angesetzt und mit
Ultraschall (3 x 20 s) behandelt. Vor jeder Immunisierung wurde die Paste erneut fur
3 x 20 s beschallt. An Tag 0 und 2 nach Immunisierung bekamen alle Mause zusatzlich
300 ng PTX intraperitoneal appliziert. Die Tiere wurden taglich gewogen, bezuglich
klinischer Symptomatik untersucht und nach folgendem klinischen Score eingeteilt
(Engelhardt et al., 1997):

Tabelle 8: Score zur Beurteilung der klinischen Symptome nach Immunisierung

Score Klinische Symptome

0 Keine Symptome
0.5 Schlgffer, hangender Schwanz; Aktivitatsminderung;
Gewichtsabnahme
1 Schwache der Hinterlaufe; Gewichtsabnahme
2 Paraparese der Hinterlaufe; zunehmende Gewichtsabnahme
3 Paraplegie mit Inkontinenz; starke Gewichtsabnahme
4 Tetraparese
5 Tod

Die Tiere wurden unter SPF-Bedingungen gehalten und ab einem klinischen Score
von 2 getotet. Erste Krankheitssymptome zeigten sich nach 15-18 Tagen. Samtliche
tierexperimentelle Methoden wurden gemal Tierschutzgesetz durchgefuhrt und von

der zustandigen Behorde genehmigt.
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3.6.2 Herstellung von Einzelzellsuspension aus sekundéaren Lymphorganen

Fir die Gewinnung von Lymphozyten wurden die Mause mit einer Uberdosis Isofluran
getotet, die bendtigten aortalen, inguinalen sowie axillaren Lymphknoten enthommen
und in Falconréhrchen mit Waschpuffer Gberfuhrt. Mit Hilfe eines Glashomogenisators
und durch mehrmaliges Spulen mit Waschpuffer erfolgte die Herstellung der
Einzelzellsuspension, die im Anschluss durch ein Nylonsieb mit 70 um Porengrol3e
(BD Biosciences, Heidelberg) filtriert wurde. Nach Zentrifugation (12 Minuten, 300 x g,
4 °C) und Absaugen des Uberstandes konnte die gewonnene Zellsuspension direkt fir

Experimente verwendet werden.

3.6.3 Blutentnahme

Bei den Mausen wurde nach Totung und Erdffnung des Peritoneums eine
Blutentnahme aus der Vena cava durchgefuhrt. Das Blut wurde in 50 pl
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt, zentrifugiert (5 Minuten, 800 x g, 4 °C) und hierdurch

gewonnenes Serum bei -80 °C weggefroren.

3.7 Zellkultur

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden samtliche zellbiologischen Methoden
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Verwendete Materialien wurden autoklaviert
bzw. steril filtriert. Die Kultur erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C,
feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare und 5 % CO2-Gehalt.

3.7.1 Kultivierung der Endothelzellen

Die kommerziell erworbene Endotheliomazelllinie bEnd.3 (brain endothelioma cells;
ATCC, Manassas, USA) entstand durch Infektion mit einem retroviralen Vektor aus
BALB/c-Mausen. Kennzeichnend fur sie ist die Expression der Adhasionsmolekule
MAdCAM-1 (Mucosal addressin cell adhesion molecule-1), ICAM-1 und VCAM-1.
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Die Kultivierung der Zelllinie erfolgte in 25 cm2-Zellkulturflaschen (BD Biosciences,
Heidelberg) mit 5 ml Endotheliomamedium. Die Zellen wurden, bei zweimal
wodchentlichem Mediumwechsel, bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert und alle
8-10 Tage im Verhaltnis 1:3-1:5 gesplittet. Fur samtliche Experimente dieser Arbeit

wurden Zellen der Passage 5-25 verwendet.

3.7.2 Passagieren von Endothelzellen

Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Endotheliomamedium abgesaugt und die
Zellen durch Zugabe von 3 ml 0,05 % Trypsin-EDTA-L6sung pro Kulturflasche fur drei
Minuten bei 37 °C abgelost. Die Reaktion wurde mit 5 ml Endotheliomamedium
gestoppt und die Zellen fir 12 Minuten mit 300 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt, die Zellen erneut in Endotheliomamedium

geldst und im gewilnschten Verhaltnis auf Zellkulturflaschen verteilt.

3.7.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit Hilfe des Farbstoffes Trypanblau.
Trypanblau wird von toten Zellen aufgrund ihrer veranderten Membrandurchlassigkeit
aufgenommen, sie werden dadurch blau angefarbt. Vitale Zellen nehmen kein
Trypanblau auf. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.7.2
beschrieben abgeldst und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die
Zellen in 1 ml Endotheliomamedium resuspendiert. Nach Verdlinnung von 10 ul der
Zellsuspension mit Trypanblau im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:100 wurden hiervon 10 pl
zwischen Deckglas und Kammerboden einer Neubauerzahlkammer (A. Hartenstein
GmbH, Wirzburg) pipettiert. Mit Hilfe des Lichtmikroskopes konnte im Anschluss die
Anzahl lebender Zellen in den vier groflen Eckquadraten bestimmt und anhand

folgender Formel berechnet werden:

Zellzahl/ml = Durchschnittliche Zellzahl der vier GroRquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10*
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3.7.4 Auftauen von Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden fur kurze Zeit bei -80 °C bzw. langerfristig in flissigem
Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die eingefrorenen Zellen in einem 37 °C
warmen Wasserbad schnell aufgewarmt, in 7 ml Endotheliomamedium resuspendiert
und anschlieRend mit 300 x g fiir 12 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit
dem restlichen Einfriermedium wurde abgesaugt, die Zellen in Endotheliomamedium

aufgenommen und in 25 cm? Kulturflaschen ausgesat.

3.7.5 Einfrieren von Endothelzellen

Die adharenten Zellen wurden zunachst wie in Abschnitt 3.7.2 beschrieben abgelost
und zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert und zum Einfrieren in ein Kryordhrchen dberfuhrt. Das
Lagern in einer Einfrierbox (Nalgene® Mr. Frosty EC18, A. Hartenstein GmbH,

Wirzburg) Uber mindestens einen Tag garantierte die langsame Abkuhlung auf -80 °C.

3.8 Adhasionsassay

Mit Hilfe dieses Assays konnte die Adhasion von Antigen-spezifischen T-Zellen aus
CD14-defizienten  Mausen im  Vergleich zu  Wildtypmdusen an die

Endotheliomazelllinie bEnd.3 untersucht werden.

Hierflr erfolgte zunachst eine Beschichtung von 16-Well-Chamberslides (Lab-Tek®
Chamber Slide System, Thermo Scientific GmbH, New York, USA) mit Fibronektin in
PBS (50 pg/ml). Pro Well wurden 50 pl pipettiert und anschlie3end fur 40 Minuten bei
37 °C inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 100 yl PBS wurden pro Well
2 x 10* Endotheliomazellen der Linie bENd.3 ausgesat und fir 2 Tage in 200 pl
Endotheliomamedium kultiviert (Abbildung 7). Die Zellen wurden taglich auf Wachstum

mikroskopisch kontrolliert, gegebenenfalls fand ein Mediumwechsel statt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Adhéasionsassays an Tag 1

Die bEnd.3 Zellen wachsen auf einem mit Fibronektin beschichteten 16-Well-Chamberslide zu
einem konfluenten Monolayer.

Nach zwei Tagen Inkubation und Erreichen der Konfluenz wurden die Wells zweimal
mit Adhasionsmedium gewaschen, um anschlielend die T-Zellen auszusaen. Die
verwendeten T-Zellen an Tag 3 wurden direkt am Versuchstag aus Wildtypmausen und
CD14-defizienten Mausen gewonnen, zu einer Zellsuspension verarbeitet und in
Adhasionsmedium gezahlt. Pro Well wurden daraufhin 3 x 10° T-Zellen in 200 pl
Adhasionsmedium ausgesat und fur 40 Minuten bei 4 °C auf einem Wipptisch inkubiert
(Abbildung 8). Zur Sicherstellung einer gleichmaRigen Adhasion wurde der Assay nach
20 Minuten um 90° gedreht.

Tag 3

/ Endotheliomamedium

© °l1°ck_o|o0]| 0% 2
T-Zellen

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Adhédsionsassays an Tag 3

Die gewonnenen T-Zellen wurden fiir 40 Minuten auf dem Endothelzellrasen inkubiert, um
dann die Anzahl adharenter Zellen am Lichtmikroskop zu bestimmen.
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AnschlieRend wurden die Wells vom Glasobjekttrager abgebrochen, der Objekttrager
zweimal in PBS vorsichtig gewaschen und fur 2 Stunden in 2,5 % Glutardialdehyd in
PBS auf Eis bei 4 °C fixiert. Die Auswertung des Adhasionsassays erfolgte mit Hilfe

eines Zahlgitters am Lichtmikroskop.

3.9 Transmigrationsassay

Mit dem Transmigrationsassay konnte die Migration von T-Zellen aus Wildtypmausen
im Vergleich zu T-Zellen von CD14-defizienten Mausen durch einen bEnd.3
Zellmonolayer untersucht werden. Verwendet wurde hierflr eine Transwellplatte
(Corning Life Sciences, Tewksbury, USA), die aus 24 Vertiefungen und
12 Filtereinsatzen (Polycarbonatmembran, 6,5 mm Inserts) mit einer Porengrof3e von
5 um besteht. Fur das Experiment wurden zunachst an Tag 1 die Filtereinsatze mit
jeweils 50 yl Laminin in PBS (50 pg/ml) beschichtet und anschlieRend flr 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiges Laminin wurde dann abgesaugt und
die Inserts fur eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet. Es erfolgte danach das
Ausséden der Endotheliomazellen der Linie bEnd.3 mit 5 x 10* Zellen in 200 pl
Adhasionsmedium pro Well (Abbildung 9). Um eine Konfluenz zu gewahrleisten
wurden die Zellen fur 2 Tage bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert.

Endotheliomamedium

bEnd.3-Zellen

\_/\ Filtermembran

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Transmigrationsassays an Tag 1

Die bEnd.3 Zellen wachsen auf einer mit Laminin beschichteten Filtermembran zu einem
konfluenten Monolayer.
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An Tag 3 wurde Uberschussiges Endotheliomamedium in den Filtereinsatzen
vorsichtig abgesaugt und die Filtereinsatze Uber 12 Vertiefungen mit jeweils 600 pl
Medium gehangt. Entsprechend dem Adhasionstest wurden hier ebenfalls die
verwendeten T-Zellen direkt aus Wildtypmausen und CD14-defizienten Mausen
gewonnen, zu einer Zellsuspension verarbeitet und in Migrationsmedium gezahlt. Auf
den Endothelzellrasen jedes Filters wurden danach 1 x 108 T-Zellen in 100
Migrationsmedium ausgesat und fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert (Abbildung
10). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Filter in leere Vertiefungen
zuruckgesetzt. Die quantitative Zahl der migrierten Zellen in den Vertiefungen unter
den Filtern wurde mit Hilfe von TruCount™ Tubes (BD Biosciences, Heidelberg),
Messung am FACS Canto Il und anschlieRender Berechnung nach folgender Formel

bestimmt:

Gemessene Anzahl T—-Zellen

Migrierte T-Zellen = * Bead-Referenznummer
Gemessene Anzahl Beads

| _—— Lymphozyten

Migrationsmedium

bEnd.3-Zellen

" Filtermembran

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Transmigrationsassays an Tag 3

Die gewonnenen T-Zellen wurden fur vier Stunden auf der Endothelzellschicht inkubiert, um
anschlieend die durch den Filter migrierten T-Zellen mit Hilfe von TruCount™ Tubes am FACS
Canto Il zu bestimmen.

Um die Konfluenz des Endothelzellmonolayers zu beurteilen, wurde nach
Durchfuhrung des Experiments das restliche Migrationsmedium aus den
Filtereinsatzen abpipettiert und die Filtereinsatze mit PBS gewaschen. Anschlielend

erfolgte eine Dampffixierung mit 37 % Formaldehyd Uber Nacht. Hierzu wurde jeweils
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50 pl Formaldehyd in die Vertiefungen gegeben und die Filtereinsatze eingehangt. Die
Filtermembranen wurden am Folgetag mit 2,6 % Giemsa angefarbt, auf Objekttrager

mit Entellan eingedeckt und mit Hilfe des Lichtmikroskopes beurteilt.

3.10 Durchflusszytometrie

3.10.1 Allgemeines Prinzip

Die Durchflusszytometrie bietet die Mdoglichkeit Einzelzellen in Suspension wahrend
der Bewegung in einem Flussigkeitsstrom anhand ihrer verschiedenen physikalischen
und molekularen Eigenschaften zu unterscheiden und zu analysieren. Die einzelnen
Zellen passieren einen Laserstrahl, dabei erzeugtes Streu- und Fluoreszenzlicht wird
detektiert und digitalisiert. Basierend auf der Messung von Streulicht und Fluoreszenz

lassen sich mit der Durchflusszytometrie folgende Parameter bestimmen:
o ZellgroRe
e Zellgranularitat

e Zelloberflachenproteine: Sie werden durch die Messung der Fluoreszenz bestimmt.
Voraussetzung ist daher, dass die Zellen vor ihrer Messung mit spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt werden. Fur die in der Dissertation durchgefuhrten

Experimente wurden folgende Farbstoffe eingesetzt:

Allophycocyanin (APC)

Phycoerythrin (PE)

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Peridinin Chlorophyll Protein Complex (PerCP)

3.10.2 Bestimmung der Expression von T-Zell-aktivierenden Molektlen und

Adhéasionsmolekilen auf Lymphozyten

Zur Messung von T-Zell-aktivierenden Molekulen und Adhasionsmolekilen mittels

Durchflusszytometrie wurden Zellen aus Wildtypmausen und CD14-defizienten
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Mausen entsprechend Abschnitt 3.6.2 gewonnen, eine Einzelzellsuspension
hergestellt und in FACS-Puffer gezahlt. Pro Tube wurden 2 x 10° Zellen in 100 pl
FACS-Puffer Uberfihrt und mit den gewilnschten Antikérpern flr 40 Minuten im
Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Fur die Experimente dieser Arbeit wurden die in Tabelle 9

aufgelisteten Vierfachfarbungen durchgefuhrt.

Tabelle 9: Aufstellung der durchgefuhrten Antikorperfarbungen fur die Durchflusszytometrie

Bestimmung der Expression von T-Zell-aktivierenden Molekiilen

Verwendete | 1- Farbung CD4 CD8a TCRB CcD28
Antikorper | 2 Farbung CD4 CD8a TCRB CD152

Bestimmung der Expression von Adhasionsmolekiilen

Verwendete

o 1. Farbung CD4 CD8a CD11a CD49d
Antikorper

Als Negativkontrolle galt eine ungefarbte Probe, auRerdem wurden Isotypkontrollen
der eingesetzten Antikdrper genutzt. Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubation mit
500 ul FACS-Puffer pro Tube gewaschen und jeweils mit 300 x g fir 4 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert.  Nicht fluoreszenz-markierte  Antikbrper wurden mit einem
Cy5-konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert bzw. biotinylierte Primarantikdrper mit
APC-konjugiertem Streptavidin gefarbt. Nach zweimaligem Waschen wurden die
Zellen mit 1 % Formaldehyd in FACS-Puffer fixiert und am FACS Canto Il mit Hilfe der
FACS Diva Software analysiert.

3.11 ELISA

3.11.1 Allgemeines Prinzip

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) kann basierend auf einem
enzymatischen Immunadsorptionsverfahren eine Wechselwirkung zwischen Antigen
und Antikoérper nachweisen. Als haufig angewandtes Untersuchungsverfahren dient es

somit zur Bestimmung von Proteinen, Hormonen, Viren, Toxinen und Tumormarker.
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Beide in der Dissertation angewandten ELISA beruhen auf der sogenannten
Sandwich-Methode. Hierbei ist ein monoklonaler Antikdrper an eine 96-Well-
Mikroplatte gebunden. Nach Inkubation der Probe bindet das spezifische Antigen an
den festen Antikdrper der Mikroplatte. Durch Zugabe eines weiteren Antikérpers, der
ein anderes Epitop als der Capture-Antikorper erkennt, wird die Probe detektiert. An
diesen zweiten Antikorper ist ein Enzym gekoppelt, das nach Zugabe der
Detektionslosung eine Farbreaktion auslést. Durch Anwendung einer Standardreihe

und durch die Farbentwicklung konnen die Proben am Photometer gemessen werden.

3.11.2 Bestimmung von MMP-2 und MMP-9 in Mausseren

Die Bestimmung von MMP-2 und MMP-9 im Serum von CD14-defizienten Tieren und
C57BL/6J Tieren am Erkrankungspeak p.i. (post immunization, nach Immunisierung)
erfolgte mit Hilfe der Quantikine® ELISA Kits fir MMP-2 und MMP-9 (R&D Systems,
Minneapolis, USA). Diese enthalten jeweils eine mit dem monoklonalen Antikérper
MMP-2 bzw. MMP-9 beschichtete 96-Well-Polystyrolplatte sowie samtliche fur die

Durchfuhrung benétigten Losungen.

MMP-2:

Am Tag der DurchfiUhrung wurden die zur Messung bestimmten Seren bei
Raumtemperatur aufgetaut und im Verhaltnis 1:10 mit der im Kit enthaltenen Lésung
Calibrator Diluent RD5-32 verdinnt. Fur die bendtigte Standardreihe wurde der
Standard MMP-2 in 1 ml Aqua dest. geldst, sodass eine Konzentration von 100 ng/ml
vorlag, die fur die Reihe weiter verdinnt wurde (50 ng/ml; 25 ng/ml; 12,5 ng/ml;
6,25 ng/ml; 3,12 ng/ml; 1,56 ng/ml; 0,78 ng/ml). 100 pl Assay Diluent RD1-74 und 50 pl
des Standards bzw. der Probe wurden pro Well auf der Platte verteilt und anschliel3end
fur zwei Stunden auf einem Kombischuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
viermaligem Waschen mit Waschpuffer (pro Well 400 ul), hergestellt aus 20 ml
Waschpufferkonzentrat und 480 ml Aqua dest., erfolgte die Zugabe von 200 pyl MMP-2
Konjugat (polyklonaler Antikdrper gegen MMP-2, konjugiert mit Meerrettichperoxidase)
pro Well. Die Platte wurde erneut fur zwei Stunden inkubiert und danach viermal
gewaschen, sodass Antikorper, die keine Bindung eingehen konnten, entfernt wurden.
AnschlieBend wurde pro Well 200 pul Substratidosung, bestehend aus

42



Material und Methoden

Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin, pipettiert und fur 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Die hierdurch ausgeloste enzymatische Farbreaktion wurde 30 Minuten

spater durch Zugabe von 50 pl Stop Solution (2N Schwefelsaure) pro Well beendet.

MMP-9:

Fir den MMP-9 ELISA erfolgte eine Verdiinnung der Seren im Verhaltnis 1:100. Durch
Ldsen des Maus pro-MMP-9 Standards in 2 ml Calibrator Diluent RD5-10 wurde eine
Stocklosung mit 2000 pg/ml angesetzt, die zur Herstellung der Standardreihe weiter
verdinnt wurde (1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 pg/ml; 31,3
pg/ml). 50 pl Assay Diluent RD1-34 und 50 pl des Standards bzw. der Probe wurden
pro Well pipettiert und entsprechend des MMP-2 ELISA inkubiert und gewaschen.
Nach Zugabe von 100 pl MMP-9 Konjugat (monoklonaler Antikérper gegen MMP-9,
konjugiert mit Meerrettichperoxidase) wurde die Platte erneut bei 4 °C ohne
Kombischittler inkubiert und anschlieend gewaschen. Durch Zugabe von 100 ul
Substratlosung (Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) wurde die Reaktion fur
30 Minuten im Dunkeln gestartet und danach mit 100 pl Stop Solution (Salzsaure)

beendet.

Der durch die enzymatische Reaktion der Meerrettichperoxidase mit dem
chromogenen Substrat entstandene Farbumschlag wurde bei beiden ELISA innerhalb
von 30 Minuten am Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
Hierdurch konnte die Konzentration von MMP-2 und MMP-9 durch Vergleich mit der

Standardkurve berechnet werden.
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4  Ergebnisse

4.1 Einfluss der CD14-Defizienz auf den EAE Krankheitsverlauf

Es wurde eine aEAE in CD14-defizienten Mausen und Wildtypkontrollen induziert. Die
Versuchstiere wurden regelmaRig hinsichtlich etwaiger klinischer Symptomatik
untersucht, gewogen und mit Hilfe des oben aufgefuhrten Scores beurteilt.
Entsprechend Vorergebnissen von Walter et al. 2006 zeigte sich auch wahrend der
Durchfihrung dieser Experimente, dass CD14-defiziente Tiere nach Induktion einer
aEAE eine deutlich ausgepragtere klinische Symptomatik mit frGherem
Krankheitsbeginn im Vergleich zu Wildtypmausen entwickeln (Walter et al., 2006). Ein
klinischer Verlauf ist in Abbildung 11 an einer EAE beispielhaft dargestellt.

Fir samtliche aufgeflihrten Experimente wurden CD14-defiziente Mause mit einem
durchschnittlichen klinischen Score von 1,70+ 0,12 (Erkrankungspeak p.i.),
zusammen mit einer entsprechenden Wildtypkontrolle (0,73 + 0,15) am gleichen Tag
untersucht. Zu diesem Zeitpunkt zeigten C57BL/6J Mause eine geringer ausgepragte
Symptomatik. Tabelle 10 fasst die Anzahl verwendeter Tiere fir die nachfolgenden

Ergebnisse mit ihrer mittleren Erkrankungsschwere zusammen.
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Abbildung 11: Reprasentativer Verlauf der EAE von CD14-defizienten Mausen und C57BL/6J

Tieren

Dargestellt ist der klinische Verlauf mit entsprechenden Scorewerten von einer reprasentativen
EAE mit ingesamt 6 CD14-defizienten Mausen und 5 C57BL/6J Tieren. Bei CD14-defizienten
Mausen war nach Induktion der EAE die Entwicklung starkerer klinischer Symptome

erkennbar.

Tabelle 10: Anzahl der CD14-defizienten Mause und C57BL/6J verwendeten Tiere fir

nachfolgende Ergebnisse

Erkrankungspeak p.i.
Anzahl der Tiere Durcrllzg:éiihrte Mittltéiiizl:(v:ﬁ;e der

C57BL/6J 20 10 0,73+0,15

CD14™ 20 10 1702012 | 0001

Tag 10 p.i.

C57BL/6J 15 8 0

CD14 15 8 0

Nicht-immunisierte Tiere

C57BL/6J 10 - 0

CD147 10 - 0
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4.2 Untersuchung des kostimulatorischen Signalweges B7-1/2-

CD28/CTLA-4

4.2.1 Expression des T-Zell-aktivierenden Rezeptors CD28

Aufgrund der Beobachtung, dass Wildtypmause im Vergleich zu CD14-defizienten
Tieren nach Induktion einer EAE eine deutlich mildere Klinik zeigten, sollte mit diesem
Experiment die T-Zell-Aktivierung mit ihrem stimulierenden Rezeptor CD28, als
Bestandteil des kostimulatorischen Signalweges B7-1/2-CD28/CTLA-4, verglichen

werden.

Hierfir wurde in C57BL/6J und CD14-defizienten Mausen eine aEAE ausgeldst. An
Tag 10 p.i. und am Peak der Erkrankung p.i., d.h. bei einem durchschnittlichen
klinischen Score von 2 der CD14-defizienten Mause, wurden Lymphknoten gewonnen,
zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet, mit den Antikdrpern CD4/CD8/TCR/CD28
gefarbt und mittels Durchflusszytometrie die Expression von TCR/CD28 auf CD4*
T-Zellen und CD8* T-Zellen bestimmt.

Das Ergebnis, dargestellt in Abbildung 12, zeigt keinen signifikanten Unterschied in
der Expression der T-Zell-aktivierenden Molekule TCR/CD28 auf CD4* T-Zellen und
CD8* T-Zellen von CD14-defizienten Mausen bei nicht-immunisierten, gesunden
Tieren, an Tag 10 p.i. und am Peak der Erkrankung p.i. im Vergleich zu C57BL/6J

Mausen.

Tabelle 11 zeigt, dass die Immunisierung zu einem Anstieg der Expression von
TCR/CD28 an Tag 10 p.i. gegenuber den nicht-immunisierten Kontrollen innerhalb

einer jeden Gruppe fuhrt.
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Abbildung 12: Vergleich der Expression des kostimulatorischen Molekils CD28 auf
Lymphozyten von CD14-defizienten Mausen gegeniiber C57BL/6J Mausen

Die TCR/CD28 Expression auf (A) CD4* Zellen und (B) CD8* Zellen zeigt an den gemessenen
Zeitpunkten keinen signifikanten Unterschied zwischen C57BL/6J Mausen und
CD14-defizienten Tieren (Kontrolle: C57BL/6J n =4, CD14" n=4; Tag 10 p.i.. C57BL/6J n = 5,
CD14" n = 5; Erkrankungspeak p.i.: C57BL/6J n = 7, CD14" n = 5).
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Tabelle 11: Expression von TCR/CD28 auf T-Zellen bei gesunden Tieren, Tag 10 p.i.,
Erkrankungspeak p.i.

TCR/CD28 positive CD4 Zellen (%)
Mittelwert Mittelwert Erkr“::‘t:(i'r‘:"es” cak
Kontrolle Tag 10 p.i. p.i gsp
170 + 43.06 + 6,11 +
CO7BLI6J | 5 14 533 0,73
p=0,958 p=0,752 p=0,762
D14+ 173 + 41,06 + 574+
0.44 2,97 0,99
TCR/CD28 positive CD8 Zellen (%)
0,88 + 18,38 + 1,86 +
Co7BLBJ | 75 14 417 0,41
073 p=0,235 16.68 p=0,765 184 p=0,978
B 73+ 68 + 84+
CD14 0,03 3,58 0,41

4.2.2 Expression des T-Zell-inhibierenden Rezeptors CTLA-4

Mit der Fragestellung, ob Wildtypmause aufgrund des inhibierenden Rezeptors
CTLA-4 als Gegenspieler zu CD28 eine verminderte Klinik zeigen, wurde bei
CD14-defizienten Mausen und Wildtypkontrollen die Anzahl CTLA-4 exprimierender

T-Zellen mittels Durchflusszytometrie verglichen.

In den Mausen wurde hierfir eine aEAE induziert, die Lymphknoten an Tag 10 und am
Peak der Erkrankung gewonnen und nach Herstellung der Einzelzellsuspension mit
den Antikérpern CD4/CD8/TCR/CTLA-4 gefarbt. Als Kontrolle dienten ebenfalls

gesunde, nicht-immunisierte Wildtypmause und CD14-defiziente Mause.

Abbildung 13 zeigt, dass es keinen Unterschied in der CTLA-4 Expression auf CD4*
T-Zellen und CD8* T-Zellen von CD14-defizienten Mausen in der nicht-immunisierten,
gesunden Kontrolle und an Tag 10 p.i. im Vergleich zu C57BL/6J Tieren gibt. Jedoch
zeigt sich, wie in Tabelle 12 dargestellt, ein Anstieg der CTLA-4 Expression am

Erkrankungspeak p.i. im Vergleich zu Tag 10 p.i. bei C57BL/6J Tieren.
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Abbildung 13: Vergleich der Expression des kostimulatorischen MolekUls CTLA-4 auf T-Zellen
von CD14-defizienten Mausen gegeniber C57BL/6J Tieren

Die Expression von TCR/CTLA-4 auf (A) CD4* T-Zellen und (B) CD8"* T-Zellen von CD14-
defizienten Mausen bei gesunden Tieren, an Tag 10 p.i. und am Erkrankungspeak p.i. zeigte
im Vergleich zu C57BL/6J Mausen keinen signifikanten Unterschied (Kontrolle: C57BL/6J
n=3,CD14" n=3;Tag 10 p.i.. C57BL/6J n =5, CD14""n = 5; Erkrankungspeak p.i.: C57BL/6J
n=28,CD14" n=6).
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Tabelle 12: Expression von TCR/CTLA-4 auf T-Zellen bei gesunden Tieren, Tag 10 p.i.,

Erkrankungspeak p.i.

TCRICTLA-4 positive CD4 Zellen (%)
Mittelwert Mittelwert Erkr“:r'lt;i'r‘:"es” cak
Kontrolle Tag 10 p.i. p.i gsp
073+ 1.04 + 238+
C57BL/6J | "4 30 0.13 0.65
o = 0855 0 =0675 0= 0221
coar | 080% 116+ 128+
0.17 0,24 043
TCR/CTLA-4 positive CD8 Zellen (%)
048 + 0,99 +
C57BL/6J | 0,40 o 28
ooy P07 =089 || p=0295
- , + , + , +
CD14 0.25 0.22 0.23
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4.3 Untersuchung der Adhasionsmolekiile

Damit T-Effektorzellen nach deren Aktivierung ins ZNS gelangen kdnnen, mussen sie
entsprechend des Multi-Step-Modells die BHS Uberwinden, erst dann kédnnen sie eine

inflammatorische Schadigung des Hirnparenchyms verursachen.

Im Rahmen dieses Versuches sollte daher die Expression der Adhasionsmolekile auf
T-Zellen von CD14-defizienten Mausen zur Wildtypkontrolle verglichen werden.
Untersucht wurden hierfir CD49d, die Alpha-Untereinheit von a4p1-Integrin und
essenzielles Molekl fur die Adhasion, sowie LFA-1, das flr die endgultige Migration

der Zellen notwendig ist.

Entsprechend oben aufgeflihrten Versuchen erfolgte auch hier nach Induktion der EAE
die Gewinnung von T-Zellen aus CD14-defizienten Tieren und C57BL/6J Mausen mit
anschlieRender Antikorperfarbung (CD4/CD8/LFA-1/CD49d).

Wie in Abbildung 14 dargestellt zeigt sich in der Expression von LFA-1 auf CD4*
T-Zellen und CD8* T-Zellen von CD14-defizienten Mausen in den nicht-immunisierten
Kontrollen, an Tag 10 p.i. und am Erkrankungspeak p.i. kein signifikanter Unterschied

gegenuber den Wildtyptieren.

Auch die Anzahl CD49d positiver Zellen unterscheidet sich sowohl in der
nicht-immunisierten Kontrolle als auch an Tag 10 p.i. und am Erkrankungspeak p.i.
gegenuber C57BL/6J Tieren nicht.
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Abbildung 14: Vergleich der Expression von LFA-1 und CD49d auf T-Zellen von

CD14-defizienten Mdusen gegeniiber C57BL/6J Mausen

CD14-defiziente Tiere unterscheiden sich in der Expression von LFA-1 auf (A) CD4* T-Zellen
und (B) CD8* T-Zellen sowie in der Expression von CD49d auf (C) CD4* T-Zellen und (D) CD8*
T-Zellen nicht signifikant von den C57BL/6J Mausen (Kontrolle: C57BL/6J n =4, CD147 n = 4;
Tag 10 p.i.: C57BL/6J n = 5, CD14” n = 5; Erkrankungspeak p.i.. C57BL/6J n = 8, CD14"

n = 6).
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4.4 Adhasionsfahigkeit von Lymphozyten bei CD14-Defizienz

Mit der Fragestellung, ob Lymphozyten aus CD14-defizienten Tieren vermehrt an der
BHS adharieren und durch die anschlieRende Migration eine ausgepragtere klinische
Symptomatik verursachen, erfolgte die Untersuchung dieser Zellen an in vitro

Adhasionsassays.

Entsprechend wurden hierfur Zellen aus immunisierten Tieren an Tag 10 p.i. sowie am
Peak der Erkrankung p.i. gewonnen, zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet und auf
einem mit bEnd.3 Zellen beschichteten Chamberslide inkubiert. Als Kontrollen dienten
nicht-immunisierte, gesunde Tiere. Zu jedem gemessenen Zeitpunkt wurden die
Wildtyptiere als 100 % definiert.

In den Ergebnissen (Abbildung 15) zeigte sich weder in der Adhasionskapazitat der
nicht-immunisierten Kontrolle (119,96 % £ 19,15 %), noch an Tag 10 p.i. (117,05 % %
16,24 %) oder am Peak der Erkrankung p.i. (118,78 % £ 16,31 %) ein signifikanter
Unterschied im Adhasionsverhalten der Zellen von CD14-defizienten Mausen im

Vergleich zu Wildtyptieren.
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Abbildung 15: Vergleich der Adhasion von Lymphozyten aus CD14-defizienten Mausen und
C57BL/6J Tieren

Dargestellt ist die prozentuale Anzahl adharenter Zellen von CD14-defizienten Mausen und
Wildtyptieren (zu den verschiedenen Zeitpunkten als 100 % definiert) auf einem bEnd.3
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Zellmonolayer. Es zeigte sich kein Unterschied in der Adhasion bei der nicht-immunisierten
Kontrolle (p = 0,322), an Tag 10 p.i. (p = 0,308) und am Erkrankungspeak p.i. (p = 0,287;
Kontrolle: C57BL/6J n = 6, CD14" n = 6; Tag 10 p.i.. C57BL/6J n = 10, CD14" n = 10;
Erkrankungspeak p.i.: C57BL/6J n =9, CD14" n = 11).

Veroéffentlichungen von Sikorski et al. zeigten, dass die Expression des
Adhasionsmolekuls ICAM nach Stimulation der bEnd.3 Zellen mit TNF-a ansteigt
(Sikorski et al., 1993).

Um den Einfluss von TNF-a auf das Adhasionsverhalten zu untersuchen, wurde
versuchsweise am Erkrankungspeak p.i., wenn eine Entzindung der BHS vorliegt, die
Anzahl adharenter Lymphozyten von CD14-defizienten Tieren und C57BL/6J Mausen

auf stimulierten bEnd.3 Zellen verglichen.

Hierfur erfolgte an Tag 2 des Adhasionsversuches eine Stimulation des bEnd.3
Zellmonolayers mit TNF-a, anschlieBend wurden darauf die Lymphozyten, wie in
Abschnitt 3.8 beschrieben, inkubiert (Abbildung 16).

Abbildung 17 zeigt, dass sich auch nach Stimulation mit TNF-a kein signifikanter
Unterschied im Adhasionsverhalten von Zellen aus CD14-defizienten Mausen
(129,90 % + 20,20 %) gegenuber der Wildtypkontrolle (als 100 % definiert) ergab.

Abbildung 16: Mikroskopische Aufnahme eines Adhdsionsassays

Dargestellt ist ein konfluenter bEnd.3 Zellmonolayer mit adharenten Lymphozyten. Die
Auszahlung des Assays erfolgte mit Hilfe eines Zahlgitters, pro Well wurde die Anzahl
adharenter Zellen in flnf verschiedenen Gesichtsfeldern bestimmt.
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Abbildung 17: Adhasionsverhalten von Lymphozyten aus CD14-defizienten Mausen auf einem
mit TNF-a stimulierten Zellmonolayer

Dargestellt ist die prozentuale Anzahl adharenter Zellen von CD14-defizienten Mausen und
Wildtyptieren (als 100 % definiert) auf einem mit TNF-a stimulierten (100 Units/ml, 24 Stunden)
bEnd.3 Zellmonolayer. Auch nach Stimulation zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Adhasion von Lymphozyten aus CD14-defizienten Tieren gegenuber der Wildtypkontrolle
(p = 0,233; Erkrankungspeak p.i.. C57BL/6J n =4, CD14” n = 5).

4.5 Transmigrationsfahigkeit von Lymphozyten bei CD14-Defizienz

Um zu untersuchen, ob CD14-defiziente Mause aufgrund einer vermehrten Migration
uber die BHS eine ausgepragtere klinische Symptomatik zeigen, wurden in vitro
Transmigrationsassays mit Lymphozyten von CD14-defizienten Tieren und C57BL/6J
Mausen durchgefihrt.

Es wurden hierfur Zellen von beiden Gruppen aus nicht-immunisierten, gesunden
Tieren, an Tag 10 der EAE und am Erkrankungspeak p.i. auf einem bEnd.3
Zellmonolayer fur vier Stunden inkubiert. Die Anzahl transmigrierter Zellen wurde mit
Hilfe von TruCount™ Tubes am FACS Canto I, wie in Abbildung 18 dargestellt,
bestimmt. Die C57BL/6J Tiere wurden zu jedem gemessenen Zeitpunkt als 100%
definiert.
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Abbildung 18: Messung der Transmigrationsassays mit Hilfe von TruCount™ Tubes am
Durchflusszytometer

Durch Auswahl der T-Zellen sowie der TruCount™ Beads an der FACS Diva Software konnte
mit Hilfe der in Abschnitt 3.9 genannten Formel die Anzahl migrierter Zellen berechnet werden.

Entsprechend Abbildung 19 zeigte sich weder in der nicht-immunisierten Kontrolle
(129,16 % + 25,47 %), noch an Tag 10 p.i. (101,01 % £ 18,43 %) ein signifikanter
Unterschied im Migrationsverhalten in vitro. Am Erkrankungspeak konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass signifikant mehr Lymphozyten von CD14-defizienten
Mausen migrieren (172,10 % £ 26,16 %).
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Abbildung 19: Transmigrationsversuche mit Lymphozyten von CD14-defizienten Mdusen und
C57BL/6J Tieren

Dargestellt ist die prozentuale Anzahl migrierter Lymphozyten von CD14-defizienten Mausen
gegenuber C57BL/6J Tieren. Am Erkrankungspeak p.i. zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Migration von Zellen aus CD14-defizienten Mausen gegenlber
Wildtyptieren (p = 0,017; Kontrolle: C57BL/6J n =5, CD14” n =5; Tag 10 p.i.: C57BL/6J n =7,
CD147 n = 7; Erkrankungspeak p.i.. C57BL/6J n = 13, CD147 n = 15).

Um auch bei den Transmigrationsassays den Einfluss von TNF-a auf das
Migrationsverhalten zu untersuchen, wurde die Anzahl migrierter Lymphozyten von
CD14-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyptieren auf einem stimulierten bEnd.3

Zellmonolayer untersucht.

Abbildung 20 zeigt, dass am Erkrankungspeak p.i. nach Stimulation mit TNF-a kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl migrierter Lymphozyten von CD14-defizienten
Mausen (180,31 % £ 49,33 %) gegenuber der Wildtypkontrolle (als 100 % definiert)

nachzuweisen war.

Durch Giemsafarbung wurde die Filtermembran auf einen konfluenten bEnd.3

Zellmonolayer Uberpruft (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Migration von Lymphozyten aus CD14-defizienten Mausen durch einen
stimulierten bEnd.3 Zellmonolayer

Nach Stimulation des bEnd.3 Zellmonolayers mit 100 Units TNF-a/ml fur 24 Stunden zeigte
sich am Erkrankungspeak p.i. eine vermehrte Migration von Zellen aus CD14-defizienten
Mausen gegenuber der Wildtypkontrolle, jedoch nicht signifikant (n.s.; p = 0,229;
Erkrankungspeak p.i.: C57BL/6J n =4, CD14" n = 6).

Abbildung 21: Mit Giemsa gefarbter bEnd.3 Zellmonolayer auf einer Filtermembran

Nach Durchflihrung eines Transmigrationsassays wurden die Filtermembranen mit Giemsa
gefarbt und der darauf gewachsene bEnd.3 Zellmonolayer unter dem Lichtmikroskop auf
Konfluenz Gberpruft.
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4.6 Expression von MMP-2 und MMP-9 am Erkrankungspeak p.i.

Um zu untersuchen, ob sich CD14-defiziente Mause in der Expression von MMP-2 und
MMP-9, als wichtige Enzyme flr die Migration Uber die parenchymale Basalmembran,
am Erkrankungspeak gegenlber C57BL/6J Tieren unterscheiden wurden flr beide
Gruppen ELISA durchgefuhrt.

Hierfur wurde am Peak der Erkrankung post mortem Blut aus der Vena cava
entnommen, das Serum weggefroren und erneut zur Durchfuhrung von MMP-2 und
MMP-9 ELISA aufgetaut. Die jeweilige Wildtypkontrolle wurde als 100 % definiert.

Wie in Abbildung 22 dargestellt, zeigte sich in der Expression von MMP-2 kein
signifikanter Unterschied zwischen CD14-defizienten Tieren und Wildtypkontrollen am
Erkrankungspeak p.i., wohingegen MMP-9 bei CD14-defizienten Tieren vermehrt

exprimiert wird.
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Abbildung 22: Vergleich der MMP-2 und MMP-9 Expression am Erkrankungspeak p.i.

Es wurde in Seren von CD14-defizienten Mausen und C57BL/6J Tieren die MMP-2 und
MMP-9 Expression am Erkrankungspeak p.i. mittels ELISA bestimmt. In der Expression von
(A) MMP-2 zeigte sich zwischen beiden Gruppen kein Unterschied (p = 0,160), wohingegen
(B) MMP-9 vermehrt bei CD14-defizienten Mausen nachzuweisen war, jedoch nicht signifikant
(n.s.; p = 0,051; MMP-2 und MMP-9: C57BL/6J n =7, CD14" n =7).
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5 Diskussion

Durch die Erkennung von mikrobiellen Komponenten sind die Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems entscheidend fir die korpereigene Abwehr gegen
eindringende Mikroorganismen. Jedoch wurde auch eine erkrankungsfordernde Rolle
des angeborenen Immunsystems bei der Entwicklung von autoimmunen Prozessen
beschrieben (Waldner et al., 2004). Basierend auf der Erkenntnis, dass
CD14-defiziente Mause eine ausgepragtere klinische EAE entwickeln, wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Funktion des Rezeptors CD14 bei der T-Zell-Aktivierung

sowie Migration Uber die BHS untersucht.

Als mogliche Erklarung fur die starkere Ausbildung der EAE in CD14-defizienten
Mausen konnte in dieser Arbeit eine signifikante erhdhte Transmigrationskapazitat von
Lymphozyten aus CD14-defizienten EAE Tieren Uber ein in vitro BHS-Endothelmodell
nachgewiesen werden (Halmer et al., 2015). Auffallig ist, dass sich dieses Ergebnis
nur am Peak der Erkrankung zeigte, in der Kontrolle als auch an Tag 10 p.i. ergab sich
kein signifikanter Unterschied. Dies bestatigt, dass bei Auftreten der Symptome eine
vermehrte proinflammatorische Aktivitat vorhanden ist und hierdurch Zellen erleichtert
ins ZNS eindringen kdonnen, wo sie letztendlich entsprechende klinische Symptome

auslosen (Lopes Pinheiro et al., 2016).

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde berucksichtigt, dass die Anzahl der
migrierten Zellen bei verschiedenen EAE deutlich variierte, jedoch konnte bei jeder
EAE kontinuierlich eine erhdhte Migration beim CD14-Phanotyp im Vergleich zu

dessen Wildtypkontrolle nachgewiesen werden.

Als Ursache der erhdhten Migration wurde mit durchflusszytometrischen
Untersuchungen eine unterschiedliche Expression der flr die Adhasion und Migration
relevanten Molekile LFA-1 und a4-Integrin auf Lymphozyten von CD14-defizienten
Tieren und Wildtypmausen ausgeschlossen. Interessanterweise zeigte LFA-1
unabhangig davon, ob den Tieren eine EAE induziert wurde, sowohl bei den
Knockoutmausen als auch den Wildtyptieren eine hohe Expression. Dies ist
widerspruchlich zu friheren Verodffentlichungen, die einen Anstieg des
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Adhasionsmolekuls mit der Immunisierung und im Krankheitsverlauf nachweisen
konnten (Selmaj et al., 1998).

Ebenfalls konnte kein Unterschied in der Expression von a4-Integrin zwischen beiden
Gruppen nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich, dass a4-Integrin unabhangig vom
genetischen Hintergrund in der praklinischen Phase nach Immunisierung angestiegen
und erneut nach Entwicklung von Symptomen am Peak der Erkrankung abgefallen ist.
Dies ist ubereinstimmend mit bisherigen Feststellungen, dass fur eine
inflammatorische Reaktion im ZNS zunachst eine Adharenz der Zellen an die BHS
erfolgt (Baron et al., 1993). Der fehlende Nachweis eines Unterschiedes in der
Expression der Adhasionsmoleklle von CD14-defizienten Mausen und Wildtyptieren
lasst darauf schliellen, dass weitere Faktoren, die zur Migration beitragen, eine Rolle

spielen mussen.

Ahnliche Erkenntnisse, welche die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, lassen sich
aus den Forschungsergebnissen von Echchannaoui et al. schlieRen, die einen
Unterschied in der Adhasionsmolekllexpression in einem Tiermodell der
Pneumokokkenmeningitis ausgeschlossen haben, obwohl nach Induktion der
Erkrankung vermehrt CD14-defiziente Mause starben und mehr Leukozyten bei

CD14-defizienten Mausen ins ZNS einwanderten (Echchannaoui et al., 2005).

Damit Zellen ins ZNS eindringen kdnnen, mussen sie zusatzlich nach Migration Uber
die BHS die parenchymale Basalmembran uberwinden. Insbesondere den MMP-2 und
MMP-9, die von aktivierten T-Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen freigesetzt
werden, wird bei der EAE eine essenzielle Rolle zugeschrieben (Agrawal et al., 2006).
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte daher die Messung von MMP-2 und MMP-9 im
Serum von immunisierten CD14-defizienten und C57BI/6J Mausen am Peak der
Erkrankung, an dem eine erhOhte Migrationskapazitat der Zellen vorlag. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine vermehrte Freisetzung von MMP-9 bei
CD14-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyptieren nachgewiesen werden, was
als weitere Ursache flr die verstarkte EAE-Symptomatik in CD14-defizienten Mausen
von Bedeutung sein kann. Limitierend fur diese Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit
ist jedoch, dass nicht alleine der MMP-Spiegel im Serum bei der Migration von Zellen
ins ZNS, sondern vor allem die lokale Freisetzung von MMP im perivaskularen Raum

an der parenchymalen Basalmembran relevant ist. Ihre Freisetzung ist wiederum vom
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Zytokinprofil der einwandernden Leukozyten abhangig, die letztendlich die
Chemokinsekretion der Astrozyten und somit auch die Aktivitat der MMP regulieren
(Song et al., 2015). Zur definitiven Beurteilung der Rolle von MMP in der EAE bei
CD14-defizienten Tieren kann eine in situ Untersuchung der MMP-Aktivitat im ZNS

beispielsweise mit Zymographie weitere Klarheit bringen (Song et al., 2015).

Allerdings zeigten fruhere klinische Studien an Patienten mit schubférmig verlaufender
MS auch im humanen System erhohte MMP-9 Serumspiegel bei Kranken im Vergleich

zu Gesunden (Lichtinghagen et al., 1999).

Mit durchflusszytometrischen Untersuchungen des TCR wurde zudem die initiale
Antigen-spezifische Immunantwort bei CD14-defizienten Mausen gegenuber der
Wildtypkontrolle betrachtet. Autoimmune Zellen werden in der Peripherie aktiviert und
nach Eindringen ins ZNS reaktiviert. Hierbei war vor allem die Untersuchung des
kostimulatorischen Signalweges B7-1/2-CD28/CTLA-4 als Regulator mit pro- und

antiinflammatorischer Reaktion bei beiden Gruppen unerlasslich.

Die Expression von CD28 als stimulierender Faktor zur T-Zell-Aktivierung war an
Tag 10 und am Peak der Erkrankung im Vergleich zur Wildtypkontrolle unverandert,
sodass eine verstarkte initiale Aktivierung bei CD14-defizienten Mausen als Grund
ausgeschlossen wurde. Unabhangig davon sahen wir jedoch interessanterweise bei
Wildtypmausen und CD14-defizienten Tieren ein Abfall der CD28 Expression auf CD4*
T-Zellen und CD8" T-Zellen am Peak der Erkrankung gegenuber der praklinischen
Phase. Ursachlich hierflr kann ein vermehrtes Einwandern dieser Zellen ins ZNS mit
folglich verminderter Anzahl in den peripheren Lymphknoten diskutiert werden.
Unterstutzt wird diese Annahme durch frihere Veroffentlichungen, die einen Anstieg

von CD28 im ZNS am Erkrankungspeak nachweisen konnten (Issazadeh et al., 1998).

CTLA-4 hingegen wirkt auf die T-Zell-Aktivierung inhibitorisch und korreliert nach
aktueller Studienlage mit der Krankheitsschwere einer EAE (Issazadeh et al., 1998).
Es wurde daher untersucht, ob CD14-Knockoutmause eine verstarkte klinische
Symptomatik aufgrund eines Mangels an CTLA-4 haben. In der Tat ergab sich am
Erkrankungspeak eine verminderte Expression von CTLA-4 bei CD14-defizienten

Tieren im Vergleich zur Wildtypkontrolle, die jedoch keine Signifikanz erreichte.
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CD14 als Rezeptor, der uber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker mit der
Zellmembran verbunden ist und keine transmembrane sowie intrazellulare Doméane
besitzt, kann Signale nicht eigenstandig weiterleiten, sondern bendtigt zur Auslésung
einer Signalkaskade einen Korezeptor (Pugin et al., 1994). Insbesondere dem
Korezeptor TLR4 wird hierbei eine entscheidende Rolle zugeschrieben (Jiang et al.,
2000).

Dessen Aktivierung bewirkt dber den Transkriptionsfaktor NF-kB eine
proinflammatorische Zellantwort mit u.a. Produktion und Ausschittung von TNF-q,
IL-1, IL-6 und IL-8. Diese Zytokine tragen entscheidend zur Differenzierung naiver

T-Zellen bei und bewirken vor allem eine Differenzierung zu Tu1- oder Tu17-Zellen.

In den letzten Jahren wurde insbesondere den Tu17-Zellen bei der Pathogenese der
EAE und MS eine krankheitsinduzierende und verstarkende Funktion zugeschrieben
(Langrish et al., 2005).

Fir ihre endgliltige Reifung zu aktivierten, autoaggressiven Zellen bendtigen sie das
von APC produzierte Zytokin IL-23. IL-23 bindet hierfur an einen Rezeptorkomplex und
bewirkt Uber Aktivierung der Januskinase-2 sowie weiterer Phosphorylierung und
Dimerisierung des Transkriptionsfaktors STAT3 die Transkription der flr Tu17-Zellen
typischen proinflammatorischen Zytokine wie IL-17, IL-22 und GM-CSF (Parham et al.,
2002). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass eine Defizienz des CD14-
Korezeptors TLR4 zu einer verstarken Produktion von IL-23 fihrt. Entsprechend
konnte in TLR4-defizienten EAE Mausen eine verstarkte Entwicklung und Reifung von
Tu17-Zellen nachgewiesen werden, was mit einer Zunahme der EAE Entwicklung
einhergeht (Marta et al., 2008). Als Ursache kann durch fehlende Funktion des
TLR4/CD14-Rezeptor-Komplexes eine vermehrte Induktion der EAE Uber TLR2 in
Betracht gezogen werden. Diesbezuglich konnten Reynolds et al. entsprechend
nachweisen, dass die MOG-induzierte T-Zell-Aktivierung Uber TLR2 zu einer
vermehrten Bildung von IL-23 und somit autoreaktiven Tn17-Zellen fuhrt (Reynolds et
al., 2010).

Ebenso konnte in diesem Zusammenhang kurzlich gezeigt werden, dass in der EAE
Tu17-Zellen auch alternative Adhasionsmolekulle fur ihre Migration Gber die BHS
nutzen konnen. So konnten trotz Blockade von CD49d autoreaktive TH17-Zellen mit
Hilfe des Adhasionsmolekils MCAM ins ZNS infiltrieren (Schneider-Hohendorf et al.,

2014). Tu17-Zellen schwachen zudem die Integritat der BHS ab, da insbesondere ihr
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Zytokin IL-17 eine vermehrte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies bedingt.
Reaktive  Sauerstoffspezies  bewirken die vermehrte  Expression von
Adhasionsmolekilen und flihren durch Aktivierung des Zytoskeletts mit Kontraktion
der Aktinfilamente sowie Zerstérung bzw. Minderung der Tight Junctions Molekule
Z0-1 und Occludin zu einer erhohten Permeabilitat der BHS (Huppert et al., 2010).

Uber diese beschriebenen Mechanismen, schematisch in Abbildung 23 dargestellt,
konnte die in dieser Arbeit gesehene verstarkte Migration bei gleichzeitig
unveranderter Expression der klassischen Adhasionsmolekule erklarbar sein. Weitere
Funktionsuntersuchungen der TLR4 und TLR2 bei CD14-Defizienz im Rahmen der

EAE sind hierzu notwendig.

S @
>
Induktion einer proinflammatorischen Differenzierung
Zellantwort insbesondere zu
T,17-Zellen
Naive T-Zelle |

|
Zytokinfreisetzung (u.a. IL-23)  ________ > Reifung zu autoaggressiven
Ty17-Zellen
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Gewebe und Blut .
Erleichterte Migration durch Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies und Nutzung alternativer Adhdsionsmolekiile

Zentrales
Nervensystem

Abbildung 23: Hypothetische Mechanismen der Zellmigration bei CD14-defizienten Mausen
im Rahmen einer EAE

Als Ursache flr eine vermehrte Migration von Zellen Uiber die BHS bei CD14-defizienten Tieren
mit moglicherweise Funktionsdefekt in dem Rezeptorpaar CD14/TLR4 kann die alternative
Aktivierung von TLR2 diskutiert werden. TLR2 bewirkt im Rahmen der proinflammatorischen
Zellantwort vorallem eine Differenzierung zu Ty17-Zellen, die wiederum durch eine vermehrte
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und Nutzung alternativer Adhasionsmolekile ins ZNS
eindringen konnen.

66




Diskussion

Ungeklart bleibt, in wie weit die pathophysiologischen Erkenntnisse am Tiermodell auf
die MS Ubertragen werden konnen. Momentan liegen keine klinischen Ergebnisse vor,
die auf eine entscheidende immunmodulatorische Rolle des angeborenen
Immunrezeptors CD14 in der Krankheitsentstehung der MS schlielen. Humane
Studien am CD14-Rezeptor bei MS Patienten sind zudem erschwert, da eine Defizienz
zu einer Verschlechterung der Beschwerden im Tiermodell fuhrt. Es bliebe zu prufen
ob eine therapeutische Hochregulation von CD14 praktische Wirkung bei der EAE und
MS haben kdnnte.
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