Die Rolle des IKK/NF-kB Signhalweges bei der Myelinisierung,

De- und Remyelinisierung des zentralen Nervensystems

DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten

der Georg-August-Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von

JENNI RAASCH

aus Minchen

Gottingen 2008



D7

Referent: Prof. Dr. T. Pieler

Korreferent: Prof. Dr. W. Engel

Tag der mundlichen Prifung:



Danksagung |

Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Marco Prinz, der mir die Moglichkeit zur
Bearbeitung dieses Dissertationsthemas gegeben, und mich dabei fachlich und

wissenschaftlich wertvoll unterstitzt hat.

Fir das Interesse am Fortgang meiner Arbeit und flir wissenschaftliche Anregungen
danke ich Herrn Prof. Dr. W. Bruck.

Bei Herrn Prof. Dr. T. Pieler bedanke ich mich fir die bereitwillige Betreuung dieser
Arbeit seitens der Biologischen Fakultat. Herrn Prof. Dr. W. Engel danke ich flr die

Bereitschaft, das Korreferat fir diese Arbeit zu Gbernehmen.

Prof. M. Pasparakis und Dr. Geert van Loo danke ich flr ihre wissenschaftliche
Unterstutzung und ihre Gastfreundschaft wahrend meines Aufenthaltes am EMBL in

Monterotondo.

Fir eine tolle Zusammenarbeit und stete Hilfsbereitschaft danke ich meinen Kollegen
aus der Prinzen-Gruppe, Karina, Angela, Dr. Mildner und Dr. Schmidt. Bei Euch und all
den anderen Doktoranden der Neuropathologie, besonders Angelika, Tommy,
Christiane, Jorg, Wiebke, Tobi, Enrique und Amke méchte ich mich flr die angenehme
Atmosphare wahrend, zwischen und nach der Arbeit, sowie fir wissenschaftliche und

unwissenschaftliche ;) Diskussion bedanken.

Allen Mitarbeitern der Abteilung Neuropathologie danke ich fir vielfaltige
wissenschaftliche und technische Hilfestellung. Insbesondere mochte ich hier
Dr. Doron Merkler, Olga Kowatsch, Doris Bode, Brigitte Maruschak und Dorothea

Hause-Reitner erwahnen.

Mein spezieller Dank geht an Hendrik fir seine Unterstitzung und Geduld, sowie an

meine Eltern, ohne die ich soweit nicht gekommen ware.



Inhaltsverzeichnis

Il
Inhaltsverzeichnis
ABKURZUNGSVERZEICHNIS \Y
1 ZUSAMMENFASSUNG 1
2 ABSTRACT 2
3 EINLEITUNG 3
3.1 MUILIPIE SKIEBIOSE...c.vviiii e e e 3
3.2 Die Multiple Sklerose im Tiermodell. ..o 5
3.3 D G N = ST o T = 11T = o R 6
3.3.1 Regulation des IKK/NF-kB Signalweges...........ccccccviiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeee e 8
3.3.2  Aktivierung des IKK/NF-kB Signalweges.........ccccooeiiiiiiiiiiiiiiieicceecceeeeeeeeeeeeee 9
3.4 Biologische Funktionen des IKK/NF-kB Signalweges.........cccccceeeiviininnnnnns 11
3.5 Funktionen des IKK/NF-xB Signalweges im Zentralnervensystem.......... 13
4 ZIELSETZUNG 15
5 MATERIAL UND METHODEN 16
51 Y= L= = | PR 16
o 0t Ot B O o1 o1 €= 1= o 16
5.1.2 Zellkulturmedien und —bestandteile ..o 17
5.1.3  Nukleotide uUnd Primer........ccoooiiiiiii 17
5.1.4 Pharmaka und NarkotiKa............ccccoeee i 18
5.8 AN KO PO ... 18
5.1.6  ZYtOKINE. ..o 19
5.7 ENZYME o 19
5.2 ZelIKUITUT o 20
5.2.1  Gewinnung primarer Gehirnzellen .............cccccoo i, 20
5.2.1.1 MIKroghazellen .........oueeiiiii i e e e e e 20
I B2 © 11 To oo [>T aTo [ £04 (] o 21
5.2.1.3 ASITOZYIEN ...ttt ettt e a e e e e e 22
5.2.2 Stimulation der Zellen ...........ooo oo 22



Inhaltsverzeichnis

1]
5.2.3  IMMUNZYLOCNEMIE ...uveiii e e e e e e 22
5.3 Molekularbiologische Methoden ... 24
5.3.1 Genotypisierung durch PCR .......coooiiiiiii e 24
5.3.1.1 Isolation genomiSCher DNA........cooi it 24
5.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion............oouuiiiiiiiiieiiiiiiieieee e 24
5.3.1.3 GeleleKtrOpNOrESE. ....ccoieiiieeiicee e 26
5.3.2 RNA Quantifizierung durch RTQ-PCR ..., 26
5.3.2.1 RNA-ISOIALION ...coiiieiiiiiieie et 26
5.3.2.2 ReVerse TranSKIiPtiON . ... ... . e e e a e e a e e e e e 27
5.3.2.3 Quantitative Realtime-PCR .........ccoiiiiiiiieiie e 28
5.3.3  Expressionsbestimmung durch Western BlOt ...........cccccoviiiiiiiiiiiiceiinnii, 30
5.3.3.1 ProteiniSOIAtION.........u e 30
5.3.3.2 WESEEIN BIOL.....eeee s 31
54 Tierexperimentelle Methoden ... e 33
5.4.1 Toxische Demyelinisierung durch Cuprizon.........ccccoeeeeiiiiiiiieiie e, 33
5.4.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis...........cccooevveiiieiiieie e, 34
5.4.3 Lysolecithin-induzierte DemyeliniSIErUNg ...........cevvveeiiiiiiieeeeeeeee e e 35
5.4.4 Perfusion und Praparation der MAUSE .........ccoooeeviiiiiiiiiiiiie e ee e 36
55 [ TS 0] T Yo 1= 37
5.5.1 Paraffineinbetiung ........cooieiiiiiici e 37
5.5.2  Immunhistochemische FArbuNgen ..o, 37
5.5.3  Immunfluoreszenzfarbung...........coooi i 38
554  XGal-Farbung.........oooo 38
5.5.5 Auswertung der HiStOlogie .......coooeeeeii i 39
5.5.5.1 Auswertung der EAE-LASIONEN ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
5.5.5.2 Klassifizierung der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung............cccccceceunnnnn. 39
5.6 ElektronenmikroSKOPIE .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiiiiieeiiea e aenneenneannannes 40
5.6.1  AralditeiNDETIUNG ......cooiiiiiiiiiiiiee e 40
5.6.2 Herstellung von DUnnschnittpraparaten............cc.evveeeeieeiiiiniiiiiieeee e 40
5.6.3 Elektronenmikroskopische AUSWEIUNG .........cccoveeiiiiiiieiiiii e, 41
6 ERGEBNISSE 42
6.1 Charakterisierung der zellspezifischen IKK2-Deletion...........cccccevvvnennen. 42
6.1.1 Deletion von IKK2 in ZNS-Zellen ... 42
6.1.2 Deletion von IKK2 in Oligodendrozyten ..........cccooeeeieeiiiei e, 44
6.2 Die Rolle von IKK2 bei der Myelinisierung des ZNS...........ccccvvvevveiiinnnnnnes 46



Inhaltsverzeichnis

v

6.2.1 Unverdnderte Entwicklung IKK2-defizienter Oligodendrozyten in vitro........... 46
6.2.2 Normale physiologische Myelinisierung des ZNS in Abwesenheit von IKK2

IN GENIMNZEIIEN ... e 47
6.3 Die Bedeutung von IKK2 im ZNS fur die De- und Remyelinisierung ....... 49
6.3.1 Reduzierte toxische Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im ZNS...... 49
6.3.1.1 Geringerer Myelinschaden wahrend der akuten Phase der toxischen

DEMYEINISIEIUNG. ....eeeiiiieiiiie et e e e e e e e e e e 49
6.3.1.2 Myelinprotektive Funktion von IKK2 wahrend der chronischen

DemyeliniSIEruNgSPNASE .........vvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 51
6.3.1.3 Inhibierte Zytokininduktion wahrend toxischer Demyelinisierung in

Abwesenheit von TKK2 im ZNS ... 53
6.3.2 Normale Remyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im ZNS...................... 54
6.4 De- und Remyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 in

O] [ToFoYo [=T T 1 0174 YA (=] o 56
6.4.1 Unveranderte toxische Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 in

OligodeNdIOZYLEN ... ., 56
6.4.2 Normale Remyelinisierung in Abwesenheit oligodendrozytarer IKK2............. 57
6.4.3 Unverdnderte autoimmune Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 in

(@] [To oo [=T o 7077474 (= o 1S 60
6.5 Verminderte Zytokinexpression in IKK2-deletierten primaren

ASTIOZY TN .. e 62
7 DISKUSSION 65
7.1 Myelinisierung im peripheren und zentralen Nervensystem .................... 65
7.2 Funktion des IKK/NF-kB Signalweges bei der toxischen

DEMYEIINISTEIUNG ..eeiiiiieeiiiit e e e e e e e e e e 67
7.3 IKK2 und Mechanismen der Remyelinisierung im ZNS.............cccccvvvvinnne 72
7.4 Manipulationsmdglichkeiten im IKK/NF-kB Signalweg ..........cccccvvvvvvnnnnn. 74
8 LITERATUR 77




Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Bcl-10
BCR
BLNK
B-ME
Btk
CARMA1

CpG
CNP
Cre
dMBP
DMEM
EAE
ECSIT

FCS
FITC
GAPDH
GF
GFAP
GM-CSF
HBSS
HLA
IFN

IxB

IKK

iNOS
IRAK
JNK
Lck

loxP

B-Zell Lymphom 10 (B-cell ymphoma 10)
B-Zell Rezeptor (B-cell receptor)

B-Zell Linker Protein

B-Mercaptoethanol

Bruton’s Tyrosinkinase

Caspase-Rekrutierungs-Domane enth. Membran-assoziiertes Guanylatkinase
Protein 1

Cytosin-phosphytidyl-guanosin DNA
2'3’-zyklische-Nukleotid-3’-Phosphohydrolase
Rekombinase (‘causes recombination’)

degeneriertes Myelin-basisches Protein

Dulbecco Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis

evolutionar konserviertes Signalmolekdl in Toll Signalwegen (evolutionary
conserved signaling intermediate in toll pathways)

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluorescen-5-Isothiocyanat
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Wachstumsfaktor (growth factor)

gliales fibrillares saures Protein (glial fibrillary acidic protein)
Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Salzlésung nach Hanks (Hanks Balanced Salt Solution)
Humanes Leukozyten-Antigen

Interferon

«B Inhibitor

IxB Kinase

Interleukin

induzierbare Stickstoffmonoxid (NO) Synthase

IL-1 Rezeptor assozierte Kinase

Jun N-terminale Kinase

Lymphozyten-spezifische Tyrosinkinase

locus of crossingover of P1 phage



Abkurzungsverzeichnis

\

LPC
LPS
MAC-3
MALT1
MBP
MEKK3
MIP-1a.
MMP
MOG
MS
MyD88
NEMO
NF-xB
NG2
NGF
NIK
OPC
PBS
PCR
PFA
PKC
PLC
PLL
PLP
PNS
Rantes
RHD
RIP1
rpm
RT

RTQ-
PCR

TAB1/ 2
Tak1

Lysophosphatidylcholin

Lipopolysaccharid

membrane attack protein

Mucosa-assoziiertes Lymphom Translokationsgen 1
Myelin-basisches Protein

Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) Kinase Kinase 3
Makrophagen inflammatorisches Protein

Matrix Metalloproteinase
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

Multiple Sklerose

Myeloider Differenzierungsfaktor 88

NF-«xB essentieller Modulator

Nuklearer Faktor kB

neuronal-gliales Antigen 2

Neuronaler Wachstumsfaktor (neural growth factor)

NF-kB induzierende Kinase
Oligodendrozyten-Vorlauferzelle (oligodendrocyte precursor cell)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Paraformaldehyd

Proteinkinase C

Phospholipase C

poly-(L)-Lysin

Proteolipid-Protein

Peripheres Nervensystem

Reguliert durch Aktivierung, durch normale T-Zellen exprimiert und sekretiert
Rel Homologie Doméane

Rezeptor interagierendes Protein 1

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

quantitative Realtime-PCR

Tak1 bindendes Protein
TGFp aktivierte Kinase 1



Abkurzungsverzeichnis

VI

TCR
TGFpB
TIR
TIRAP
TLR
TNF
TNFR
TRADD
TRAF
TRIF
VCAM-1
VEGF
ZNS

T-Zell Rezeptor (T-cell receptor)

Gewebe Wachstumsfaktor f (tissue growth factor)
Toll Interleukin-1 Rezeptor

TIR Domane enthaltendes Adaptor Protein

Toll Rezeptor (toll like receptor)

Tumor Nekrose Faktor

TNF Rezeptor

TNFR-assoziierte Todesdomane (TNFR associated death domain)
TNFR-assoziierter Faktor

TLR-assoziierter Interferon-induzierender Faktor
Vaskulares Zell-Adhasionsmolekdl 1

Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor

Zentrales Nervensystem



Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit ging es darum, die funktionelle Rolle des
klassischen NF-kB Signalweges bei der Entwicklung (Myelinisierung), Schadigung
(Demyelinisierung) und Regeneration (Remyelinisierung) des Myelins im zentralen
Nervensystem (ZNS) aufzuklaren. De- und Remyelinisierung sind Prozesse, wie sie bei

Erkrankungen des Myelins, z.B. bei der Multiplen Sklerose (MS), auftreten.

Die MS ist eine autoimmune Demyelinisierungserkrankung mit heterogenem
klinischen, pathologischen und immunologischen Phanotyp. Die meisten Erkenntnisse
Uber die Entstehung der MS beruhen auf dem T-Zell-vermittelten Tiermodell der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). Die Beteiligung der
gehirneigenen Immunzellen (Astrozyten und Mikroglia) sowie der myelinbildenden

Oligodendrozyten an der Entstehung der MS ist dagegen noch kaum untersucht.

Der nukledre Faktor kB (NF-kB) ist ein wichtiger Mediator des Immunsystems.
Daneben ist er u.a. an zahlreichen Prozessen im ZNS beteiligt, z.B an der neuronalen
Plastizitdt, dem Uberleben von Neuronen und Gliazellen, sowie an autoimmunen
Entziindungen des Gehirns. Im peripheren Nervensystem (PNS) ist der Signalweg
essentiell fur die Myelinbildung durch Schwannzellen. Die Funktion von NF-xB bei der

Myelinisierung des ZNS war bisher ungeklart.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein pathogenetischer Einfluss des
klassischen NF-kB Signalweges via kB Kinase 2 (IKK2) auf die Cuprizon-induzierte
Oligodendrozytenschadigung identifiziert werden: Die Inhibition des NF-«xB Signal-
weges durch eine ZNS-spezifische IKK2-Deletion wirkt sich in diesem Modell protektiv
auf Oligodendrozyten aus. Bemerkenswerterweise hat eine Oligodendrozyten-
spezifische Inhibition der NF-xB Aktivierung keine Auswirkungen auf die toxische
Demyelinisierung. Das bedeutet, dass 1.) in diesen Zellen IKK2 keine pro- oder
antiapoptotische Wirkung vermittelt, und 2.) die myelinerhaltende Wirkung der IKK2-
Deletion Uber andere neuroektodermale Zellen vermittelt wird. Bei der Myelinisierung
wahrend der Entwicklung und bei der Remyelinisierung nach einem toxisch induzierten
Myelinschaden wurde eine essentielle Rolle des klassischen NF-kB Signalweges in

Gehirnzellen ausgeschlossen.

Der Signalweg kénnte sich daher als ein vielversprechendes neues Angriffsziel fir eine
Therapieentwicklung bei der MS und anderen Demyelinisierungserkrankungen des

ZNS erweisen.
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2 Abstract

The present thesis aimed to elucidate the function of the classical NF-xB pathway in
development (myelination), damage (demyelination) and regeneration (remyelination)
of myelin sheaths in the central nervous system (CNS). De- and remyelination are

processes as they occure during multiple sclerosis (MS).

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating disease with heterogeneous
clinical, pathological and immunological phenotype. Most current knowledge about the
origin and development of MS relies on the T-cell mediated experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). In contrast, the involvement of the innate immune cells
(microglia and astrocytes) and myelin forming glia (oligodendrocytes) of the central

nervous system (CNS) in the development of MS is less determined.

The nuclear factor kB (NF-kB) is an important mediator of the immune system. In
addition, it plays a role in several mechanisms in the CNS such as neural plasticity,
survival of neurons and glia and not least autoimmune brain inflammation. Moreover,
the pathway is essential for myelin formation in the peripheral nervous system (PNS).
Wether NF-kB activation is also necessary for the myelination of the CNS, was as yet

unknown.

The present thesis revealed a pathogenetic influence of the classical NF-kB pathway
via IkB kinase 2 (IKK2) on curprizone induced oligodendrocyte degradation: CNS-
specific deletion of IKK2 resulting in inhibition of the NF-xB pathway is protective for
oligodendrocytes. Remarkably, oligodendrocytic IKK2 deletion has no impact on toxic
demyelination, what means that 1.) IKK2 does not mediate a pro- or antiapoptotic effect
in this celltype, and 2.) the protective effect of IKK2 deletion is mediated by other
neuroectodermal cells. For myelination during development and after toxic myelin

damage an essential function of the classical NF-xB pathway could be excluded.

This pathway thus could prove to be a promising new therapeutic target in MS and

other demyelination diseases of the CNS.
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3 Einleitung

3.1 Multiple Sklerose

Eine schnelle Reizweiterleitung in Nervenzellen ist die Grundvoraussetzung fur die
funktionelle Integration des vertebralen Nervensystems. Myelinbildende Gliazellen,
Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem (ZNS) und Schwann Zellen im
peripheren Nervensystem (PNS), bilden durch Umwickeln der Axone eine
Isolationsschicht, welche regelmaflig durch sogenannte Ranvier'sche Schnirringe
unterbrochen ist. Nur an diesen Stellen kann eine Membran-Depolarisation stattfinden,
woraus eine schnelle saltatorische Reizweiterleitung resultiert. Die Myelinschicht
gewahrleistet Uberdies einen schnellen axonalen Transport und wirkt neuroprotektiv
(Sherman und Brophy 2005). Ein krankhafter Verlust des Myelins im ZNS oder PNS
durch Entmarkung (Demyelinisierung) bringt meist auch eine axonale Degeneration mit

sich und aulert sich in schwerwiegenden neurologischen Symptomen.

Die Multiple Sklerose (MS) ist bei Kaukasiern die haufigste entzindliche
Entmarkungserkrankung. Sie beruht auf einer autoimmunen Zerstérung des Myelins im
ZNS. In Deutschland sind rund 0,15% der Bevolkerung von dieser Krankheit betroffen,
die typischerweise zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auftritt und Frauen etwa
doppelt so haufig wie Manner befallt (Hein und Hopfenmuller 2000). Die MS-typischen
Lasionen ('Plaques’) sind durch eine Schadigung von myelinisierenden
Oligodendrozyten in der weillen Substanz des ZNS gekennzeichnet, seltener treten
Plaques in der grauen Substanz auf. In den betroffenen Bereichen findet man eine
unterschiedlich stark ausgepragte axonale Degeneration und eine Gliose. Die
Einwanderung von Leukozyten in die Plaques wird durch eine geschadigte Blut-Hirn-
Schranke ermdglicht, welche bei MS-Patienten das Immunprivileg des ZNS aufhebt
(Frohman et al., 2006). Die MS Plaques weisen eine heterogene Pathologie auf, was
auf vielfaltige pathogene Ursachen der Krankheit schlieRen lasst (Lucchinetti et al.,
2000; Lucchinetti et al., 1996).

Je nach Lokalisation der Plaques im Gehirn und Auspragung der neuronalen
Schadigung kénnen die neurologischen Symptome der MS vielfaltig und weitreichend
sein. Haufig treten z.B. Sehstdérungen, Empfindungsstérungen, Paresen der

Extremitaten, spastische Tonuserhdhungen der Muskulatur, Sprachstérungen oder
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psychische Auffalligkeiten auf. Je nach Art und Haufigkeit des Auftretens der
Symptome werden vier Verlaufsformen der MS unterschieden: ein Verlauf in Schiiben
(relapsing-remitting MS), ein primar chronisch-progredienter Verlauf (primary-
progressive MS), ein sekundar chronisch-progredienter Verlauf nach anfanglich
schubférmiger Phase (secondary-progressive MS) und ein progredient schubférmiger

Verlauf (progressive-relapsing MS) (Lublin und Reingold 1996).

Als Ursachen fir die MS werden unter anderem Umweltfaktoren wie Ernahrung,
Luftverschmutzung durch Industrialisierung und Infektionen diskutiert (Sotgiu et al.,
2004). Zudem liegt eine genetische Pradisposition vor, wie das erhohte
Erkrankungsrisiko bei Blutsverwandten von MS Patienten zeigt (Dessa et al., 2001;
Willer et al., 2003). So ist schon seit langem die genetische Assoziation der MS mit der
humanen Leukozyten-Antigen (HLA) Region bekannt (Jersild et al., 1972). Dennoch
konnte bisher nur ein MS-spezifisches HLA Antigen gesichert identifiziert werden
(Rubio et al., 2007). Aulerhalb der HLA Region wurde kirzlich IL7R, welches die
Interleukin (IL)-7-Rezeptor-Alphakette codiert, als Risikogen fiir MS entdeckt (Gregory
et al., 2007; Lundmark et al., 2007).

Die Pathogenese der MS ist ebenfalls nicht vollstandig geklart. Es wird davon
ausgegangen, dass der Ausldser der Krankheit eine Aktivierung von naiven CD4" T-
Zellen in der Peripherie durch aus dem ZNS stammende Antigene oder durch
kreuzreaktive Fremdantigene ist (de Vos et al.,, 2002; Talbot et al., 1996;
Wucherpfennig und Strominger 1995). Unter pathologischen Bedingungen kdénnen
derart aktivierte T-Zellen in das ZNS gelangen (Hickey 1991). Hier erkennen peripher
aktivierte T-Zellen ihr spezifisches (Auto-)Antigen, welches von lokalen glialen Antigen
prasentierenden Zellen (APC) oder dendritischen Zellen tGber MHCII Molekile
prasentiert wird (Bo et al., 1994; Karman et al., 2004). Aktivierte myelinspezifische
CD4" Th1 und Th17 Effektorzellen rekrutieren durch Freisetzung proinflammatorischer
Cytokine, wie Interferon (IFN)y und Tumor Nekrose Faktor (TNF), und Chemokine
unspezifische inflammatorische Zellen sowie spezifische Antikérper-bildende B-Zellen
(Merrill 1992; Nikbin et al., 2007; Teleshova et al., 2002; Tzartos et al., 2008). Im
Verlauf der MS werden nicht nur CD4" sondern auch zytotoxische CD8" T-Zellen
aktiviert, welche dber MHCI prasentierte Myelinantigene erkennen und die
Oligodendrozyten direkt schadigen (Crawford et al., 2004; Zang et al., 2004). Die
verursachte Myelinzerstérung flhrt zur Freisetzung neuer potentieller Autoantigene.
Aufgrund der Kklinischen und pathologischen Heterogenitat ist jedoch davon

auszugehen, dass neben der T-Zell vermittelten Autoimmunitdt weitere Prozesse
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unabhangig von einer peripheren Immunantwort die Entstehung von MS induzieren
kdnnen (Lucchinetti et al., 2000).

3.2 Die Multiple Sklerose im Tiermodell

Die Multiple Sklerose ist eine Krankheit mit einem heterogenen klinischen,
pathologischen und immunologischen Phanotyp. Es existieren verschiedene
Mausmodelle, die zum Verstandnis bestimmter Teilaspekte dieser Krankheit beitragen

kdénnen.

Das wichtigste immunologische Tiermodell fir die MS ist die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Sie beruht auf der aktiven Immunisierung von
Mausen mit ZNS Gewebe, Myelin oder Myelinproteinen wie MBP (Myelin-basisches
Protein), MOG (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein) oder PLP (Proteolipid-Protein)
bzw. synthetischen Peptiden. Jedes dieser Antigene ist geeignet eine primar T-Zell
mediierte adaptive Immunantwort, resultierend in einer Inflammation und
Demyelinisierung im ZNS, hervorzurufen, wobei als einziges Myelin-Autoantigen MOG
zusatzlich eine humorale Immunantwort verursacht (Gold et al., 2006). Durch die EAE
konnten einige wichtige Erkenntnisse zur Entstehung der T-Zell vermittelten
autoimmunen Inflammation bei der Multiplen Sklerose gewonnen werden (Langrish et
al., 2005).

Eine Mdglichkeit, spezifisch Demyelinisierungsprozesse, unabhangig von einer
primaren  peripheren  Immunantwort, zu untersuchen, bieten toxische
Demyelinisierungsmodelle. Diese haben zudem den Vorteil, einen lokal begrenzten
und reversiblen Gewebeschaden zu verursachen, wodurch sie die experimentelle
Untersuchung einer spontanen Remyelinisierung ermoglichen. Der Prozess der
Remyelinisierung beruht auf der Bildung einer neuen Myelinschicht um unbeschadigte
Axone durch aus Oligodendrozytenvorlauferzellen (oligodendrocyte precursor cells,
OPCs) ausdifferenzierte Oligodendrozyten und ist in unterschiedlichem Malle auch in
MS-Lasionen zu finden. Der Kupfer-Chelator Cuprizon, welcher Mausen oral im Futter
verabreicht werden kann, verursacht eine massive Demyelinisierung im Gehirn, welche
im Corpus Callosum besonders ausgepragt ist. Ob die demyelinisierende Wirkung von
Cuprizon auf einen reduzierten Kupferhaushalt in den betroffenen Zellen
zurtckzufuhren ist, ist umstritten. Primar bewirkt Cuprizon die Apoptose von

Oligodendrozyten und dadurch eine Degeneration des Myelins. Die Demyelinisierung
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ist begleitet von einer starken Gliose durch proliferierende Astrozyten und Mikroglia.
Nach Absetzen der Cuprizonverfutterung kommt es durch Proliferation und Ausreifung
von OPCs zu einer spontanen, nach wenigen Wochen vollstdndigen, Remyelinisierung
der Axone (Matsushima und Morell 2001).

Ein weiteres toxisches Modell zum Studium der De- und Remyelinisierung im ZNS ist
die lokale stereotaktische Injektion von Lysolecithin (Lysophosphatidylcholin, LPC) in
das murine Rickenmark. LPC verursacht bereits wenige Stunden nach Injektion eine
lokale Demyelinisierungslasion. Innerhalb weniger Tage kommt es zu einer Aktivierung
von T-Zellen und neutrophilen Granulozyten und konsekutiv zur Rekrutierung und
Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen, welche das abgebaute Myelin
phagozytieren (Ousman und David 2000). Wenige Tage nach der Lysolecithin-Injektion
beginnt eine spontane Remyelinisierung, welche auf der Proliferation und Reifung von
OPCs beruht und schon zwei Wochen nach Injektion grofRtenteils abgeschlossen ist
(Larsen et al., 2003).

3.3 Der NF«B Signalweg

Unter den bekannten krankheitsassoziierten Signalwegen und Transkriptionsfaktoren
nimmt der klassische NF-«xB (Nukledrer Faktor xB) Signalweg aufgrund seiner
schnellen Aktivierung und seiner einzigartigen Regulation und Variabilitat eine
Sonderstellung ein. NF-kB wurde zuerst 1986 von Sen und Baltimore als fiir die
Immunglobulinsynthese essentieller Transkriptionsfaktor in Lymphozyten beschrieben.
Inzwischen weild man, dass der Faktor in Saugetieren ubiquitdr exprimiert wird: der
klassische NF-kB Signalweg spielt eine bedeutende Rolle im Immunsystem und bei
der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose (siehe 3.4), ibt aber auch wichtige
Funktionen im ZNS aus (siehe 3.5). In MS-Lasionen wurde eine Aktivierung des
Signalweges in unterschiedlichen Zelltypen beobachtet, welche Rolle dieser hier spielt
ist jedoch unbekannt (Bonetti et al., 1999).

Der Transkriptionsfaktor NF-xB stellt ein Dimer aus Proteinen der NF-xB/Rel Familie
dar, welche funf strukturell verwandte Mitglieder enthalt: NF-xB1 (p50 und sein
Vorlaufer p105), NF-xB2 (p52 und sein Vorlaufer p100), c-Rel, RelA (p65) und RelB.
Diese Proteine haben eine hochkonservierte Rel Homologiedomane (RHD), welche flr

die Dimerisierung sowie die Bindung des Dimers an die DNA bzw. an den Inhibitor 1xB
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verantwortlich ist (Ghosh et al., 1998; Siebenlist et al., 1994). Am haufigsten tritt NF-xB
als p50:p65 Heterodimer auf.

Der entscheidende Schritt in der Aktivierung des klassischen (kanonischen) NF-xB
Signalweges (Abb. 3.1) ist die Degradation des Inhibitors IxB, welche die Translokation
des NF-xB Dimers in den Zellkern ermdglicht. Die Degradation von IkB wird durch
seine Phosphorylierung an zwei spezifischen Serinresten in der N-terminalen
regulatorischen Region eingeleitet (DiDonato et al., 1996). Der Phosphorylierung folgt
eine schnelle Polyubiquitinierung, resultierend in der Degradation des Proteins im 26S-
Proteasom (Alkalay et al., 1995; DiDonato et al., 1995). Die IkB Degradation induziert
zudem die Phosphorylierung von p65, welche eine Voraussetzung fir die
transkriptionelle Aktivitdt von NF-kB im Zellkern ist (Zhong et al., 1998; Zhong et al.,
2002). Verantwortlich fur die Phosphorylierung des IxB ist der IkB Kinase (IKK)
Komplex, welcher aus den zwei katalytischen Untereinheiten IKK1 (IKKa) und IKK2
(IKKPB), sowie zwei regulatorischen NEMO (IKKy) Untereinheiten besteht (DiDonato et
al., 1997; Mercurio et al., 1997; Rothwarf et al., 1998; Zandi et al., 1997). Die Kinasen
IKK1 und IKK2 enthalten neben ihrer katalytischen Domane mehrere Protein-
interaktionsmotive, welche flir die Dimerisierung der beiden Kinasen und die
intrinsische Aktivierung der Kinasedomane wichtig sind. Die Stimulation der
katalytischen Untereinheiten erfolgt durch (Auto-) Phosphorylierung in ihrer
Aktivierungsregion. Fur die Phosphorylierung von IkB ist nur die Aktivierung von IKK2
essentiell (Delhase et al., 1999; Ling et al., 1998). Wenngleich NEMO keine eigene
katalytische Domane enthalt, ist es fur die Aktivierung des IKK Komplexes
unverzichtbar (Rothwarf et al., 1998). Eine wichtige Aufgabe von NEMO ist es, mittels
der C-terminalen Zinkfinger-Domane den IKK Komplex an die entsprechenden IKK2

aktivierenden Kinasen zu rekrutieren (vgl. 3.3.2.).

Unabhangig vom klassischen oder kanonischen IKK/NF-kB Signalweg existiert ein
alternativer Signalweg, welcher auf der Phosphorylierung von IKK1 Homodimeren
durch die NF-kB induzierende Kinase (NIK) beruht. Phosphoryliertes IKK1 induziert die
Prozessierung von NF-kB2 (p52) und ist wichtig fir die Reifung von B-Zellen
(Senftleben et al., 2001).
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Abb. 3.1: Der kanonische IKK/NF-kB Signalweg und seine wichtigsten Aktivierungswege.
(Adaptiert nach: Wallchart NF-xB Signalling Pathways, Alexis® Biochemicals, San Diego, CA,
USA)

3.3.1 Regulation des IKK/NF-kB Sighalweges

Der wichtigste Schritt in der Aktivierung des NF-xB Signalweges ist die
Phosphorylierung von kB durch IKK, welche die Degradation des Inhibitors einleitet.
Von IkB sind vier Formen bekannt, IxBa, kB, 1kBe und IkBy, sowie ein lkB-ahnliches
Protein, Bcl-3 (Ghosh et al., 1998). Daneben enthalten jedoch auch die Rel
Vorlauferproteine p105 (Vorlaufer von p50) und p100 (Vorlaufer von p52) an ihrem C-
terminus eine lkB-ahnliche Doméane. Diese bilden Heterodimere mit RelA, RelB oder c-
Rel, die nicht in den Nukleus translozieren kénnen (Mercurio et al., 1993; Naumann et

al., 1993; Rice et al., 1992). Erst die Prozessierung der Vorlauferproteine zu p50 bzw.
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p52 und proteasomale Degradation initiiert die Aktivierung des Dimers (Orian et al.,
1995; Palombella et al.,, 1994). Eine unterschiedliche Affinitat der kB Inhibitoren
gegeniiber den verschiedenen NF-kB Dimeren flihrt zu einer zusatzlichen Variabilitat
des Signalweges. So ist IkBa hoch affin fur p50 haltige Dimere, IkBf und lxBeg
blockieren Dimere, welche RelA und c-Rel enthalten (Senftleben und Karin 2002).
Dabei verursacht eine erhdhte Expression von IkBa und IkBp, welche durch den
NF-xB Signalweg induziert wird, die Terminierung des Signalweges: Das neu
synthetisierte freie IkBa kann im Zellkern durch Bindung an NF-kB dessen Dissoziation
von der DNA und Ricktransport in das Zytoplasma fordern (Arenzana-Seisdedos et al.,
1997).

DarlUber hinaus wird der NF-xB Signalweg auf Ebene der Rel Proteine selbst reguliert:
nur Dimere, welche RelA oder c-Rel enthalten, enthalten transkriptionelle
Aktivierungsdomanen, wahrend andere Dimere wie p50 Homodimere durch ihre
kompetitive Bindung an NF-kB Bindungsstellen eine transkriptionelle Repression
bewirken (Udalova et al., 2000; Zhong et al., 2002).

Einige Aktivierungsschritte im NF-kB Signalweg, wie die Degradation von IkB und die
Prozessierung von p50 und p52, aber auch die Kinase attraktive Funktion NEMOs,
beruhen auf einer Polyubiquitinierung. Diese Prozesse werden durch die NF-kB-
mediierte Expression deubiquitinierender Proteine wie A20 und CYLD negativ reguliert
(Liu et al., 2005).

3.3.2 Aktivierung des IKK/NF-xB Signalweges

Zahlreiche Signalwege fiihren zur Aktivierung des IKK Komplexes und der dadurch
induzierten transkriptionellen Aktivitdt von NF-xB. Die besonderen Regulations-
mechanismen des NF-kB Signalweges auf unterschiedlichen Ebenen machen die
Wirkung dieser Aktivierungssignale sehr variabel. Zu den wichtigsten und am besten
untersuchten Signalwegen, welche IKK aktivieren, gehdren der TNF Signalweg, der
Interleukin (IL)-1B und Toll like Rezeptor (TLR) Signalweg und die Aktivierung Uber den
T-Zell- und B-Zell-Rezeptor.

Der TNF Signalweg ist aufgrund seiner sowohl pro- als auch antiapoptotischen
Wirkungsweise wichtig flir die Balance des Zelliiberlebens. Die proapoptotische

Wirkung von TNFa wird durch die Induktion der Caspase-Kinase und Aktivierung der
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Jun N-terminalen Kinase (JNK) vermittelt, wahrend die gleichzeitige Aktivierung von
NF-«xB antiapoptotisch wirkt (Kucharczak et al., 2003). Uber NF-«xB induziert TNFo. die
Expression antiapoptotischer Gene wie CIAP1/2 und Bcl-XL (Kucharczak et al., 2003).
Zusatzlich inhibiert NF-xB z.B. durch die Expression von XIAP den JNK Signalweg
(Tang et al., 2001).

Die Rezeptoren der TNF Rezeptor (TNFR) Familie haben keine intrinsische
enzymatische Aktivitat, sondern rekrutieren nach der Stimulation durch TNFa Uber
ihren zytoplasmatischen Anteil intrazelluldre Adaptermolekile wie die TNFR-
assoziierte Todesdomane (TRADD) und die TNFR-assoziierten Faktoren (TRAF). Fur
die TNFa-induzierte Aktivierung des NF-kB Signalweges sind insbesondere TRAF2
und TRAF5 von Bedeutung (Tada et al., 2001). TRAF2 rekrutiert durch die konsekutive
Bindung der Serin/Threonin Kinase RIP1 (Rezeptor interagierendes Protein 1) und der
IKK Untereinheit NEMO den IKK Komplex an den TNFR Signalproteinkomplex (Wu et
al., 2006; Zhang et al, 2000). Durch RIP1 wird zudem die
TGFp (tissue growth factor ) aktivierte Kinase Tak1 rekrutiert, welche in Interaktion mit
MEKK3 (Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase 3) schlief3lich die Aktivierung
von IKK2 induziert (Blonska et al., 2005).

Die Rolle des IKK/NF-kB Signalweges bei der angeborenen Immunantwort wird Uber
den TLR Signalweg vermittelt. TLRs erkennen Pathogen-assoziierte mikrobielle
Strukturen wie Lipopolysaccharid (LPS), doppelstrangige RNA und CpG (Cytosin-
phosphytidyl-Guanosin)-DNA. Alle bekannten TLRs kénnen den IKK/NF-kB Signalweg

aktivieren.

Ebenso wie der Interleukin (IL)-1 Rezeptor enthalten die TLRs eine Toll-IL-1R (TIR)
Domane, welche mit den TIR Domanen cytosolischer Adapter-Proteine interagieren
(Werts et al., 2006). Der myeloide Differenzierungsfaktor 88 (MyD88) wird von den
meisten TLRs sowie dem IL-1 Rezeptor als Adapter fir Serin/Threonin Kinasen der
IRAK Familie verwendet (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997). Die Aktivierung
von IRAK ist Voraussetzung fir die Rekrutierung von TRAF6 (Cao et al.,, 1996;
Lomaga et al., 1999; Qian et al., 2001). Als Adaptoren zwischen TRAF6 und IKK
wurden unterschiedliche Proteine vorgeschlagen, auf der einen Seite ein Komplex aus
Tak1 und den assoziierten Faktoren TAB1 und TAB2 (Takaesu et al., 2001), auf der
anderen Seite ECSIT (Kopp et al., 1999). Alternativ zu MyD88 dient im Falle des TLR3
und TLR4 der TLR-assozierte IFN-induzierende Faktor TRIF als Adaptormolekiil,
welches den NF-kB Signalweg in Abhangigkeit von RIP1 aktiviert (Meylan et al., 2004;
Oshiumi et al., 2003; Yamamoto et al., 2003).
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Im Rahmen der adaptiven Immunantwort kann der NF-kB Signalweg durch den T-Zell-
Rezeptor (T-cell receptor, TCR) bzw. B-Zell-Rezeptor (B-cell receptor, BCR) aktiviert
werden und induziert die Proliferation von Lymphozyten und ihre Ausreifung zu

Effektorzellen.

Nach der Antigen (Ag)-Erkennung durch den TCR kommt es durch Rekrutierung
verschiedener Tyrosinkinasen, Adapterproteine und Signalmolekile zur Bildung der
smmunologischen Synapse®. Fur die Induktion des IKK/NF-kB Signalweges spielen
hier die Kinasen Lck und ZAP-70, sowie die Adaptermolekile SLP-76 und Vav eine
Rolle (Costello et al., 1999; Herndon et al., 2001). Uber das Signalmolekil Vav wird die
Proteinkinase PKC6 rekrutiert, welche Gber CARMA1 den Apoptose-Regulator Bcl-10
aktiviert (Dienz et al., 2000; McAllister-Lucas et al., 2001; Villalba et al., 2000). In
B-Zellen wird durch die Tyrosinkinase Btk, die Phospholipase PLCy und das
Adapterprotein BLNK die Kinase PKCp rekrutiert, welche, entsprechend PKC6 in
T-Zellen, Bcl-10 aktiviert (Bajpai et al., 2000; Petro und Khan 2001; Su et al., 2002;
Tan et al., 2001). Die Aktivierung von Bcl-10 und dessen Interaktion mit der Protease
MALT1 ist sowohl fir die TCR- als auch die BCR-induzierte IKK/NF-xB Aktivierung
unerlasslich (Jost et al., 2007; Lucas et al., 2001; Ruland et al., 2001). MALT1 aktiviert
einerseits TRAF6, ahnlich wie im TLR Signalweg resultierend in der Aktivierung des
IKK-Komplexes (Sun et al., 2004), zusatzlich spaltet MALT1 den NF-kB Inhibitor A20
und verstarkt dadurch seine eigene Aktivierung (Coornaert et al., 2008; Rebeaud et al.,
2008; Stilo et al., 2008).

3.4 Biologische Funktionen des IKK/NF-kB Sighalweges

Wie bereits erwahnt, wurde eine Aktivierung des NF-kB Signalweges erstmals 1986 in
Lymphozyten beobachtet (Sen und Baltimore 1986). Inzwischen ist bekannt, dass der
Signalweg in unterschiedlichen Zelltypen aktiviert wird und an vielfaltigen Prozessen
beteiligt ist. Neben seiner wichtigen Funktion im Immunsystem ist er insbesondere
bedeutend fir die Regulation des Zellzyklus und die Entscheidung zwischen
Zelluberleben und Zelltod. NF-xB fallt dabei oft eine duale Rolle zu, abhangig von

Aktivierungsmechanismus und -dauer, Zelltyp und Umgebung.

Eine Infektion durch pathogene Mikroorganismen leitet die Aktivierung des NF-«B
Signalweges Uber die TLRs ein, resultierend in der Induktion zahlreicher Cytokine (z.B.
TNFa, IL-1 und IL-6), Chemokine (z.B. MIP-1a. und Rantes) und Adhasionsmolekule
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(z.B. E-Selektin und VCAM-1), welche die Migration von Immunzellen zur
Infektionsstelle regulieren (Beinke und Ley 2004). Grumont et al. fanden in NF-xB1
knockout Mausen eine gestoérte B-Zell-Proliferation aufgrund einer erhéhten
Apoptoserate und einer Blockade des Zellteilungszyklus (Grumont et al., 1998).
Daneben weisen auch die CD4" T-Zellen dieser Mause einen Proliferationsdefekt auf
(Artis et al., 2003). Die Cytokinantwort NF-kB1-deletierter Makrophagen ist dysreguliert
(Bohuslav et al., 1998; Kanters et al., 2004). Dabei ist der Effekt der NF-kB1-Defizienz
auf die Funktion der hamatopoetischen Zellen jedoch dual: wahrend die defizienten
Mé&use fur einige mikrobielle Infektionen wie L. monocytogenes und S. pneumoniae
anfalliger sind, entwickeln sie gegen andere Krankheiten, wie z.B. den murinen

Enzephalomyokarditis-Virus, Resistenzen (Sha et al., 1995).

NF-kB schitzt Zellen vor TNF-induzierter oder durch DNA-Schaden eingeleiteter
Apoptose, indem es die Expression vieler antiapoptotischer Gene steuert. Die
Entscheidung zwischen Zelliberleben und Apoptose wird dabei streng reguliert. So
kann in Lymphozyten sowohl eine zu niedrige, als auch eine zu hohe Expression von
NF-xB Zielgenen zum Zelltod flihren (Goudeau et al., 2003). Unter bestimmten
Bedingungen kann der IKK/NF-kB Signalweg durch seine antiapoptotische Wirkung die
Entstehung von Tumoren unterstutzen. Eine anhaltende Aktivierung von NF-kB kann
zudem die Expression bestimmter Proto-Onkogene wie c-myc und Zyklin D1 einleiten
(Duyao et al.,, 1990; Guttridge et al., 1999). Zusatzlich steuert der Signalweg die
Expression von vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) und Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), welche die Fahigkeit von Tumoren zur Metastasierung
verbessern (Farina et al, 1999; Huang et al., 2000). So wurde z.B. in
Mammakarzinomen und beim Morbus Hodgkin eine gesteigerte NF-xB Expression in
den Tumorzellen als Ursache fur die erhohte Proliferation der Zellen identifiziert
(Bargou et al., 1997; Sovak et al., 1997). NF-xB wird deshalb klassischerweise als
Tumor-Promotor angesehen, doch zeigen neuere Arbeiten, dass der Signalweg auch
eine gegenteilige Wirkung haben kann. In humanen epidermalen Zellen reguliert
NF-kB das Zellwachstum negativ, und eine Disruption des IKK/NF-kB Signalweges
kann sogar epidermale Tumoren hervorrufen (Dajee et al., 2003). Ebenso macht die
Inhibition des IKK/NF-kB Signalweges in Hepatozyten Mause empfanglicher fir
Leberkarzinome (Luedde et al., 2007; Maeda et al., 2005).
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3.5 Funktionen des IKK/NF-kB Sighalweges im Zentralnervensystem

In den letzten Jahren wurden neben der immunmodulatorischen Funktion des
IKK/NF-kB Signalweges zahlreiche Aufgaben des Transkriptionsfaktors im ZNS
identifiziert. Wie im peripheren System kann in ZNS-Zellen der IKK/NF-xB Signalweg
durch Zytokin-Stimulation, LPS, oxidativen Stress und andere Stimuli aktiviert werden.
Neben der Regulation des Zellzyklus erfillen diese Stimuli hier spezifischere
Aufgaben, wie z.B. die Regulation der synaptischen Plastizitdt durch TNFa (Albensi
und Mattson 2000; Beattie et al., 2002). Zusatzlich induzieren gehirnspezifische
Faktoren wie Neurotrophine und verschiedene Neurotransmitter die NF-xB Aktivierung
(Memet 2006). In Neuronen wirkt NF-kB nicht nur als Transkriptionsfaktor, sondern
steuert auch die Signaltransduktion von den Synapsen zum Nukleus durch retrograden

Transport in den Axonen (Wellmann et al., 2001).

Wahrend der neuronalen Entwicklung hat NF-xB eine neuroprotektive Funktion. Eine
komplette Disruption des Signalweges in IKK17IKK2” Mausen verhindert durch eine
erhohte Apoptoserate im Neuroepithel die SchlieBung des Neuralrohrs und beendet die
embryonale Entwicklung im Stadium E12,5. Auch in anderen Regionen wie dem
Rickenmark und den dorsalen Wurzelganglien findet in der Frihentwicklung der
deletierten Mause vermehrt Apoptose statt (Li et al., 2000). Zudem ist der IKK/NF-xB
Signalweg an der Regulation der durch den Neuronalen Wachstumsfaktor (neural
growth factor, NGF) induzierten neuronalen Differenzierung beteiligt (Azoitei et al.,
2005). In adulten Neuronen kann NF-kB entweder den Zelltod oder das Zelliberleben
fordern. So wird der neuronale Zelltod nach globaler Ischamie durch den IKK/NF-xB
Signalweg eingeleitet (Herrmann et al., 2005; Nurmi et al., 2004). In Neuronen des
basalen Vorderhirns dagegen Ubt NF-«B als Antwort auf exzitotoxischen Stress eine
neuroprotektive Wirkung aus (Fridmacher et al., 2003). In sensorischen Zellen des
auditorischen Systems, welche durch Alter, Larm und Krankheiten degenerieren, wirkt
sich NF-kB ebenfalls protektiv aus (Jiang et al., 2005; Masuda et al., 2006).

Die immunregulatorischen Zellen des ZNS sind Astrozyten und Mikroglia. Der
IKK/NF-kB Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung dieser glialen
Zellen, resultierend in der Produktion vieler wichtiger proinflammatorischer und
chemoattraktiver Mediatoren (Kaltschmidt et al., 2005). Combs et al. (2001)
beobachteten in B-Amyloid Plaques, wie sie beim Morbus Alzheimer auftreten, dass

die Aktivierung des mikroglialen IKK/NF-xB Signalweges, vermittelt durch die
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induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) und die Expression von TNFa,
neuronale Apoptose einleiten kann (Combs et al., 2001). Auf dopaminerge Neurone
dagegen, deren Zelltod charakteristisch flir die Parkinson Krankheit ist, hat die NF-xB-
Aktivierung in Mikrogliazellen eine protektive Wirkung (Xing et al.,, 2007). Eine
neuroprotektive Wirkung durch mikrogliale NF-xB-Aktivierung konnte auch bei Natrium-
Nitroprussid (SNP)-induzierter Neurodegeneration in Mausen nachgewiesen werden
(Simard und Rivest 2007). Die Inhibition von NF-kB in Astrozyten fuhrt zu einem
neuroprotektiven Effekt nach induziertem Ruckenmarksschaden (Brambilla et al.,
2005).

Oligodendrozyten sind im ZNS verantwortlich fir die Myelinisierung von Axonen. Auch
in diesem glialen Zelltyp hat NF-kB antagonistische Eigenschaften. Einerseits 16st die
Aktivierung des Signalweges die Ausreifung von OPCs aus und schutzt die Zellen vor
TNF induziertem Zelltod (Hamanoue et al., 2004; Nicholas et al., 2001), andererseits
vermittelt die NF-kB-Aktivierung in Oligodendrozyten deren durch reaktive Sauerstoff-
Derivate (ROS) induzierte Apoptose (Vollgraf et al., 1999).
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4 Zielsetzung

Die Aktivierung des klassischen IKK/NF-kB Signalweges spielt eine zentrale Rolle bei
der Myelinisierung des PNS (Nickols et al., 2003). Bei der Ausdifferenzierung von
Vorlauferzellen zu Oligodendrozyten wurde auch im ZNS eine Aktivierung des
Signalweges beobachtet und die Expression des Myelinproteins MBP ist zumindest in
vitro NF-xB mediiert (Huang et al., 2002; Nicholas et al., 2001). Ob der IKK/NF-xB

Signalweg auch in vivo im ZNS eine essentielle Rolle spielt ist jedoch bisher ungeklart.

Der IKK/NF-kB Signalweg hat auch eine wichtige regulatorische Funktion flr
Immunregulation und den Ablauf von Entzindungsprozessen innerhalb des ZNS. In
der EAE ist die Induktion von NF-kB essentiell fir die primare T-Zell-Aktivierung,
welche den Myelinschaden in diesem Modell verursacht (Hilliard et al., 1999). Fir eine
konsistente T-Zell-Aktivierung im ZNS ist die NF-kB vermittelte VCam-1-Expression in
Astrozyten wichtig (van Loo et al., 2006). In MS-Lasionen wurde eine Aktivierung des
Signalweges jedoch nicht nur in Immunzellen sondern auch in Oligodendrozyten
beobachtet (Bonetti et al., 1999). Der IKK/NF-kB Signalweg als wichtiger Regulator von
Zelliberleben versus Apoptose kénnte hier sowohl bei der Demyelinisierung als auch

bei der Remyelinisierung von Axonen eine Rolle spielen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, mogliche Funktionen des hirneigenen
IKK/NF-xB Signalweges

1.) bei der physiologischen Myelinisierung wahrend der Entwicklung des ZNS,
2.) bei der pathologischen Demyelinisierung (Verlust des Myelins), sowie
3.) bei der Remyelinisierung (Regeneration)

herauszuarbeiten. Zu diesem Zweck sollen oligodendrozytar bzw. hirnspezifisch IKK2-
deletierte Mause verwendet werden. Die De- und Remyelinisierung sollen mittels

reversibler toxischer Modelle untersucht werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bis
Ammonium Persulfat (APS)
Araldit

Ascorbinsaure
Azur |
3-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau
Chlodronat
Cuprizon

D+ Galaktose
Diethylether

Di-Natriumtetraborat-10-hydrat (Borax)

Dimethyl-tetrahydropterin (DMPH4)
Entwickler

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Filmfixierldsung
Glutaraldehyd
Glutathion

Glycerin

Glycin

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen
Calbiochem, La Jolla, USA
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Aldrich Chem., Milwaukee
Tetenal, Norderstedt
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Roth, Karlsruhe

Tetenal, Norderstedt
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Plusone, Pharmacia Biotech,
Freiburg

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
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Inkomplettes Freundsches Adjuvans (IFA)
Isopropanol

Lysolecithin (LPC)

Methanol

Methylenblau

Monostralblau (Copper(ll) phthalocyanine)
Osmium-Tetroxid (OsO,)
Paraformaldehyd (PFA)

poly-L-lysine (PLL)

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Sodiumdeoxycholate
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris

Triton X-100

Tween

T3 Hormon

5.1.2 Zellkulturmedien und —bestandteile

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum, FCS)

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
Insulin

N1 medium supplement
Penicillin-Streptomycin

Pferdeserum (Normal Horse Serum, NHS)

5.1.3 Nukleotide und Primer

dNTPs
Oligo p(dT)1s
PCR-Primer

Sigma, Minchen
Applichem, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen
Bio-Rad, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma (1-5500)
Sigma (N-6530)
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen
Roche Diagnostics, Mannheim
MWG-Biotech, Ebersberg
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5.1.4 Pharmaka und Narkotika

Bepanthen Augen- und Nasensalbe
Chloralhydrat

Diethylether

Inkomplettes Freundsches Adjuvans (IFA)
Ketamin

Pertussistoxin (PTX)

Xylazin 2% (Rompun)

Xylocain Gel 2% (Lidocain)

5.1.5 Antikorper

a-Aktin-IgG (monoklonal, Maus)

a-dMBP (polyklonal, Kaninchen)

a-GFAP (polyklonal, Kaninchen)
a-IKK2-IgG (monoklonal, Maus)
a-MAC-3-1gG (monoklonal, Ratte)
a-Maus-1gG Peroxidase-konjugiert (Ziege)
a-Maus-1gG Cy2/Cy3-konjugiert (Ziege)

a-NF-kB p65 (polyklonal, Kaninchen)

a-NG2 (polyklonal, Kaninchen)

a-Phospho-NF-kB p65 (polykl., Kaninchen)

o-PLP (monoklonal, Maus)

a-Kaninchen biotinyliert (Esel)

a-Kaninchen-IgG Cy2/Cy3-konjugiert (Ziege)

Isolektin-B4 FITC-konjugiert

Bayer, Leverkusen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, Minchen

Inresa, Freiburg

List laboratories, Campbell, USA
Riemser, Greifswald

Astrazeneca, Wedel

Chemicon, Temecula, CA, USA
Chemicon, Temecula, CA, USA
Dako, Hamburg

Imgenex, San Diego, CA, USA
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK

SantaCruz Biotechnology,
Heidelberg

Chemicon, Temecula, CA, USA

SantaCruz Biotechnology,
Heidelberg

Biozol, Eching

Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK

Vector Laboratories,
Burlingame, USA
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5.1.6 Zytokine

LPS
TNFa

5.1.7 Enzyme

Complete™ protease inhibitors

DNAse |

Proteinase K

RNAse Inhibitor RNasin®

Reverse Transkriptase SuperScript™ 1
SYBR® Green Fluorescein Mix

Taq Polymerase

Trypsin (0,25%)

Trypsin/EDTA

Sigma, Miinchen
R&D Systems, Wiesbaden

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Abgene, Epsom, UK
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
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5.2 Zellkultur

Puffer und Medien fiir die Zellkultur

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4
Medium: DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Differenzierungsmedium: DMEM, 500 ng/ml DMPH4, 50 ng/ml Ascorbinsaure, 2,5 ug/ml
Glutathion, 1% N1 Mediumzusatz, 5 pg/ml Insulin, 2 ng/ml T3 Hormon, 0,1% BSA, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 7,5 ug/ml D+Galaktose

5.2.1 Gewinnung primarer Gehirnzellen

Mischkulturen primarer Gehirnzellen wurden aus neugeborenen Mausen (postnataler
Tag PO bis P3) gewonnen. Die Gehirne wurden zunachst im Ganzen prapariert und
einzeln in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) tberflhrt. Die Meningen wurden nun
vollstandig entfernt. Es folgte ein finfminitiger Trypsinverdau. Der Verdau wurde mit
serumhaltigem Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, mit 10% fotalem
Kalberserum, FCS) abgestoppt und die Gehirne mit Medium gewaschen. Anschliellend
wurden die Gehirne durch Triturieren mit einer Pasteurpipette (WU Mainz) mechanisch
zerkleinert. Die Zellen jeweils eines Gehirns, resuspendiert in 5 ml Medium, wurden
dann in poly-(L)-Lysin (PLL)-beschichtete 25 cm? Kulturflaschen (Sarstedt, Nimbrecht)
ausgesat und in einem Cellstar Brutschrank (Nunc, Wiesbaden) bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde am folgenden Tag und danach alle zwei bis vier

Tage durchgefuhrt.

Die auf diese Weise entstehende Mischkultur besteht im Wesentlichen aus einer
konfluenten Schicht aus Astrozyten, auf welcher Mikroglia und Oligodendrozyten
wachsen. Die Isolation der einzelnen Zelltypen aus dieser Mischkultur, wie im
Folgenden beschrieben, wird durch die unterschiedliche Adhasionsfahigkeit der Zellen

ermoglicht.

5.2.1.1 Mikrogliazellen

Zur Gewinnung von Mikrogliazellen wurde zunachst deren Proliferation induziert. Dazu

wurde nach finf Tagen Mischkultur ein Drittel des Mediums durch Mediumuberstand
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kultivierter L929 Mausfibroblasten (freundlich zur Verfugung gestellt von Dr. Uwe
Hanisch, Institut fir Neuropathologie) ersetzt, welcher den Wachstumsfaktor GM-CSF
(Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) enthalt. Nach vier Tagen
wurden die Mikrogliazellen, als am wenigsten adhasive Zellen der Kultur, durch
einstundiges Schatteln bei 130 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) und
37°C auf einem IKA® KS 260 control Zellkulturschittler (IKA®, Staufen) abgeldst. Das
Medium mit den Zellen wurde in ein 50 ml Reaktionsgefald (Sarstedt, Nimbrecht)
Uberfiihrt und 10 min bei 800 rpm und 4°C in einer Eppendorf 5810R Zentrifuge
(Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium ohne
L929-Uberstand aufgenommen. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Kammer gezahit
und dann in mit PLL beschichteten Kulturplatten (Greiner Bio-One Frickenhausen) bzw.

Deckglasern (Menzel Glaser, Braunschweig) ausgesat.

Fir Zellfarbungen wurden 2x10° Zellen auf 15 mm Deckglasern ausgesat, fiir RNA-
oder Proteingewinnung 5x10° Zellen in 6 well-Kulturplatten. Die Zellen wurden vor der

Weiterverwendung zwei Tage bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

5.2.1.2 Oligodendrozyten

OPCs sind weniger adhasiv als Astrozyten aber adhasiver als Mikroglia und kénnen
durch sequentielles Schutteln isoliert werden. So wurden zunachst die Mikrogliazellen
durch einstlindiges Schitteln bei 180 rpm vollstandig abgelést und die verbleibenden
Zellen mehrfach mit PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) gewaschen. Nach Zugabe
von frischem DMEM mit 10% FCS wurden die Zellen fur eine Stunde bei 37°C und
5% CO; inkubiert, um durch Sattigung des Mediums mit CO, eine Unterversorgung der
Zellen wahrend der weiteren Prozedur zu verhindern. Anschlielend wurden die OPCs
abgel6st, indem die Kulturen drei Stunden bei 250 rpm und 37°C geschuttelt wurden.
Das Medium mit den Zellen wurde Uber ein 40 um Zellsieb (Becton Dickinson,
Heidelberg) in ein 50 ml Reaktionsgefall Uberfihrt und 6 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Differenzierungsmedium aufgenommen und
die Zellzahl in einer Neubauer-Kammer bestimmt. Es wurden jeweils 2x10* Zellen auf
mit PLL beschichtete 10 mm Deckgldser bzw. 2x10° Zellen in mit PLL beschichtete
6 well-Kulturplatten ausgesat. Die Zellen wurden drei bis vier Tage bei 37°C und
5% CO, differenziert. AnschlieRend wurden sie entweder mit 4% Paraformaldehyd

(PFA; 10 min bei 4°C) fixiert, oder zur Gewinnung von RNA oder Protein verwendet.
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5.2.1.3 Astrozyten

Astrozyten sind in hohem MalRe adhésive Zellen. Um reine Astrozytenkulturen zu
erhalten wurde dem Kulturmedium fir zwei Tage 20 pg/ml Chlodronat zugegeben,
welches ein Zellgift fir Mikrogliazellen ist. Danach wurden die Mischkulturen Utber
Nacht bei 250 rpm und 37°C geschiittelt, um alle auf den Astrozyten wachsenden
Zellen abzulésen. Die Astrozyten wurden dann mehrfach mit PBS gewaschen und
anschlief3end durch einen 5-10 minutigen Trypsin/EDTA-Verdau bei 37°C und 5% CO,
abgel6st. Die Reaktion wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium (DMEM mit
10% FCS) abgestoppt. Die Zellen wurden in ein 50 ml Reaktionsgefall Gberfihrt und
10 min bei 800 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen und
die Zellzahl in einer Neubauer-Kammer bestimmt. Jeweils 10° Zellen wurden auf
unbeschichtete 15 mm Deckglaser ausgesat, bzw. 3x10° Zellen in 6 well-Kulturplatten.
Die Zellen wurden vor der Weiterverwendung zwei Tage bei 37°C und 5% CO,
kultiviert.

5.2.2 Stimulation der Zellen

Zur Aktivierung des NF-kB Signalweges in Mikrogliazellen und Astrozyten wurden

diese mit LPS als Ligand des TLR4 sowie mit TNFa stimuliert.

Es wurden jeweils 10 yg/ml LPS bzw. 10 ng/ml TNFa in DMEM mit 10% FCS
eingesetzt, als Negativ-Kontrolle wurden Zellen mit Medium inkubiert. Fir den
Nachweis der p65-Translokation wurden auf Deckglasern ausgesate Zellen fur 30 min
stimuliert, anschlieBend mit 4% PFA 10min bei 4°C fixiet und dann
immunzytochemisch gefarbt. Fir den Nachweis der durch die Aktivierung induzierten
Zytokin-Produktion wurden in 6 well-Platten kultivierte Zellen fur vier Stunden stimuliert,
anschlielend wurde RNA fir eine Realtime-PCR isoliert. Die Stimulation erfolgte bei
37°C und 5% CO, im Inkubator.

5.2.3 Immunzytochemie

Die mit PFA fixierten Zellen wurden zunachst dreimal mit PBS gewaschen und dann
15 min bei Raumtemperatur (RT) mit 0,1% Triton X100 und 10% FCS in PBS inkubiert.

Triton ist ein Detergenz, welches die Permeabilitat der Zellen fir die Antikérper erhéht,
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das fotale Kalberserum dient zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen. Die in
Tabelle 1 aufgefuhrten Primarantikdrper wurden in 10% FCS in PBS verdunnt, jeweils
80 uyl pro 10 mm Deckglas bzw. 150 ul pro 15 mm Deckglas zugegeben und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Tab. 1: Verdinnung und Spezifitat der Primarantikorper

Primarantikorper Verdinnung Spezifitat

a-CNP (monoklonal, Maus) 1:200 diff. Oligodendrozyten
o-GFAP (polykl., Kaninchen) 1:1000 Astrozyten

o-MBP (polykl., Kaninchen) 1:2000 Myelin

a-NG2 (polykl., Kaninchen) 1:200 Oligodendrozytenvorlaufer
a-P65 (polykl., Kaninchen) 1:500 NF-xB Untereinheit P65

Die Zellen wurden dreimal in PBS gewaschen. Die Sekundarantikdrper a-Kaninchen
bzw. a-Maus, gekoppelt mit jeweils einem der Fluoreszenzfarbstoffe Cy2 oder Cy3,
wurden 1:200 in 10% FCS in PBS verdinnt und die Zellen damit 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert, gefolgt von einem erneuten Waschen der Zellen. Bei
Doppelfarbungen wurden die Primarantikbrper zusammen eingesetzt, wahrend die
Inkubation mit den Sekundarantikbrpern sequentiell erfolgte. Mikrogliazellen wurden
anschlielend noch mit dem Fluorescein-5-Isothiocyanat (FITC)-gekoppelten Farbstoff
Isolektin-B4 gefarbt: dieser wird 1:200 in PBS verdiinnt, die Inkubationszeit betragt
2 Std. bei RT. Alle Zellen wurden zuletzt noch 10 min bei RT mit DAPI, 1:10.000 in
PBS, inkubiert, welches zur Identifikation der Zellkerne das Chromatin blau-
fluoreszierend farbt. Nach einem Waschschritt in H,O wurden die Zellen mit

Fluoromount (Dako, Hamburg) Eindeckmedium eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg) und
der Software Cell (Cell Analysis Inc., Chicago, IL, USA).
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5.3 Molekularbiologische Methoden

5.3.1 Genotypisierung durch PCR

Bei Zuchtmausen wurden im Alter von 3-4 Wochen Ohrbiopsien, bei den fir die
Primarkulturen verwendeten Neugeborenen wahrend der Praparation
Schwanzbiopsien entnommen. Die daraus isolierte DNA wurde zur Genotypisierung
durch eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert.

5.3.1.1 Isolation genomischer DNA

Puffer fur die Isolation genomischer DNA

Lysispuffer: 100 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0,2% SDS, pH 8,5

Die Biopsien wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg) mit
3 mg/ml Proteinase K in 500 ul Lysispuffer 2 Std. bei 37°C und 900 rpm in einem
Heizschuttler (Eppendorf) verdaut. Nach vollstandiger Auflésung des Gewebes wurde
es funf Minuten in einer Eppendorf 5415R Zentrifuge bei 13.000 rpom und RT
zentrifugiert. Der Uberstand mit der gelésten DNA wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt und durch Zugabe von 500 pl Isopropanol und vorsichtiges Schitteln wurde
die DNA gefallt. Nach einer weiteren funfminatigen Zentrifugation bei 13.000 rpm
wurde das DNA-Pellet einmal mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde

das Pellet getrocknet und in 100 ul doppelt destilliertem Wasser (ddH,0) geldst.

5.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR beruht auf der enzymatischen Amplifikation einer bestimmten Gensequenz.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer und die Lange der entstehenden Fragmente

sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.



Material und Methoden

25

Die PCR wurde in einem 25 ul Reaktionsansatz aus den folgenden Bestandteilen

durchgefihrt:

1x

1,5 mM
0,25 mM
25 pmol
0,5 U/ul
2,0 pl
ad 25 pl

Reaktionspuffer mit Glycin

MgCl,

dNTPs

Primer sense/antisense (s. Tab. 2)
Taq Polymerase

genomische DNA

ddH,0

Folgendes Temperaturprogramm in einem Biometra T3 Thermocycler (Biometra,

Gottingen) wurde fur die PCR verwendet, wobei die Annealing-Temperatur fir die IKK2
loxP-Primer 60°C und fur die MOGCre- und NestinCre-Primer 58°C betrug:

o g bk w0 N =

3 min Denaturierung bei 94°C

30 sec Denaturierung bei 94°C

30 sec Anlagerung (Annealing) bei 58°C/60°C
30 sec Elongation bei 72°C

Wiederholung von Schritt 2.-4. 34x

5 min Elongation bei 72°C

Tab. 2: Primer fir die PCR zur Genotypisierung

Zielgen Primer Fragmentlange
IKK2 loxP s: 5-GTT CAG AGG TTC AGT CCATTATC-3 wt: 436 bp
as1: 5-TAG CCT GCA AGA GAC AAT ACG-3’ IKK2": 533 bp
as2: 5-TCC TCT CCT CGT CAT CCT TCG-3’ IKK2%": 652 bp
MOGCre s: 5-CTT CTT GGA GGA AAG GGA CAT G-3’ Cre+: 500 bp
as: 5-CAT CAG CTA CAC CAG AGA CGG
AAA TC-3’
NestinCre s:5-CGC TTC CGC TGG GTC ACT GTC G-3 Cre+: 300 bp
as: 5-TCG TTG CAT CGA CCG GTA ATG
CAG GC-3’

Die Amplifikate wurden anschlielRend durch Gelelektrophorese nachgewiesen.
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5.3.1.3 Gelelektrophorese

Laufpuffer fur die Gelelektrophorese

10x TBE: 900 mM Tris-Borat, 20 mM EDTA

Gelelektrophorese ermdglicht die genaue GréRenbestimmung linearer DNA-Fragmente
aufgrund ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld.

Diese Methode diente zum Nachweis entstandener PCR-Amplifikate.

Zur Herstellung 1,5%iger Agarosegele wurde die entsprechende Menge des
Tragermaterials Agarose, eines Galaktosepolymers, in Tris-Borat (TBE)-Laufpuffer
durch Aufkochen in der Mikrowelle gelést. Zur Farbung der DNA wurde dem Gel
anschlieftend 0,6 ug/ml des interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid zugegeben,
bevor es in einen Gelschlitten mit Kamm gegeben wurde. Die Elektrophorese erfolgte
nach Erharten des Gels in einer mit Laufpuffer gefillten Elektrophoresekammer.
Zusatzlich zur DNA wurde auf das Gel ein Langenstandard (Fermentas, St. Leon-Rot)
aufgetragen, anhand dessen die GroRenbestimmung erfolgte. An die Kammer wurde
eine Spannung von 10 V/cm angelegt bis die DNA eine zur Auftrennung ausreichende

Distanz gewandert war.

Die Detektion der DNA-Ethidiumbromid-Komplexe im Gel erfolgte mittels UV-Licht und

einem Gel-Dokumentationssystem (Bio-Rad, Minchen).

5.3.2 RNA Quantifizierung durch RTQ-PCR

Zur Bestimmung der Zytokinexpression durch quantitative Realtime-PCR (RTQ-PCR)
wurde aus Gehirnhomogenaten Cuprizon-behandelter Mause sowie aus in vitro
stimulierten Mikrogliazellen und Astrozyten RNA isoliert und durch reverse

Transkription in DNA (copyDNA, cDNA) umgeschrieben.

5.3.2.1 RNA-Isolation

Zur Herstellung eines Gehirnhomogenates wurde die Maus zunachst durch
Genickdislokation getotet und das Gehirn entnommen. Mit Hilfe eines Binokulars wurde

die von der Behandlung am starksten betroffene Region, das Corpus callosum mittels
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eines Skalpells isoliert. Dieses Gewebsstuck wurde in RLT-Puffer (Qiagen, Hilden) mit
1% B-Mercaptoethanol (B-ME) Uberfuhrt und mit einem Ultra Turax® Homogenisator
(IKA®, Staufen) zerkleinert. Das Produkt wurde anschlieRend mit einer QiaShredder-
Saule (Qiagen) durch zweimindtige Zentrifugation bei 13.000 rpom noch weiter
homogenisiert. Homogenate aus Zellkulturen wurden hergestellt, indem die Zellen mit
350 pl RLT-Puffer mit 1% B-ME direkt in der Kulturschale lysiert wurden, gefolgt von

einer Homogenisierung mit einer QiaShredder-Saule.

Die RNA-Isolation aus den Homogenaten erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen)

nach Anleitung.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte in einem Biophotometer (Eppendorf,
Hamburg) bei einer Absorption von 260 nm (Azs0). Der Quotient aus den Wellenlangen
260/280 gibt Auskunft Uber die erzielte Reinheit der RNA.

5.3.2.2 Reverse Transkription

Vor der Transkription der RNA wurde zunachst ein DNA-Verdau durchgefihrt, um
Verunreinigungen durch genomische DNA zu eliminieren. Dieser Verdau erfolgte

30 min bei 37°C in folgendem Ansatz (Reaktionsansatz I):

1x Reaktionspuffer

40 U RNAse-Inhibitor RNasin®
10U DNAse |

1 4g RNA

ad 14 pl RNase-freies Wasser

Zur Deaktivierung der DNAse wurde der Ansatz anschliefsend fur 10 min auf 70°C

erhitzt.
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Es folgte die reverse Transkription fur 60 min bei 37°C mit folgenden Bestandteilen:

14 pl Reaktionsansatz |

1x Reaktionspuffer
0,13 nmol Oligo p(dT)s-Primer
125 uM dNTPs

10 mM DTT

400 U Superscript™ RTase

Die Reverse Transkriptase (RTase) wurde nach der Reaktion flir 10 min bei 95°C
deaktiviert, das Volumen wurde mit ddH,O auf 70 yl aufgefillt. Fir die quantitative

Realtime-PCR (RTQ-PCR) wurden jeweils 2,5 ul dieses Ansatzes eingesetzt.

5.3.2.3 Quantitative Realtime-PCR

Die RTQ-PCR beruht wie die PCR auf dem Prinzip der DNA-Amplifikation. Zusatzlich
ermdglicht sie durch den Einsatz des interkalierenden Farbstoffes SYBR® Green,
mittels Messung der proportional zur Zunahme der PCR-Produkte steigenden

Fluoreszenz, eine Quantifizierung der DNA.

Der Reaktionsansatz der RTQ-PCR enthalt folgende Bestandteile:

1x SYBR™ Green

10 pmol Primer s/as (Tab.3)
2,5l cDNA

ad 25 pl ddH,0O

Es wurden spezifische Primer fir die Zytokine TNFa und IL-13, die Chemokine CCL2
(MCP-1), CCL3 (MIP-1a) und CXCL10 (IP-10) verwendet sowie fir Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), welches als Bezugsgen flr die Quantifizierung
verwendet wurde. Alle Primer waren so gewahlt, dass sie in unterschiedlichen Exons
lagen: Eventuell noch enthaltene genomische DNA wird so aufgrund ihrer Lange unter
dem verwendeten Temperaturprotokoll nicht amplifiziert. Die Sequenzen der

verwendeten Primer sind in Tabelle 3 aufgeflihrt.
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Tab. 3: Primer fir die quantitative Realtime-PCR

Zielgen Primersequenz Primer-
effizienz

CCL2 s: 5-TCT GGG CCT GCT GTT CAC C-3 96,4%
as: 5-TTG GGATCATCT TGC TGG TG-3’

CCL3 s: 5-CAC CAC TGC CCT TGC TGT T-3’ 63,0%
as: 5-AGG AGA AGC AGC AGG CAG TC-3

CXCL10 s: 5-TGC TGG GTC TGA GTG GGA CT-3’ 86,6%
as: 5'-CCC TAT GGC CCT CAT TCT CAC-3

GAPDH s: 5-TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA GCC-3’ 96,0%
as: 5-GTT CAG CTC TGG GAT GAC CTT GCC-%

IL-1B s: 5-ACA AGA GCT TCA GGC AGG CAG TA-3 80,0%
as: 5-ATA TGG GTC CGA CAG CAC GAG-3

TNFa s: 5-CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A-3’ 73,0%
as: 5-TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC-3

Die Amplifikation und Fluoreszenzmessung wurde in einem iQ™5 |-cycler (Bio-Rad,
Minchen) nach folgendem Temperaturprogramm durchgefihrt, wobei die Annealing-
Temperatur fir die Zytokin- und GAPDH-Primer 58°C und fir die Chemokin-Primer
63,8°C betrug:

15 min Denaturierung bei 94°C

30 sec Denaturierung bei 94°C

35 sec Anlagerung (Annealing) bei 58°C/ 63,8°C

30 sec Elongation bei 72°C

20 sec Fluoreszenzmessung

Wiederholung von Schritt 2.-5. 49x

6. 30 sec Denaturierung bei 94°C

7. 10 sec Schmelzkurve 55-94°C in 0,5° Schritten (80x)
8. Abklhlung auf 19°C

o M w0 bd -~

Die im Anschluss an die Realtime-PCR erstellte Schmelzkurve gab Aufschluss Uber die
Qualitat der verwendeten cDNA. Die Auswertung der Realtime-PCR erfolgte nach
Pfaffl (Pfaffl 2001). Die statistische Signifikanz wurde mittels einem Student T-Test

bestimmt. Als signifikant wurde ein p-Wert von p<0,05 betrachtet.
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5.3.3 Expressionsbestimmung durch Western Blot

Zur Bestimmung der IKK2-Expression in WT und IKK2-deletierten Mausen wurde
Protein aus unterschiedlichen Gehirnregionen sowie aus primaren Gehirnzellen isoliert
und ein Western Blot mit einem IKK2-spezifischen Antikorper durchgefihrt.

5.3.3.1 Proteinisolation

Puffer fur die Proteinisolation

Gehirn-Homogenisierungspuffer: 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 0,5% Triton X-100 5 mM
NaN3, 1 Tablette/ 50 ml Complete™ Protease Inhibitoren, pH 7,3

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1%
Sodiumdeoxycholate, 0,1% SDS, 1 Tablette / 50 ml Complete™ Protease Inhibitoren, pH 7,4

Zur Proteinisolation aus Gehirngewebe wurden die Mause zunachst durch
Genickdislokation getotet und das Gehirn wurde freiprapariert. Um Protein aus dem
Gesamtgehirn zu gewinnen wurde eine komplette Hemisphare eingesetzt. Zusatzlich
wurden aus der zweiten Hemissphdre einzelne Regionen, der Kortex sowie die
subkortikale weille Substanz, unter dem Binokular herausprapariert. Jedes dieser
Gewebsstucke wurde gewogen und in einem 1,5 ml Reaktionsgefaly zu maximal 50 mg
Gewebe jeweils das neunfache Gewicht Homogenisierungspuffer zugegeben. Das
Gewebe wurde mit einer Pistille unter Eiskihlung homogenisiert und anschlielend
10 min bei 4500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal® tberfihrt.

Aus primaren Gehirnzellen wurde eine Proteinisolation mit RIPA-Puffer durchgefihrt.
Dazu wurden 70 pyl RIPA-Puffer direkt auf die Kulturschalen gegeben, die Zellen
wurden mit einem Zellschaber (Sarstedt, NUimbrecht) abgeschabt und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald tberflihrt. Sie wurden dann 15 min auf Eis inkubiert und anschliefiend
10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal® tberfuhrt.

Die Konzentrationsbestimmung der gewonnenen Proteinhomogenate erfolgte durch
einen BCA-Assay mittels des Pierce BCA Protein Assay Kits nach Anleitung. Die

Homogenate wurden dann in Stickstoff weggefroren und bei —80°C aufbewahrt.
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5.3.3.2 Western Blot

Puffer fur Western Blot

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris, pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, pH 6,8

4x Probenpuffer: 50 mM Tris, 6% SDS, 30% Glycerin, 0,02% Bromphenolblau, 10% B-ME,
pH 6,8

Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,5% SDS
Blockpuffer: 5% BSA in PBS

Waschpuffer: 0,5% Tween in PBS

Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,5% Methanol
Strippuffer: 62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS, 100 mM B-ME, pH 6,8

Beim Western Blot werden Proteine zuerst durch Elektrophorese nach ihrer Grélie
aufgetrennt und dann auf eine Tragermembran Ubertragen. Auf dieser Membran
immobilisiert kénnen dann distinkte Proteinbanden durch Immundetektion
nachgewiesen werden. Mit dieser Methode wurde die Cre-vermittelte Deletion von

IKK2 in unterschiedlichen Gehirnregionen und unterschiedlichen Zelltypen untersucht.

Die Proteine in den verwendeten Homogenaten wurden zunadchst in einem R-ME
enthaltenden Probenpuffer 5 min bei 99°C denaturiert, um sie flir die spatere
Immundetektion zuganglich zu machen. Der Probenpuffer enthielt zusatzlich
Bromphenolblau um die Laufgeschwindigkeit auf dem Trenngel kontrollieren zu
konnen, sowie Glycerin um die Dichte fir die Auftragung auf das Acrylamidgel zu
erhéhen. Beim Trenngel handelte es sich um ein 10%iges Acrylamidgel mit dem
Detergenz SDS zur Proteindenaturierung. Acrylamid bildet in Anwesenheit freier
Radikale lange Polymere die durch Bisacrylamid vernetzt werden. Zusatzlich wurde
Uber das Trenngel ein 4%iges Sammelgel gegossen, um durch ein schnelles

Einwandern der Proteine ins Gel eine bessere Bandenschéarfe zu erreichen.
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Die Zusammensetzung der Gele war folgende:

10% bzw. 4% entgastes Acrylamid/Bis (29:1)

1x Gelpuffer

0,1% SDS

ad 10 ml ddH,0

0,05% Ammonium Persulfat (APS)
0,05% TEMED

APS als Radikalbildner und TEMED als Katalysator der Polymerisierung wurden
jeweils zuletzt zugegeben, um die Reaktion zu starten. Das Sammelgel wurde

gegossen, wenn das Trenngel vollstdndig polymerisiert war.

Es wurden jeweils 40 ug Protein aus den Gehirnhomogenaten bzw 20 pg Protein aus
den Zellhomogenaten auf das Gel aufgetragen, zusammen mit einem Proteinstandard
(Bio-Rad, Munchen) zur GroRenbestimmung. An das Gel wurde zunéachst fir 10 min
eine Spannung von 10 V/cm angelegt, zur Einwanderung der Proteine durch das
Sammelgel. Zur Auftrennung der Proteinbanden im Trenngel wurde fur weitere 60 min

die Spannung auf 20 V/cm erhdht.

Nach der Auftrennung der Banden folgte deren Ubertragung auf eine
Nitrocellulosemembran. Es wurde die Methode der halbtrockenen Ubertragung ("semi-
dry blot”) in einem Trans-Blot® SD Blotter (Bio-Rad) verwendet: zwischen zwei
Elektroden wurden das Gel und die Membran zwischen zwei Schichten des als
lonenreservoir dienenden in Transferpuffer getrankten Filterpapiers gestapelt.
AnschlieRend wurde flr 40 min eine Spannung von 10V senkrecht an den Stapel

angelegt.

Die Membran wurde kurz in PBS waschen und dann fir 60 min bei RT in Blockpuffer
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir die Immundetektion zu blocken. Es
folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper o-IKK2-IgG (monoklonal, Maus), 1:1000
verdinnt in Waschpuffer, Uber Nacht bei 4°C. Die Membran wurde dreimal 5 min in
Waschpuffer gewaschen und dann 30 min bei RT mit dem Peroxidase (POD)-
konjugierten Sekundarantikérper o—Maus-POD, 1:40.000 in Waschpuffer verdinnt,
inkubiert. Die Substratreaktion erfolgte mit dem ECL™ (enhanced chemiluminescence)
Detektionskit (Sigma, Munchen) nach Anleitung. Die Exposition der Filme (Kodak,

Stuttgart) erfolgte unter visueller Kontrolle 4-8 min.
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Als Ladekontrolle wurde auf der Membran anschlieend noch das Strukturprotein
Aktin, ein Zytoskelett-Bestandteil welcher in allen Zelltypen exprimiert wird,
nachgewiesen. Zu diesem Zweck wurde nach der erfolgreichen Detektion des ECL-
Signals die Membran dreimal 10 min in Waschpuffer gewaschen. Durch 30-mintige
Inkubation in Strippuffer bei 58°C wurden nun die gebundenen Antikérper wieder
abgeldst. Nach erneutem Waschen und Blocken der Membran wurde sie mit Maus a-
Aktin (1:500 in Waschpuffer verdlinnt) zwei Std. bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte

wie bereits beschrieben.

5.4 Tierexperimentelle Methoden

In dieser Arbeit wurden transgene Mause der Linien IKK2floxed NestinCre (IKNC) und
IKK2floxed MOGCre (IKMC) zur Zucht und fur die nachfolgenden Tierexperimente
verwendet. Als negative Kontrolltiere wurden in allen Versuchen Cre negative
Wurfgeschwister eingesetzt. Diese Tierlinien wurden freundlicherweise von Prof.

Manolis Pasparakis (Institut fur Genetik, Universitat Kéln) zur Verfigung gestellt.

Die Mause wurden in Gruppen zu vier bzw. acht Tieren in Macrolon Typ 2 bzw Typ 3
Kafigen unter konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit in einem Tag-
INachtrhythmus von jeweils zwdlf Stunden gehalten. Die Tiere wurden taglich mit

Trockenfutter und Wasser versorgt.

Es wurden drei unterschiedliche Tiermodelle fir die Demyelinisierung bzw.
Remyelisierung im Zentralnervensystem (ZNS) angewendet: die Cuprizon- und die
Lysolecithin- induzierte toxische Demyelinisierung sowie die EAE. Alle Versuche sind
in Tierversuchsantragen beinhaltet, die von der Bezirksregierung Braunschweig

genehmigt wurden.

5.4.1 Toxische Demyelinisierung durch Cuprizon

Durch Fatterung von jungen Mausen mit dem Kupferchelator Cuprizon wird nach funf
Wochen eine reversible toxische Demyelinisierung im Gehirn verursacht, die in der

Region des Corpus Callosum besonders ausgepragt ist.

Gruppen von 8-10 Wochen alten weiblichen Mausen der Linien IKK2floxed, IKK2floxed
NestinCre (IKNC) und IKK2floxed MOGiCre (IKMC) wurden taglich mit 0,2% Cuprizon,



Material und Methoden 24

welches dem Ublichen Maustrockenfutter beigemischt wurde, geflttert. Diese
Behandlung wurde nach finf Wochen (akute Demyelinisierung) bzw. nach zehn
Wochen (chronische Demyelinisierung) abgebrochen und die Mause durch
Genickdislokation getotet. Eine dritte Gruppe von Mausen wurde funf Wochen mit
Cuprizon gefittert und dann weitere funf Wochen ohne Cuprizon gehalten, bevor sie
getotet wurden, um die Remyelinisierung zu untersuchen. Anschlieend wurden die
Gehirne der Mause entnommen und in 4% PFA (fir Histologie) bzw. in 2% PFA und
3% Glutaraldehyd (GA; fir Elektronenmikroskopie) fixiert. Die Cuprizonfutterung der
Mause fand in Kooperation mit Dr. Geert van Loo und Prof. Manolis Pasparakis am
EMBL in Monterotondo (Italien) statt.

5.4.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Die EAE als immunmediiertes Demyelinisierungsmodell wird durch eine Immunisierung
von Mausen mit einem synthetischen Myelin-Peptid eingeleitet. Dieses wird in einer
Emulsion mit komplettem Freund’schen Adjuvanz (complete Freund’s adjuvans, CFA)
verabreicht, welches fir die Induktion der Autoimmunreaktion nétig ist. Die
gleichzeitige Gabe von Pertussistoxin (PTX) sorgt fir die nétige Permeabilitét der Blut-
Hirn-Schranke fur die periphar aktivierten Immunzellen. Die durch die Immunisierung
verursachte Demyelinisierung im Ruickenmark der Mause zeigt sich &uRerlich durch

Lahmungserscheinungen in den Extremitaten (Tabelle 8).

In dieser Arbeit wurde eine Immunisierung von 8-10 Wochen alten, weiblichen
IKK2floxed und IKK2floxed MOGIiCre Mausen mit einem synthetischen
MOG3s 55-Peptid (Institut fir Medizinische Immunologie, Charité, Berlin) durchgefihrt.
Pro Maus wurden in einem 200 ul Gesamtvolumen 200 ug MOG und 100 ul CFA
(complete Freund’'s adjuvance: inkomplettes Freundsches Adjuvanz mit 10 mg/ml
M.tuberculosis) in PBS durch wiederholtes Sonifizieren mit einem Sonopuls®
Ultraschallgerat (Bandelin Electronic, Berlin) emulgiert. Die MOG-Emulsion wurde
unter Athernarkose subkutan, jeweils 50 pl in jede Flanke der Maus, verabreicht. Jede
Maus erhielt am Tag der Immunisierung und 48 Std. danach zusatzlich jeweils 300 ng

PTX, in 300 ul PBS geldst, intraperitoneal injiziert.

Der Allgemeinzustand der Mause und ihr Gewicht wurden wahrend des gesamten
Versuches kontrolliert und dokumentiert. Ab dem zehnten Tag nach Immunisierung
wurden die Mause zusétzlich taglich auf Lahmungserscheinungen untersucht. Der

Schweregrad der Ldhmung wurde nach dem in Tabelle 4 aufgefiihrten Score
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klassifiziert, um den Krankheitsverlauf zu dokumentieren. Der Versuch wurde am
Tag 31 abgebrochen und die Mause flr eine histologische Auswertung mit 4% PFA

perfundiert.

Tab. 4: Klassifizierung der LA&hmungserscheinungen wahrend der EAE

0 keine LAhmungserscheinungen

0,5 partielle Schwanzlahmung

1,0 vollstandige Schwanzldhmung

1,5 Maus dreht sich noch selbststandig in aufrechte Position
2,0 Maus dreht sich nicht selbststandig in aufrechte Position
2,5 einseitige LAhmung in den Hinterbeinen

3,0 beidseitige LAhmung in den Hinterbeinen

3,5 einseitige L&hmung in den Vorderbeinen

4,0 vollstandige Lahmung der Extremitaten: Abruchkriterium

5.4.3 Lysolecithin-induzierte Demyelinisierung

Die einmalige stereotaktische Applikation von LPC in das Rickenmark adulter Mause
verursacht eine schnelle und lokal begrenzte toxische Demyelinisierung von Axonen
nach bereits vier Tagen. Diese wird nicht von aufieren Symptomen begleitet und ist
reversibel: nach zwei Wochen sind die Axone in der betroffenen Region wieder

groBtenteils remyelinisiert.

Die LPC-Injektion wurde an zehn Wochen alten IKK2floxed und IKNC Mausen von Dr.
Doron Merkler durchgefuhrt. Die M&use wurden dazu durch Verabreichung von
100 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 20 mg/kg Korpergewicht Xylazin in Narkose
versetzt. Nach Rasur und Desinfektion wurde die Haut am Ricken durch einen
Sagittalschnitt eréffnet, und unter zusatzlicher lokaler Anasthesie mit Lidokainsalbe
eine Laminektomie im Bereich des thorakalen Wirbels T10 durchgefuhrt. Mithilfe eines
Stereotakten wurde langsam 1 pl einer 2 mg/ml Lésung von LPC in sterilem PBS im
ventralen Bereich des Ruckenmarks injiziert. Die LPC-L6sung enthielt zusatzlich 0,1%
Monostralblau zur spateren Lokalisierung der Injektionsstelle. AnschlielRend wurden an
der Operationsstelle der Muskel und die Oberhaut durch eine Einzelknopfnaht mit

einem Ethilon 4-0 bzw. 6-0 Faden (Ethicon, Norderstedt) wieder verschlossen. Die
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Mause wurden bis zum Aufwachen aus der Narkose auf eine 37°C warmen Heizplatte

plaziert, um eine Ausklhlung zu verhindern.

Der Allgemeinzustand und das Gewicht der Mause wurden taglich kontrolliert. Nach
vier (Demyelinisierung) bzw. 14 Tagen (Remyelinisierung) wurden die Mause mit
2% PFA und 3% GA perfundiert. Die Region der Injektion wurde aus dem Rickenmark
prapariert und zwei Tage in 2% PFA/3% GA nachfixiert.

5.4.4 Perfusion und Praparation der Mause

Bei der Perfusion wird der Blutkreislauf der Tiere zuerst mit PBS gespult und dann mit
einem Fixativ. Durch dieses Verfahren wird das Gewebe optimal erhalten.
Unbehandelte, MOG-immunisierte und LPC-behandelte Mause wurden fir die
Immunhistologie mit 4% PFA bzw. fir die Elektronenmikroskopie mit 2% PFA/3% GA
perfundiert.

Die Mause wurden mit 250 pl einer 14%igen Chloralhydratldsung narkotisiert. Nach
Reflexverlust wurde der Thorax gedffnet und eine transkardiale Perfusion durchgefuhrt.
Um eine konstante Durchlaufgeschwindigkeit zu garantieren, wurde eine Ismatec®

Schlauchpumpe (IDEX Corporation, Northbrook, USA) verwendet.

Fir die Histologie der Rickenmarker MOG-immunisierter Tiere wurde jeweils das
komplette Rickenmark entnommen, nachfixiert und durch transversale Schnitte in
mehrere Teile geteilt fir die Einbettung in Paraffin. Fir die Histologie von Gehirnen
wurde das Gesamtgehirn prapariert und flr die Paraffineinbettung bzw. Kryo-
Einbettung durch Transversalschnitte in vier Teile geteilt. Die Riickenmarker der LPC-
behandelten Mause wurden fir die Einbettung in Araldit in der Injektionsstelle
transversal geschnitten. Fur die Elektronenmikroskopie des Corpus callosum wurde
zuerst das Gehirn freigelegt, dann jede Hemisphere frontal in Scheiben geschnitten,
und das Corpus callosum fir die Einbettung so prapariert, dass die Schnittflache

sagittal, also senkrecht zu den verlaufenden Axonen, liegt.
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5.5 Histologie

5.5.1 Paraffineinbettung

Die Gehirne und Rickenmarker fir die immunhistochemischen Farbungen wurden
nach mehrtagiger Fixierung in 4% PFA mit H,O gespdilt und in einem Einbettautomaten
(Leica, Wetzlar) durch ein aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, danach in Xylol und
schlieBlich in 60°C heilRes flissiges Paraffin Uberflhrt. Abschliellend wurden auf einer
Heizplatte bei 60°C die Gewebeteile in einer Paraffinkapsel ausgerichtet und mit
flissigem Paraffin ausgegossen. Zuletzt wurden die Formen zum Ausharten auf eine
4°C kalte Kuhlplatte transferiert.

5.5.2 Immunhistochemische Farbungen

Zur histologischen Auswertung der EAE- und Cuprizon-Lasionen wurden auf 0,1-1 ym
dinnen Paraffinschnitten eine Hamalaun-Eosin Farbung fur die Morphologie, eine
Luxol Fast Blue-Periodic Acid Schiff (LFB-PAS)-Farbung der weilen Substanz und
Immunfarbungen zur Identifizierung verschiedener Zelltypen und der NF-xB

Untereinheit p65 gemacht (Antikorper und deren Spezifitat s. Tab. 5).

Tab. 5: Antikérper fir die Immunhistochemie

Antikorper Spezifitat

o-dMBP (polyklonal, Kaninchen) degradiertes Myelin-basisches Protein
a-GFAP (polyklonal, Kaninchen) Astrozyten

o-MAC3 (Ratte) Mikroglia/ Makrophagen

o-PLP (monoklonal, Maus) Myelin

a-phospho-p65 (polykl., Kaninchen) phosphorylierte NF-xB Untereinheit p65

Die Herstellung der Paraffinschnitte und die o.g. Farbungen wurden vom technischen

Personal des Institutes fiir Neuropathologie durchgeflihrt.
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5.5.3 Immunfluoreszenzfarbung

Puffer fir die Immunfluoreszenzfarbung

Blockpuffer: 0,5% Triton X-100, 10% FCS in PBS

Fir die Immunfluoreszenzfarbung NG2 (neuronal-gliales Antigen 2)-positiver OPCs
wurden 30 um dicke schwimmende frontale Kryoschnitte (Gefrierschnitte) von
Gehirnen Cuprizon-behandelter Tiere verwendet. Die Gehirne wurden vorher in
4% PFA fixiert und durch zweitdgige Inkubation in einer 30% Sukrose-L6sung
kryogeschitzt. Die Schnitte wurden vom technischen Personal des Institutes flr

Neuropathologie hergestellt.

Die Schnitte wurden nach dem Auftauen zunachst dreimal 10 min in einer Petrischale
mit PBS gewaschen. Nachdem die Sukrose vollstandig entfernt war, wurden sie zur
Permeabilisierung und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen fir 30 min in
Blockpuffer inkubiert. Der Primarantikdrper a—NG2 (polyklonal, Kaninchen) wurde
1:200 in Blockpuffer verdinnt und die Schnitte damit Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die 60 miniutige Inkubation mit dem
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorper a-Kaninchen-Cy3, der ebenfalls 1:200 in
Blockpuffer verdiinnt wurde. Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte 15 min bei
RT mit DAPI, 1:10.000 in Blockpuffer verdiinnt, gegengefarbt. Zuletzt wurden die
Schnitte noch einmal in PBS gewaschen, auf Objekttrager aufgezogen und mit

Fluoromount (Dako, Hamburg) eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Hamburg).

5.5.4 XGal-Farbung

Eine XGal-Farbung wurde verwendet, um die B-Galaktosidase (LacZ)-Expression in
MOG Cre exprimierenden Rosa26-Reportermausen (R26R-Mause; The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) nachzuweisen. XGal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
B-D-galactopyranosid) ist ein artifizielles, chromogenes Substrat, welches durch die
B-Galaktosidase in Laktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl gespalten wird. 5-Brom-
4-chlor-indoxyl wird durch den Sauerstoff in der Luft zu dem tiefblauen Farbstoff
5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidiert.
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Die Farbung wurde auf 20 um frontalen Kryoschnitten mit einem p-Galaktosidase
Reportergen Farbekit (Sigma-Aldrich, Steinheim) nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Die Inkubation mit der Farbelésung erfolgte (iber Nacht im Dunkeln bei
37°C. Die Schnitte wurden anschlieBend mit Immu-Mount Eindeckmedium

(ThermoScientific, Pittsburgh, USA) eingedeckelt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

5.5.5 Auswertung der Histologie

5.5.5.1 Auswertung der EAE-Lasionen

Zur Auswertung der EAE-Lasionen im Rickenmark wurden lichtmikroskopisch die drei
am starksten demyelinisierten Querschnitte ausgewahlt. Mithilfe der Software Analysis
(Cell Analysis Inc., Chicago, IL, USA) wurden in LFB-PAS gefarbten Schnitten die
Flache des Rickenmarkschnittes sowie der weilRen Substanz gemessen, ebenso wie
die Flache der Lasionen. Daraus wurde der Grad der Demyelinisierung bestimmt,
berechnet aus dem Quotient demyelinisierte Flache/weille Substanz. Um das Ausmal}
der Makrophagen-Infiltration und des Myelinabbaus zu bestimmen wurden die MAC-3
(membrane attack complex 3; Mikroglia-/Makrophagenmarker) bzw. dMBP (degene-
riertes Myelin-basisches Protein) positiven Zellen gezahlt. Zellzahlen wurden auf die
Gesamtflache des Rickenmarkquerschnittes bezogen. Die statistische Signifikanz
wurde mittels einem Student T-Test bestimmt. Als signifikant wurde ein p-Wert von
p<0,05 betrachtet.

5.5.5.2 Klassifizierung der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung

Um die Cuprizon-induzierte Demyelinisierung im Corpus callosum (cc) zu
klassifizieren, wurde ein Bewertungsscore verwendet, der von 0 (0% demyelinisierte
Flache im cc) bis 3 (100% demyelinisierte Flache im cc) reicht. Es wurden dazu LFB-
PAS gefarbte frontale Gehirnschnitte auf Hohe des rostralen Diencephalons
verwendet. Die Klassifizierung erfolgte durch zwei unabhangige geblindete Personen.
Die infiltrierenden Zellen wurden lichtmikroskopisch in 40 facher Vergrélierung mit
einem Zahlgitter ausgezahlt. Dabei wurden in der MAC-3 und in der GFAP

(glial fibrillary acidic protein; Astrozytenmarker) Farbung je drei Gesichtsfelder von der
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Mitte des Corpus callosums ausgehend nach lateral ausgewertet. Die statistische
Signifikanz wurde mittels einem Student T-Test bestimmt. Als signifikant wurde ein p-
Wert von p<0,05 betrachtet.

5.6 Elektronenmikroskopie

5.6.1 Aralditeinbettung

Um Dinnschnittpraparate fiir die Elektronenmikroskopie anfertigen zu kénnen, wurden

die Rickenmarker und Gehirnstlicke in das Kunstharz Araldit eingebettet.

Die fixierten Gewebestiicke wurden zunachst zweimal 5 min in PBS gewaschen,
60 min bei 4°C in 1% Osmium-Tetroxid (OsO,4) nachfixiert und erneut in PBS gespdilt.
AnschlieBend wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50-100% Ethanol
dehydriert. Dem 70%igen Ethanol wurde zur Kontrastierung des Gewebes
0,5% Uranylacetat zugefugt und die Inkubationszeit von 10 min auf 60 min erhéht. Am
Ende der Alkoholreihe wurden die Gewebestucke zweimal 15 min in 100% Ethanol und
dann zweimal 10 min in Propylenoxid inkubiert. Bevor die Gewebestlcke flr 60 min in
reines Araldit (Aralditmischung nach GLAUERT und GLAUERT 1958) uberfuhrt wurden
erfolgte eine jeweils halbstiindige Inkubation in einem Araldit-Propylenoxid-Gemisch im
Verhaltnis 1:1 und dann 2:1. Schlie8lich wurden die Praparate in vorgetrocknete
Flachformchen mit frischem Araldit Gberfihrt und darin ausgerichtet. Die Blocke

wurden zuletzt mindestens 48 Std. bei 60°C getrocknet.

5.6.2 Herstellung von Dinnschnittpraparaten

Die Dunnschnittpraparate wurden an einem Ultracut Schneidegerat (Leica, Wetzlar)
hergestellt. Die Aralditblécke wurden zunachst mit einer Rasierklinge so getrimmt, dass
die gewinschte Schnittflache des Praparates freilag. Dann wurden mit einem
Glasmesser schwimmende Schnitte einer Dicke von 300 nm ('Semidunnschnitte’)
erstellt. Die SemidlUnnschnitte wurden mithilfe eines Zahnstochers in einen
Wassertropfen auf einem Glasobjekttrager Uberfuhrt, und bei 60°C auf einer Heizplatte

getrocknet.
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AnschlieRend wurden die Semidinnschnitte mit einer Farbeldsung nach Richardson
(RICHARDSON et al., 1960) gefarbt:

2 Teile 1% Azur
1 Teil 2% Methylenblau
1 Teil 1% Borax

Die Schnitte wurden dazu, weiterhin bei 60°C, mit der Farbeldsung unter Sichtkontrolle
so lange inkubiert, bis die Farbelésung am Rand leicht trocknete. Sie wurden dann mit

ddH,0 abgespililt, getrocknet und mit fliissigem Araldit eingedeckelt.

Die Semidinnschnitte wurden an einem Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg)

ausgewertet.

Zur quantitativen Auswertung am Elektronenmikroskop wurden durch das technische
Personal des Institutes flir Neuropathologie Ultradiinnschnitte einer Dicke von 50 nm

angefertigt und mit Bleicitrat kontrastiert.

5.6.3 Elektronenmikroskopische Auswertung

Von Ultradiinnschnitten des Corpus callosum bzw. Rlckenmarks wurden mit einem
Zeiss EM10A Elektronenmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) mit angeschlossener
MegaViewlll Digitalkamera (Soft Imaging Systems, Minster) in 25.000 facher (cc) bzw.
16.000 facher (Ruckenmark) VergroRerung 25 Bilder pro Tier in Reihe gemacht. Davon
wurden zehn zuféllig ausgewahlte Bilder fur die Auswertung mit der Analysis-Software
(Cell Analysis Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Es wurden die Anzahl der
myelinisierten und der demyelinisierten Axone sowie deren Quotient bestimmt. Zur
Beurteilung der physiologischen Myelinisierung sowie der Remyelinisierung wurden
zudem der Axondurchmesser sowie die Myelindicke jedes Axons gemessen und durch
Berechnung der G-Ratio zueinander in Bezug gesetzt: Dieser Wert berechnet sich als
Quotient aus Axondurchmesser/Faserdurchmesser (Axondurchmesser + zweifache
Myelindicke). Es wurden flir die Auswertung nur Axone mit einem Mindestdurchmesser
von 250 nm bertcksichtigt, da kleinere Axone oft ohnehin kein Myelin aufweisen.Die
statistische Signifikanz wurde mittels einem Student T-Test bestimmt. Als signifikant

wurde ein p-Wert von p<0,05 betrachtet.



Ergebnisse 42

6 Ergebnisse

6.1 Charakterisierung der zellspezifischen IKK2-Deletion

Um die Rolle des kanonischen NF-kB Signalweges bei der Myelinisierung, De- und
Remyelinisierung zu untersuchen, wurden Mause mit einer zellspezifischen Deletion
der IkB Kinase IKK2 verwendet. Das Ziel der Deletion des IKK2 Genes ist eine
funktionelle Unterbrechung des NF-kB Signalweges: in Abwesenheit der Kinase IKK2
kann keine vollstandige Phosphorylierung und anschlieRende Degradierung von IxB
erfolgen, was die Voraussetzung fir die Translokation von NF-xB in den Zellkern ist.

Nur im Zellkern kann NF-kB seine Funktion als Transkriptionsfaktor aufnehmen.

Die Deletion beruht auf dem Cre/loxP Rekombinationssystem (Gu et al., 1994): Das
IKK2-Gen der verwendeten Mause wird durch zwei gleichgerichtete loxP (locus of
crossingover of P1 phage) Sequenzen flankiert, welche als Erkennungsstellen fir die
Rekombinase Cre (‘causes recombination’) dienen (Pasparakis et al., 2002). Die
Expression der Cre-Rekombinase unter einem zellspezifischen Promotor fihrt in

diesen Mausen zu einer gezielten Exzision des IKK2 Gens.

6.1.1 Deletion von IKK2 in ZNS-Zellen

Um die Wirkung einer IKK2-Deletion in Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) zu
untersuchen, wurden homozygot IKK2-gefloxte (IKK2fl/fl) Mause verwendet, welche die
Cre Rekombinase unter dem Nestin Promotor exprimieren (van Loo et al., 2006).
Dieser Promotor ist spezifisch fur Zellen neuroektodermalen Ursprungs, wie fir
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten. Die Mause werden im Folgenden als

"IKK2NS KO hezeichnet.

Ein Western Blot mit einem fir IKK2 spezifischen Antikorper zeigt das
Expressionsmuster dieser Mause (Abb. 6.1A). Die Cre-negativen Wurfgeschwister
(IKK2fl/fl NestinCre-, im Folgenden als 'IKK2?N*WT pezeichnet), die in samtlichen
Experimenten als Kontrollen dienten, weisen eine deutliche IKK2-Proteinexpression in
allen untersuchten Gehirnregionen und Zelltypen auf. Im Kortex, der vor allem aus

Neuronen besteht, in der oligodendrozytenreichen subkortikalen weil3en Substanz und
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in primaren Astrozytenkulturen der IKK™*® Tiere dagegen ist eine vollstandige
Deletion des IKK2-Proteins nachweisbar. Primare Mikrogliazellen aus IKK“NSKO
M&ausen hingegen, welche mesodermalen und nicht neuroektodermalen Ursprungs

sind, exprimieren eine zu den Kontrolltieren aquivalente Menge an IKK2-Protein.

Eine immunhistochemische Farbung der phosphorylierten NF-«xB Untereinheit p65 auf

22NS KO u nd

frontalen Schnitten des Corpus callosum Cuprizon-behandelter KK
IKK22NSWT Tiere zeigt, dass die Kerntranslokation von p65 in IKK2-deletierten Zellen
tatsachlich blockiert ist (Abb. 6.1B): Wahrend in Cre-negativen Kontrolltieren
phosphoryliertes p65 in vielen der in Reihe angeordneten oligodendrozytaren Zellkerne
(Pfeile) zu finden ist, findet in IKK2-deletierten Oligodendrozyten (Pfeilspitzen) keine
p65-Translokation statt. Zellen, welche anhand ihrer typischen Kernmorphologie als

Mikroglia identifizierbar sind (*), sind von der Deletion nicht betroffen.
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Abb. 6.1: Deletion von IKK2 im Gehirn der IKK2°°*® Mause. A) Western Blot von Homo-
genaten aus Gehirn, Kortex, Subkortex, primaren Astrozyten und primaren Mikrogliazellen aus
IKK2NS KO und IKK2** T Tieren. B) phospho-p65 immunhistochemische Farbung (braun) auf
frontalen Gehirnschnitten Cuprizon-behandelter Kontroll- und IKK2"®*° Mause. Gegenfarbung
der Zellkerne mit Hamalaun (blau). Balken 25 pm. Pfeile: p65 positive oligodendrozytare
Zellkerne; Pfeilspitzen: p65 negative oligodendrozytare Zellkerne; *: Mikroglia-Zellkern.
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6.1.2 Deletion von IKK2 in Oligodendrozyten

Die IKK2-gefloxten Tiere wurden fur diese Arbeit zusatzlich mit Mausen gekreuzt,
welche die Cre-Rekombinase unter dem oligodendrozytenspezifischen MOG-Promotor
exprimieren (Buch et al., 2005). Diese Tiere werden im Folgenden als 'IKK2VO¢ K>
bezeichnet. Als Kontrollen dienten wiederum die Cre-negativen Wurfgeschwister
(CIKK2YOCWT) 'MOG ist ein spat exprimiertes Myelinprotein, dessen Promotor daher

spezifisch fir reife, myelinbildende Oligodendrozyten ist.

Zur Untersuchung der Spezifitdt des Promotors standen MOG-Cre exprimierende
Rosa26-Reportermause (R26R) zur Verfligung. Diese Mause weisen eine Cre-
induzierte p-Galaktosidase (LacZ)-Expression auf. Eine XGal-Farbung auf frontalen
Gehirnschnitten dieser Mause macht die Spezifitit des MOG-Promotors flr reife
Oligodendrozyten sichtbar: Ein deutlich positives blaues Signal ist spezifisch in Zellen
der weillen Substanz zu finden (Abb. 6.2A).

Das IKK2 Proteinexpressionsmuster der IKK2Y°®K9 Mause ist in Abbildung 6.2B
dargestellt: Astrozyten und Mikroglia der IKK2Y9¢*° Mause exprimieren die gleiche
Menge an IKK2-Protein wie die Cre-negativen Kontrolltiere. In primaren IKK2MO¢K°
Oligodendrozyten hingegen ist die Expression im Vergleich zu den Kontrolltieren stark
vermindert. Die Restmenge an IKK2, die in den Homogenaten dennoch nachweisbar
ist, liegt im Versuchsprotokoll begriindet: primare Vorlauferzellen wurden in vitro
kultiviert, wobei keine vollstandige Ausdifferenzierung aller Zellen erreicht wird. Von der

Deletion sind jedoch nur reife, MOG-exprimierende Oligodendrozyten betroffen.

Eine Immunfarbung auf frontalen Gehirnschnitten von Cuprizon-behandelten
IKK2MOC KO Mausen zeigt, dass die p65-Translokation in den Zellkern spezifisch in den
kettenartig angeordneten Zellkernen (Pfeilspitzen) der Oligodendrozyten blockiert ist
(Abb. 6.2C).
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Abb. 6.2: Expression von IKK2 im Gehirn der IKK2"°®"° und IKK2"°°"T Mause. A) XGal-
Farbung (blau) auf frontalen Gehirnschnitten von MOGiCre x R26R-Mausen. CTX = Kortex, CC
= Corpus callosum, Hipp = Hippocampus; Balken 500 um. B) Western Blot von
Zellhomogenaten primérer Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten aus IKK2Y°® YT und
IKK2Y°C*® Tieren. C) p65 immunhistochemische Farbung (braun) auf frontalen Gehirnschnitten
Cuprizon-behandelter Kontroll- und IKK2Y°® *° Mause. Gegenfarbung der Zellkerne mit
Hamalaun (blau). Balken 25 ym. Pfeile: p65 positive oligodendrozytare Zellkerne; Pfeilspitzen:
p65 negative oligodendrozytare Zellkerne; *: Mikroglia-Zellkerne.
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6.2 Die Rolle von IKK2 bei der Myelinisierung des ZNS

Da laut Literatur NF-xB eine wichtige Funktion bei der Myelinisierung des sich
entwickelnden peripheren Nervensystems (PNS) hat (Nickols et al., 2003), wurde in
der vorliegenden Arbeit zunachst untersucht, ob die Aktivierung des kanonischen
NF-xB Signalweges auch eine Rolle bei der physiologischen Myelinisierung des
murinen ZNS spielt. Zu diesem Zweck wurden die Differenzierung und Reifung IKK2-
deletierter Oligodendrozyten in vitro, sowie die Myelinbildung wahrend der Entwicklung

von IKK22NS KO Mausen in vivo untersucht.

6.2.1 Unveranderte Entwicklung IKK2-defizienter Oligodendrozyten

in vitro

Primare IKK2-deletierte und WT Oligodendrozyten wurden aus neugeborenen
IKK2NSK9 Mausen und ihren IKK2NSWT Wurfgeschwistern gewonnen und dann in
Kultur drei Tage lang ausdifferenziert. Diese Zellen wurden anschliefend mit
unterschiedlichen Entwicklungsmarkern gefarbt: mit Antikbrpern gegen NG2 (neuronal-
gliales Antigen 2) fur Vorlauferzellen, CNP (2'3’-zyklische-Nukleotid-3’-Phosphohydro-
lase) fur differenzierte und MBP (Myelin-basisches Protein) fur reife, myelinbildende
Oligodendrozyten. Die Abbildung 6.3A zeigt, dass IKK2-deletierte Oligodendrozyten
in vitro vollstandig in der Lage sind zu differenzieren und auszureifen. Die Morphologie
der reifen CNP*MBP" Zellen gleicht der IKK2-exprimierender Oligodendrozyten. Die
quantitative Auswertung (Abb. 6.3B) verdeutlicht, dass auch der prozentuale Anteil der
unter den gegebenen Kulturbedingungen ausgereiften IKK2-deletierten Oligodendro-

zyten unverandert gegenuber den Kontrollzellen ist.

Der IKK/NF-kB Signalweg hat somit bei der in vitro Differenzierung und Reifung von

Oligodendrozyten eine redundante Funktion.
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Abb. 6.3: Unveréanderte in vitro Differenzierung IKK2-deletierter priméarer Oligodendro-
zyten. A) Immunfluoreszenzfarbung von in vitro kultivierten, drei Tage differenzierten primaren
Oligodendrozyten von IKK2”*¥® und Kontrolltieren (P1). Balken 10 um. B) Quantifizierung der
Farbung. Ausgezahlt wurden sechs Gesichtsfelder in 20facher VergroRerung. Gezeigt sind
reprasentive Daten (Mittelwert £ SEM) aus drei unabhangigen Versuchen.

6.2.2 Normale physiologische Myelinisierung des ZNS in Abwesenheit

von IKK2 in Gehirnzellen

Die Fahigkeit der IKK22"SK° Mause in vivo eine normal Myelinstruktur zu entwickeln,
wurde anschlieRend vergleichend zu IKK2NSWT Kontrolltieren immunhistochemisch
und elektronenmikroskopisch untersucht.

Abbildung 6.4A zeigt immunhistochemisch Proteolipid Protein (PLP)-gefarbte frontale

2?NSKO nd Kontrollmausen auf Hohe des rostralen

Gehirnschnitte von adulten IKK
Hippocampus. Diese weisen eine vergleichbar entwickelte Struktur der weilden
Substanz auf, was auf eine normale physiologische Myelinisierung der IKK2 deletierten

Mause im ZNS hinweist.

Um eine genaue Quantifizierung der Myelinbildung wahrend der Entwicklung der
Mause zu ermdglichen, wurden sagittale Dinnschnitte des Corpus callosum junger
(postnataler Tag P21) und adulter Mause elektronenmikroskopisch ausgewertet
(Abb. 6.4B). Nach drei Wochen sind die Axone in diesem Bereich in den IKK27NSKO
Tieren zu 29,3% (+ 2,1% SEM) und in den IKK2™NSWT Tieren zu 26,0% (+0,1%)
myelinisiert. In adulten IKK2"N$%° Mausen betrdgt der Anteil myelinisierter Axone
72,6% (= 2,8%) im Vergleich zu 69,4% (+ 13,4%) in adulten Kontrolltieren. In beiden
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Stadien der Entwicklung ist also der Anteil der myelinisierten Axone im Bereich des
Corpus callosum in Abwesenheit von IKK2 in den ZNS-Zellen unverandert. Die
G-Ratio, der Quotient aus Axondurchmesser/ Faserdurchmesser, stellt ein Malf} flr den
Grad der Myelinisierung einzelner Axone dar. Sie erreicht im Corpus callosum in
gesunden adulten Mausen einen Wert zwischen 0,75 und 0,85. Die G-Ratio in
IKK2?NSk° M3usen betragt nach 3 Wochen 0,94 und nach 20 Wochen 0,81 (+0,01), im
Vergleich zu 0,94 nach drei Wochen und 0,83 (+0,04) nach 20 Wochen in den
Kontrolltieren.

Zusammenfassend laRt sich in vivo kein Unterschied bzgl. der Myelinisierung zwischen
IKK2?NK° M3usen und ihren Cre-negativen Wurfgeschwistern feststellen. IKK2 weist

daher eine redundante Funktion flir die physiologische Myelinisierung des ZNS auf.
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Abb. 6.4: Normale physiologische Myelinisierung des ZNS in Abwesenheit von IKK2. A)
Immunhistochemische PLP Farbung (braun) auf frontalen Gehirnschnitten adulter IKK*" — und
Kontrollmause. Balken 500 pm. B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen sagittaler
Ultradiinnschnitte des corpus callosums 3 Wochen und 25 Wochen alter IKK2“N® ¥°- und
Kontrolimause (links). Quantifizierung der Myelindicke, des Axondurchmessers, der G Ratio und
des prozentualen Anteils myelinisierter Axone (rechts). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Durchschnittswert aus mindestens 150 Axonen einer Maus des angebenen Alters.
Berticksichtigt wurden Axone eines Durchmessers gréRer als 250 nm. Balken 400 nm.
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6.3 Die Bedeutung von IKK2 im ZNS fir die De- und Remyelinisierung

Um die Bedeutung des NF-xB Signalweges fur eine pathologische Demyelinisierung,
wie sie unter anderem bei der Multiplen Sklerose vorkommt, zu untersuchen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Tiermodelle verwendet. Eine reversible
toxische Demyelinisierung wurde im Corpus callosum ZNS-spezifisch IKK2-deletierter
Mause durch Cuprizon oder im Rickenmark durch Lysolecithin induziert. Die
entstehenden Lasionen in der Phase der Demyelinisierung bzw. der Grad der

spontanen Remyelinisierung wurden histologisch untersucht und quantifiziert.

6.3.1 Reduzierte toxische Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im
ZNS

Die Futterung adulter Mause mit Cuprizon fuhrt zu einer Demyelinisierung im ZNS,
insbesondere in der Region des Corpus callosum. Diese Demyelinisierung beruht auf
einem selektiven Absterben von Oligodendrozyten der weif3en Substanz und wird von
einer starken Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten begleitet. IKK22NSKO
Mause sowie ihre IKK2“NSWT Wurfgeschwister wurden entweder fiinf Wochen (akute
Phase der Demyelinisierung) oder zehn Wochen (chronische Phase) taglich mit 0,2%

Cuprizon gefttert.

6.3.1.1 Geringerer Myelinschaden wahrend der akuten Phase der

toxischen Demyelinisierung

Abbildung 6.5 zeigt eine Histologie der akuten Phase der Cuprizon-induzierten
Demyelinisierung. Die LFB-PAS Farbung des Myelins verdeutlicht, dass die IKK2“NSWT
Mause in dieser Phase eine starke Demyelinisierung im Corpus callosum aufweisen.
Der Grad dieser Demyelinisierung wurde von zwei unabhangigen geblindeten
Untersuchern auf einer Skala von 0 (intaktes Myelin) bis 3 (vollstandig demyelinisiert)
bewertet. Durchschnittlich erreichen die Mause dabei einen Demyelinisierungsgrad von
2,1 (£ 0,2). Diese starke Demyelinisierung geht mit einer ausgepréagten Gliose durch
MAC-3-positive  Mikrogliazellen (1564 + 188,8 Zellen/mm?) und GFAP-positive
Astrozyten (472,0 + 24,9 Zellen/mm?) einher. Die Demyelinisierung in den IKK2NSK°

Mausen dagegen ist erheblich vermindert. Sie erreichen nur einen
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Demyelinisierungsgrad von 1,0 (+ 0,1), welcher signifikant (p<0,005) von dem der
Kontrolimduse abweicht. Dieser pragnante Unterschied spiegelt sich auch in einer
deutlich schwacheren Gliose wieder: nur durchschnittlich 218,7 (+ 35) infiltrierende
MAC3" Mikroglia/mm? und 98,7 (+ 20,2) GFAP" Astrozyten/mm? sind in den L&sionen

dieser Mause zu finden. Dieser Unterschied ist hoch signifikant (p<0,001).
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Abb. 6.5: Geringere Demyelinisierung und Gliose wahrend der akuten Demyelinisierung
in IKK2™V*K° Mausen. A) Immunhistochemische Farbung fir MAC-3 (braun) bzw. GFAP
(braun) und Luxolfastblue (LFB)-Farbung gblau auf frontalen Schnitten des Corpus callosum
fiinf Wochen Cuprizon-behandelter IKK2™N*"" und IKK22$*° Mause mit Quantifizierung.
Zellzahlen wurden in je drei Gesichtsfeldern in 40 facher VergréRerung bestimmt. Gezeigt sind
représentative Daten (Mittelwert £+ SEM) aus einem von zwei Experimenten mit jeweils
mindestens funf Tieren pro Gruppe. Balken 300 um. ** p<0,01, *** p<0,001. B)
Immunfluoreszenzfarbung auf NG2+ Zellen (rot) auf frontalen Gehirnschnitten finf Wochen
Cuprizon-behandelter Mause. Zellkerne sind blau gefarbt (DAPI). Ausgezahlt wurden von zwei
Mausen pro Gruppe je flnf Gesichtsfelder in 20 facher VergréRerung . Daten sind angegeben
als Mittelwert + SEM. Balken 30 um.
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NG2 ist ein Marker fur Vorlauferzellen, die zu neuen myelinbildenden Oligodendrozyten
ausreifen kénnen. Ein vermehrtes Auftreten dieser Vorlauferzellen ist bei einer
beginnenden Remyelinisierung zu beobachten. In den IKK2?N$X° Mausen, die kaum
Demyelinisierung aufweisen, ist nur eine vergleichbar geringe Anzahl NG2-positiver
Zellen im Corpus callosum detektierbar (Abb. 6.5B): 105,5 (+ 10,8) Zellen/mm? im

Vergleich zu 153,8 (+ 17,3) Zellen/mm? in den Kontrolltieren.

Die genetische Inhibition des IKK/NF-kB Signalweges im ZNS schutzt die Mause
deutlich vor der Cuprizon-induzierten toxischen Demyelinisierung und hemmt die

begleitende Infiltration durch gehirneigene Immunzellen.

6.3.1.2 Myelinprotektive Funktion von IKK2 wé&hrend der chronischen
Demyelinisierungsphase

Die IKK2"N$*© Mause bleiben auch in der chronischen Phase der Cuprizon-induzierten
Demyelinisierung, nach zehn Wochen Fltterung, geschiitzt (Abb. 6.6). Wahrend die
Demyelinisierung in den Kontrollmausen im Verhaltnis zur akuten Phase noch weiter
voranschreitet (Grad 2,5+ 0,3), bleiben die schwacheren Lasionen der IKK2-NSKO
Mause konstant (Grad 1,1+0,2; p<0,01). Anders verhadlt es sich bezlglich der
begleitenden Gliose: In den starker von der Demyelinisierung betroffenen IKK22NSWT
Mausen nimmt die Reaktion in der chronischen Phase ab (1077,3 +214,1 MAC-3*
Zellen/mm2, 421,3 + 18,9 GFAP"* Zellen/mm?). In den geschiitzten IKK2“"S¥° Mausen,
die in der akuten Phase kaum aktivierte gliale Zellen aufweisen, findet man in diesem
Krankheitsstadium 1069,3 (+ 90,5) MAC3" Zellen/mm? und 343,1 (+ 46,0) GFAP*
Zellen/mmz. IKK2?¥WT ynd IKK2?NK° Mause weisen dadurch in dieser Phase der
toxischen Demyelinisierung ein vergleichbar niedriges Ausmaf an glialer Aktivierung

auf.
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Abb. 6.6: Myelinerhalt wahrend chronischer Demyelinisierung in IKK2™V°*° Tieren.
Immunhistochemische Férbun% auf frontalen Schnitten des Corpus callosum zehn Wochen
Cuprizon-behandelter IKK2™"® T und IKK22¥S ¥° Mause mit Quantifizierung. Zellzahlen wurden
in je drei Gesichtsfeldern in 40 facher VergroRerung bestimmt. Gezeigt sind reprasentative
Daten (Mittelwert + SEM) aus einem von zwei Experimenten mit jeweils mindestens funf Tieren
pro Gruppe. Balken 300 ym. ** p<0,01.

Die elektronenmikroskopische Analyse der Lasionen im Corpus callosum
veranschaulicht den pragnanten Unterschied zwischen IKK2“N%° und Kontrollm&dusen
in der chronischen Phase der Cuprizon-Verfiitterung und erlaubt eine noch exaktere

quantitative Einschatzung der Demyelinisierung (Abb. 6.7).

Nur wenige Axone bleiben in den zehn Wochen Cuprizon-behandelten IKK22NSWT
Mausen myelinisiert (20,3% + 7,1%). Die Cuprizon-behandelten IKK2?NSX° Mause
dagegen unterscheiden sich mit zu 62,9% (£ 4,2%) myelinisierten Axonen kaum von

ihren unbehandelten Wurfgeschwistern (66,6% + 1,1%).
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Abb. 6.7: Geringerer Myelinverlust wahrend chronischer Demyelinisierung in IKK2"5"°
Mausen (Elektronenmikroskopie). Ultradinnschnitte des Corpus callosum von zehn Wochen
Cuprizon-behandelten und von unbehandelten Mausen. Der Anteil myelinisierter Axone wurde
quantifiziert (rechts). Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert von mindestens 150 Axonen aus
einer Maus dar. Berlicksichtigt wurden Axone eines Durchmessers grof3er als 250 nm. Balken
400 nm. ** p<0,01.

6.3.1.3 Inhibierte Zytokininduktion wahrend toxischer Demyelinisierung
in Abwesenheit von IKK2 im ZNS

Sowohl Zelltod als auch gliale Reaktion sind Prozesse, die durch proinflammatorische
Zytokine und durch Chemokine reguliert werden. Um die Regulation bestimmter
myelintoxischer und proinflammatorischer Zyto- und Chemokine wahrend der
induzierten Demyelinisierung in IKK2"N$*© ynd IKK22NSWT Mausen zu untersuchen,
wurde eine Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Realtime-PCR an ex vivo

isolierten Corpora callosa durchgeftihrt.

In den Cuprizon-behandelten IKK2N*WT Mausen findet man im Vergleich zu
unbehandelten Tieren eine vielfach erhohte Induktion von inflammatorischen Zytokinen
wie TNFa (2,5 fach erhoht) und IL-1B (16,8 fach) und von Chemokinen wie CXCL10
(23,1 fach), CCL2 (8,6 fach) und CCL3 (10,6 fach) im Corpus callosum (Abb. 6.8).
Dagegen geht die verminderte Demyelinisierung und gliale Reaktion in den Cuprizon-
behandelten IKK2"S¥° Mausen mit einer deutlich schwacheren Zytokinantwort einher.
In den IKK2?NSXC Tieren ist die Induktion proinflammatorischer Zytokine signifikant
verringert (TNFa 1,1 fach erhéht; IL-13 1,9 fach). Zudem werden in diesen Mausen die
Chemokine CXCL10, CCL2 und CCL3 tendentiell schwacher induziert.

IKK22NSKO Mause zeigen somit wahrend der toxischen Demyelinsierung durch
Cuprizon eine deutlich schwachere Zytokinantwort im Corpus callosum im Vergleich zu

den Kontrolltieren.
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Abb. 6.8: Reduzierte Expression selektiver Zytokine und Chemokine im Corpus callosum
Cuprizon-behandelter IKK2*¥*"° Mause. RTQ-PCR von aus dem Corpus callosum fiinf
Wochen Cuprizon-behandelter IKK2™¥K° und  Kontrollmause gewonnener RNA. Die

Zytokinexpression ist normalisiert auf die Expression von GAPDH. Dargestellt ist die Induktion
im Vergleich zu unbehandelten IKK2™NSWT Mausen. * p<0,05.
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6.3.2 Normale Remyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im ZNS

Die durch Cuprizon-Verfutterung induzierte toxische Demyelinisierung ist ein
reversibler Prozess. Wird nach mehrwéchiger Behandlung die Cuprizon-Verfutterung
eingestellt, so findet eine spontane Remyelinisierung durch neu ausdifferenzierte
Oligodendrozyten statt. Um die Remyelinisierung in IKK2N$X° Mausen mit der in
IKK2NSWT Mausen zu vergleichen, ist jedoch eine vergleichbare Ausgangssituation
notig. Diese ist durch die Protektion der IKK2“¥$K° Mause im Cuprizon-Modell nicht

gegeben.

Ein alternatives, ebenfalls reversibles Modell der toxischen Demyelinisierung ist die
lokale Injektion von LPC in das Rickenmark. Wahrend die Axone im gesunden
murinen IKK2?SWT Riickenmark zu durchschnittlich 73,6% + 4,0% myelinisiert sind,
bewirkt eine LPC-Injektion bereits nach vier Tagen eine deutliche Degeneration des
Myelins (Abb.6.9A): in der betroffenen Region der IKK2“N*"T Kontrollm&use sind nur
noch 15,0% (+ 3,3%) der Axone myelinisiert. Die IKK2™NS%C Mause weisen mit

10,6% (£ 2,8%) myelinisierten Axonen einen ahnlichen Schweregrad auf.

Die LPC-induzierte toxische Demyelinisierung ist also von der Aktivierung des
IKK/NF-kB Signalweges in ZNS-Zellen unabhangig. Dieses Modell erweist sich damit
als geeignet zur Untersuchung der spontanen Remyelinisierung in den IKK22NSKO

Mausen.

Die Remyelinisierung in IKK2?¥ WT ynd IKK27"$¥° Mausen wurde 14 Tage nach LPC-
Injektion elektronenmikroskopisch ausgewertet (Abb. 6.9B). Zu diesem Zeitpunkt ist ein
groBer Teil der demyelinisierten Axone wieder remyelinisiert: 41,0% (+ 3,3%) der
Axone in den IKK2™NSWT und 48,0% (+ 5,6%) in den IKK2N$*° Mausen. Die IKK2-
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deletierten Mause unterscheiden sich dabei kaum von den Kontrolltieren. Auch die
Dicke der neugebildeten Myelinschicht ist in den IKK2-deletierten und IKK2-
kompetenten Mausen ahnlich: die G-Ratio der Axone in der betroffenen Region betragt

unabhangig vom Genotyp durchschnittlich 0,93 (+ 0,01).

Diese Daten zeigen, dass eine Deletion von IKK2 in ZNS-Zellen keinen Einflu auf die
spontane Remyelinisierung nach einer lokalen LPC-induzierten Demyelinisierungs-
lasion im ZNS hat.
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Abb. 6.9.. Normale Remyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im ZNS. A)
Elektronenmikrosko(?ische Aufnahmen transversaler Ultradinnschnitte des Rickenmarks
adulter  IKK2?"**® und Kontrollmause vier Tage nach LPC-Injektion und unbehandelt.
Quantifizierung des Anteils myelinisierter Axone (rechts). B) Elektronenmikroskogische
Aufnahmen transversaler Ultradiinnschnitte des Riickenmarks adulter  IKK2”¥°¥° und
Kontrollmause 14 Tage nach LPC-Injektion. Quantifizierung des Anteils myelinisierter Axone,
des Axondurchmessers, der Myelindicke und der G-Ratio (rechts). Jeder Datenpunkt stellt den
Mittelwert von mindestens 150 Axonen aus einer Maus dar. Berlcksichtigt wurden Axone eines
Durchmessers grofder als 300 nm. Balken 1 pm.
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6.4 De-und Remyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 in
Oligodendrozyten

Fur den protektiven Effekt der Nestin-Cre vermittelten IKK2-Deletion bei der toxischen
Demyelinisierung kénnen, aufgrund der Zellspezifitat des Promotors, nur Zellen
neuroektodermalen Ursprungs verantwortlich sein. Da der Cuprizon-induzierte
Schaden spezifisch Oligodendrozyten betrifft, wurde hier der Effekt einer
Oligodendrozyten-spezifischen IKK2-Deletion auf die Demyelinisierung und

Remyelinisierung untersucht.

6.4.1 Unveranderte toxische Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2

in Oligodendrozyten

Anders als IKK2?¥K° Mause zeigen Mause mit einer auf reife Oligodendrozyten
beschrinkten IKK2-Deletion (IKK2Y°®K°) nach fiinf Wochen Cuprizon-Behandlung eine
stark ausgepragte Demyelinisierung im Corpus callosum (Abb. 6.10A). Der durch LFB-
PAS-Farbung detektierte Myelinverlust erreicht in den IKK2Y°®K° Mausen einen
Demyelinisierungsgrad 2,4 (£ 0,2), der sich kaum von dem der [IKK2YOSWT
Wurfgeschwister (Grad 2,6 + 0,2) unterscheidet. Diese Demyelinisierung wird zudem
begleitet von einer Gliose durch 4130,0 (+690,3) MAC-3" Mikroglia/mm? und
186,6 (+ 44,1) GFAP" Astrozyten/mm?, welche mit der in den Kontrolltieren
(3701,0 + 745,7 MAC3" Zellen/mm? und 155,7 + 11,8 GFAP" Zellen/mm?) vergleichbar
ist. Eine Deletion von IKK2 in reifen Oligodendrozyten hat also keine Auswirkung auf
die Cuprizon-induzierte toxische Demyelinisierung: Der kanonische NF-kB Signalweg

in diesen Zellen spielt folglich keine essentielle Rolle bei diesem Prozess.

Ein frihes Zeichen fur eine beginnende Remyelinisierung ist, wie bereits erwahnt, ein
vermehrtes Auftreten von NG2-positiven Vorlauferzellen in der von der
Demyelinisierung betroffenen Region. Im demyelinisierten Corpus callosum der flnf
Wochen Cuprizon-behandelten IKK2Y9¢X° Mause lassen sich 115,33 (+ 13,1)
NG2" Zellen/mm? detektieren, unwesentlich mehr als in den IKK2YOGWT
Kontrollméausen (79,6 + 5,26 NG2* Zellen/mm?). Diese Daten (Abb. 6.10B) deuten nicht
auf einen Unterschied zwischen IKK2Y°¢KO ynd IKK2Y°°WT Mausen beziiglich der

frihen Remyelinisierung hin.
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Abb. 6.10: Vergleichbarer Myelinverlust und &hnliche Gliose wahrend der akuten
toxischen Demyelinisierung in IKK2"°®*® und IKK2"°®"T Mausen. A) Immunhisto-
chemische Farbung von frontalen Schnitten des Corpus callosum finf Wochen Cuprizon-
behandelter IKK2Y°®"T und IKK2"°¢ ° Mause mit Quantifizierung. Zellzahlen wurden in je drei
Gesichtsfeldern in 40 facher VergrolRerung bestimmt. Gezeigt sind reprasentative Daten
(Mittelwert £ SEM; n>5) aus einem von zwei unabhangigen Experimenten. Balken 300 um. B)
Immunfluoreszenzfarbung auf NG2* Zellen (rot) auf frontalen Gehirnschnitten fiinf Wochen
Cuprizon-behandelter Mause. Zellkerne sind blau gefarbt (DAPI). Quantitativ ausgewertet
wurden von zwei Mausen pro Gruppe je fiinf Gesichtsfelder in 20 facher Vergrofterung. Daten
sind angegeben als Mittelwert + SEM. Balken 30 ym.

6.4.2 Normale Remyelinisierung in Abwesenheit oligodendrozytarer IKK2

Um die Fahigkeit zur spontanen Remyelinisierung der im Corpus callosum
demyelinisierten IKK2Y°®X° Tiere zu untersuchen, wurde in der akuten Phase die
Cuprizon-Verfltterung eingestellt, und die Tiere wurden zur Regeneration weitere funf

Wochen unter normalen Haltungsbedingungen und mit Normalfutter gehalten.

Die Histologie nach finf Wochen Normalfutter (Abbildung 6.11.) zeigt, dass nun sowohl

die IKK2Y9C YT als auch die IKK2Y°¢*° Mause eine deutlich verbesserte Myelinstruktur
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im Corpus callosum aufweisen. Wahrend beide Gruppen in der akuten Phase der
Behandlung im Corpus callosum eine Demyelinisierung von Uber 2/3 der Flache
(Demyelinisierungsgrad > 2,0) aufwiesen, geht diese nach der funfwochigen

Regenerationsphase auf einen Demyelinisierungsgrad von 1,3 (z 0,2; IKK2YO¢ KO

) bzw.
1,4 (£ 0,3; IKK2Y9CWTy zuriick. Die Remyelinisierung bewirkt zudem eine deutliche
Verminderung der glialen Aktivierung in der Region: Nur noch 137,6 (£ 16,0;
IKK2YOC KO) phzw. 191,0 ( 31,9; IKK2YCSWT) MAC3* Mikroglia/mm? und 223,0 (+ 50,9;
IKK2MOC KO) hzw. 179,8 (+ 18,6; IKK2MOSWT) GFAP* Astrozyten/mm? sind in der Phase
der Remyelinisierung detektierbar. Diese Daten verdeutlichen, dass weder die
spontane Remyelinisierung noch der begleitende Rickgang der Gliose durch die

oligodendrozytare IKK2-Deletion offensichtlich beeinflusst sind.
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Abb. 6.11: Vergleichbare spontane Remyelinisierung in IKK2Y°®*% und IKK2V°eWT
Méausen. Immunhistochemische Farbung auf frontalen Schnitten des Corpus callosum von
IKK2Y°WT und  IKK2MOGK® Mausen nach fiinf Wochen Cuprizon-Behandlung und
darauffolgender flnfwdchiger Erholphase mit Quantifizierung. Zellzahlen wurden in je drei
Gesichtsfeldern in 40 facher VergrolRerung bestimmt. Gezeigt sind reprasentative Daten
(Mittelwert £ SEM; n>5) aus einem von zwei Experimenten. Balken 300 pm.

Eine elektronenmikroskopische Quantifizierung der spontanen Remyelinisierung auf
der Ebene einzelner Axone ist in Abbildung 6.12 gezeigt. Unabhangig vom Genotyp
sind die Axone zum Grofdteil wieder von einer intakten Myelinschicht umgeben: zu
57,3% (+ 2,1%; IKK2Y9CWT) bzw. 54,1% (+ 4,1%; IKK2"°®K°)_ Dije Myelinschicht ist mit
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durchschnittlich 40,7 (+ 2,0 nm; IKK2Y°¢"T) bzw. 37,7 (+ 1,5 nm; IKK2"°¢K9) etwas
dinner als in unbehandelten adulten Mausen (48,8 + 10,8 nm, vgl. Abb. 6.3). Die
G-Ratio, das Verhaltnis von Axondurchmesser zu Faserdicke, ist bei der
Remyelinisierung mit durchschnittlich 0,86 (+ 0,01; IKK2Y°¢ WT ynd IKK2Y°® K°) hgher
als bei unbehandelten adulten Mausen mit unbeschadigtem Myelin (0,83 + 0,04),
jedoch niedriger als bei jungen erst im Prozess der Myelinisierung befindlichen Mausen
(0,94 +0,00; vgl. Abb. 6.3). Dieser Wert erlaubt damit die Unterscheidung
remyelinisierender Axone von solchen, die nicht demyelinisiert wurden. Die Daten

bestatigen, dass eine Deletion von IKK2 in Oligodendrozyten keinen Einfluss auf die

spontane Remyelinisierung hat.

Weder die toxische Demyelinisierung noch die spontane Remyelinisierung sind damit

abhangig von der Aktivierung des NF-kB Signalweges in Oligodendrozyten.
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Abb. 6.12: Normale Remyelinisierung in IKK2"°®*° Mausen (Elektronenmikroskopie).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen sagittaler Ultradiinnschnitte des corpus callosums
adulter IKK2"°®¥9_ und Kontrollmause nach fiinf Wochen Cuprizon-Fiitterung und fiinf Wochen
Regeneration (links). Quantifizierung der Myelindicke, des Axondurchmessers, der G-Ratio und
des prozentualen Anteils myelinisierter Axone (rechts). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Durchschnittswert aus mindestens 150 Axonen einer Maus. Bericksichtigt wurden Axone eines
Durchmessers gréfRer als 250 nm. Balken 400 nm.
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6.4.3 Unveranderte autoimmune Demyelinisierung in Abwesenheit von

IKK2 in Oligodendrozyten

Als ein weiteres Modell, welches die pathologische Demyelinisierung simuliert, wurde
die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) verwendet. Bei diesem
immunvermittelten Modell wird die Zerstérung von Oligodendrozyten durch MOG-

spezifische T-Lymphozyten eingeleitet.

IKK2MOG KO Mause und ihre IKK2Y9CWT Wurfgeschwister wurden im Alter von 8-10
Wochen mit einem synthetischen MOG-Peptid immunisiert. Durch zuséatzliche
Verabreichung von Pertussistoxin  (PTX) wurde die Durchlassigkeit der
Bluthirnschranke fur die aktivierten Lymphozyten erhoht. Die Tiere entwickelten mit
einer Inzidenz von 70% ab dem 13. Tag nach Immunisierung zunehmende klinische
Symptome der Paralyse in den hinteren Extremitaten, mit einem durchschnittlichen
maximalen Score (vgl. 5.4.2) von 1,9 (+ 0,4; IKK2C®WTy bzw. 2,2 (+ 0,4; IKK2VOC KO)
die ab Tag 20 nach Immunisierung in eine remittierende und dann chronische
Verlaufsform Ubergingen. Der Versuch wurde an Tag 30 nach Immunisierung beendet,
mit einem durchschnittlichen klinischen Score der Mause von 1,6 ( 0,5; IKK2Y9¢WT)
bzw. 1,2 (+0,3; IKK2"°®K9)  Beziiglich der neurologischen Symptome im
Krankheitsverlauf unterschieden sich die oligodendrozytar IKK2-deletierten Tiere nicht

von ihren WT Wurfgeschwistern.

In Abbildung 6.13 ist eine Histologie der erkrankten Tiere, 30 Tage nach
Immunisierung, dargestellt. Anhand einer LFB-PAS-Farbung wurde zunachst die
Ausdehnung der La&sionen im Ruckenmark der immunisierten Mause bestimmt,
dargestellt als Verhaltnis demyelinisierter Flache zu Gesamtflaiche der weillen
Substanz. Die Riickenmarksschnitte der IKK2Y9¢*® Mause weisen eine
durchschnittlich zu 17,1% (£ 6,9%) demyelinisierte weil’e Substanz auf, vergleichbar
mit der zu 21,0% (£ 10,1%) demyelinisierten weilten Substanz der Kontrolltiere. Als
zusatzlichen Mallstab der Myelinzerstérung wurde die Anzahl degeneriertes Myelin
(dMBP) inkorporierender Zellen in den Lé&sionen gezahlt. Mit 15,3 (+ 3,2) dMBP”
Zellen/mm? unterscheiden sich die IKK2Y°®X% Mause auch hier nicht von den
IKK2YCCWT Kontrolltieren, welche 13,9 (+5,8) dMBP* Zellen/mm? aufweisen. In der
Anzahl infiltrierender MAC-3" Makrophagen in den Lasionen von IKK29GK°
(156,7 + 61,5 Zellen/mm?) und IKK2"°°WT Tieren (213,6 + 152,6 Zellen/mm?) ist

ebenfalls kein Unterschied festzustellen.
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Auf die MOG-induzierte EAE ist folglich ebenso wenig ein Einfluss der
oligodendrozytaren IKK/NF-xB Aktivierung feststellbar wie auf die toxische

Demyelinisierung.
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Abb. 6.13: Unveranderte Demyelinisierung und Gliose wahrend der EAE in IKK2
Mausen. LFB-PAS Farbung und Immunhistochemie mit spezifischen Antikorpern fir
degeneriertes MBP ﬂvﬁ’MBP) und MAC-3 auf horizontalen Schnitten des Riickenmarks von
IKK2Y°CWT und IKK2Y°®X° Mausen, 30 Tage nach MOG-Immunisierung. Datenpunkte stellen
Durchschnittswerte aus drei ausgewerteten Rickenmarks-Querschnitten einer Maus dar.
Zellzahlen wurden auf drei Querschnitten pro Maus bestimmt und sind als Mittelwert + SEM
dargestellt. Balken 100 ym bzw. 20 ym (Bildausschnitt).
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6.5 Verminderte Zytokinexpression in IKK2-deletierten priméren
Astrozyten

Aufgrund der Spezifitdit des Nestin-Promotors miuissen Zellen neuroektodermalen
Ursprungs fir den schitzenden Effekt der IKK2-Deletion bei der toxischen
Demyelinisierung verantwortlich sein. Die naheliegendste Moglichkeit, dass der NF-xB
Signalweg in Oligodendrozyten deren Uberleben reguliert, konnte durch Versuche an
zellspezifisch IKK2-deletierten Mausen ausgeschlossen werden. Eine weiterer Zelltyp
neuroektodermalen Ursprungs ist der Astrozyt, der (dhnlich wie Mikrogliazellen) das
Milieu an Zytokinen und Chemokinen im ZNS regulieren kann. Die Cuprizon-induzierte
toxische Demyelinisierung geht mit einer IKK2-abhangigen starken Erhéhung in der
Genexpression inflammatorischer Zytokine und Chemokine einher (vgl. Abb. 6.8), was

fur eine wichtige Funktion der Gliazellen bei diesem Prozess spricht.

Um die Funktionalitdt IKK2-deletierter Astrozyten in vitro zu untersuchen, wurden
primare Astrozyten aus IKK2"N$*© und IKK2“¥SWT M3ausen gewonnen. In Abbildung
6.14A ist zu sehen, dass Cre-negative Astrozyten nach Stimulation des TLR4 mit LPS
zu 58,5% (+ 6,4%) eine Translokation der NF-«xB Untereinheit p65 in den Zellkern
aufweisen. Dagegen findet nur in 16,3% (£ 3,4%; p<0,01) der IKK2-deletierten
Astrozyten nach Stimulation eine solche Translokation statt, die Voraussetzung flr die
Aktivierung von NF-xB als Transkriptionsfaktor ist. Die Aktivierung des NF-xB
Signalweges in Astrozyten durch TLR4-Stimulation fuhrt zu einer ausgepragten
Induktion von Chemokinen und inflammatorischen Zytokinen (Abb. 6.14B). In
IKK22NSWT Astrozyten ist nach LPS-Stimulation TNFo. um das 33,6 (+ 4,5) fache und
IL-1B um das 76,6 (£ 11,4) fache erhoht, die Chemokine CXCL10 um das
5,9 (+ 0,6) fache, CCL2 um das 7,3 (+ 0,8) fache und CCL3 um das 6,7 (+ 1,2) fache.
Dagegen ist die Induktion all dieser Zytokine in IKK2-deletierten Astrozyten deutlich
reduziert. Signifikant weniger werden IL-1p (39,6 + 2,2 fach), CXCL10 (3,8 £ 0,3 fach)
und CCL2 (3,8 £ 0,3 fach) induziert.

Die verminderte Zytokinausschittung durch IKK2-deletierte Astrozyten korreliert mit
der reduzierten Zytokinmenge in den ZNS spezifisch IKK2-deletierten Tiere wahrend

der toxischen Demyelinisierung.
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Abb. 6.14: Inhibierte p65-Translokation und reduzierte Zytokinexpression in IKK2-
deletierten Astrozyten. A) Immunfluoreszenz-gefarbte primare Astrozyten aus IKK22V*°- und
Kontrolltieren und Quantifizierung. Stimulation mit 100 yg/ml LPS fir 60 min. In sechs
Gesichtsfeldern in 20x VergroRerung wurden die GFAP" Zellen und davon die p65* Zellkerne
gezahlt. Balken 30 um. *** p<0,001. B) Bestimmung der Zytokin- und Chemokinexpression
stimulierter Astrozyten durch RTQ-PCR. Stimulation mit 100 yg/ml LPS flr vier Std. Gezeigt
sind jeweils reprasentative Daten aus drei unabhangigen Versuchen. Die Zytokinexpression ist

normalisiert auf die ExPression von GAPDH. Dargestellt ist die Induktion im Vergleich zu
unstimulierten IKK22"$W Astrozyten. * p<0,05.
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Die einzigen Zellen, die auer Astrozyten das Zytokinniveau im Gehirn beeinflussen,
sind Mikrogliazellen. Mikroglia sind nicht neuroektodermalen sondern mesodermalen
Ursprungs und damit von der durch den Nestin Promotor vermittelten IKK2-Deletion
ausgeschlossen. Primare Mikroglia aus IKK2“N$"° Mausen sind somit zu einer
normalen Aktivierung des NF-kB Signalweges in der Lage, was durch die unveranderte
TLR4-induzierte Translokation der NF-kB Untereinheit p65 in den Zellkern bestatigt
wird (Abb. 6.15A). In den IKK2?"SK° Mikroglia kann durch LPS eine p65-Translokation
in 97,2% (+ 1,3%) der Zellen induziert werden, im Vergleich zu 93,0% (+ 5,2%) in
IKK22NSWT Mikroglia. Die Stimulation des TLR4 in Mikrogliazellen fiihrt ebenfalls zu
einer pragnanten Zunahme der Zytokin- und Chemokinlevel (Abb. 6.15B), vergleichbar
mit der Zytokininduktion in Astrozyten. Die Mikrogliazellen der IKK2“N*K° Mause sind
diesbezuglich voll funktionell: Die Zytokinlevel nach LPS-Stimulation unterscheiden

sich nicht von denen der WT Mikroglia.

Mikrogliazellen scheiden damit als Verursacher der verringerten Zytokinlevel im
IKK2?NSKO Gehirn wéahrend der toxischen Myelinisierung aus. Dieser Effekt muf

demnach durch die IKK2-Deletion in Astrozyten vermittelt sein.
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Abb. 6.15. Unveranderte p65-Translokation und Zytokinexpression in IKK2?N$K®
Mikroglia. A) Immunfluoreszenz-gefarbte primare Mikrogliazellen aus IKK2“N KO und Kontroll-
tieren und Quantifizierung. Stimulation mit 100 pg/ml LPS fir 30 min. In sechs Gesichtsfeldern
in 20x VergréRerung wurden die IL-B4 positiven Zellen (grin) und davon die P65 positiven
Zellkerne (rot) gezahlt. Balken 50 ym. B) Bestimmung der Zytokin- und Chemokinexpression
stimulierter Mikrogliazellen durch RTQ-PCR. Stimulation mit 100 pg/ml LPS fir 4 Std. Gezeigt
sind jeweils reprasentative Daten aus drei unabhangigen Versuchen. Die Zytokinexpression ist
normalisiert auf die ExPression von GAPDH. Dargestellt ist die Induktion im Vergleich zu
unstimulierten IKK22"$W Mikrogliazellen.
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7 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion des klassischen IKK/NF-xB Signalweges
bei der Regulation der Myelinisierung des ZNS unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen untersucht. Im Rahmen dieser Zielsetzung konnte ein
wichtiger Einfluss des Signalweges wahrend der toxischen Demyelinisierung
identifiziert werden. Bei der Myelinisierung des ZNS, sowohl wahrend der Entwicklung
als auch wahrend der Regenerationsphase nach einer toxischen Demyelinisierung,

konnte eine essentielle Funktion des Signalweges nicht belegt werden.

7.1 Mpyelinisierung im peripheren und zentralen Nervensystem

Die Myelinisierung ausgewahlter Axone des vertebralen Nervensystems ist ein friihes
postnatales Ereignis, welches durch reziproke Kommunikation zwischen Neuronen und
myelinbildenden Gliazellen gesteuert wird. Dabei ist die Dicke der Myelinschicht
abhangig vom Durchmesser des umwickelten Axons und diinne Axone (unter 250 nm)
sind zum Grol3teil nicht myelinisiert. Die axonalen Signale, welche die Myelinisierung
steuern, sind bisher noch wenig erforscht. Die Myelinisierung erfolgt durch
spezialisierte Zellen, den Oligodendrozyten im ZNS und den Schwannzellen im PNS.
Der Hauptunterschied zwischen beiden Zelltypen besteht darin, dass Oligodendrozyten
mehrere Axone in ihrer Umgebung mit einer Myelinschicht umgeben kénnen, wahrend
eine Schwannzelle stets nur ein einziges Axon myelinisiert. Zudem unterscheiden sich
die Zellen in der Zusammensetzung der gebildeten proteinreichen Myelinschicht
(Simons und Trotter 2007).

Dennoch haben verschiedene Beobachtungen zu der Annahme geflhrt, das die
axonalen Signale, welche die Myelinisierung einleiten und regulieren, im PNS und im
ZNS zumindest ahnlich sind: Zunachst einmal wird davon ausgegangen, dass
sensorische und motorische Axone, die sich durch das ZNS und das PNS erstrecken,
auf ihrer kompletten Lange denselben myelinisierten oder unmyelinisierten Phenotyp
aufweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen
Schwannzellen fahig sind, auch ZNS-Axone zu myelinisieren (Duncan und Hoffman
1997; Lavdas et al., 2008). Umgekehrt sind Oligodendrozyten zumindest in vitro in der

Lage, periphere Axone zu myelinisieren (Weinberg und Spencer 1979).
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Auf der anderen Seite wurden schon einige axonale Signale beschrieben, die einen
unterschiedlichen Effekt im ZNS und im PNS sowohl auf die gliale Entwicklung als
auch auf die Myelinisierung haben. Das Neurotrophin-3 beispielsweise regt die
Proliferation und das Uberleben von OPCs an (Barres et al., 1994), wahrend es die
Myelinisierung durch Schwannzellen hemmt (Chan et al., 2001; Yamauchi et al., 2003).
Ein weiteres Beispiel stellt der Neuronale Wachstumsfaktor dar. Dieser Faktor
beeinflul3t die Myelinisierung indirekt, indem er in Neuronen axonale Signale reguliert,
welche sich auf die Gliazellen im PNS und ZNS unterschiedlich auswirken: Der Faktor
verstarkt die Myelinisierung durch Schwannzellen, reduziert dagegen die Reifung von
Oligodendrozyten (Chan et al., 2004).

Viele dieser bekannten Signale, die die Myelinisierung einleiten, wie
Wachstumsfaktoren und Cytokine, kdénnen zu einer Aktivierung des IKK/NF-xB
Signalweges fuhren. In einer humanen Oligodendrozyten-Zelllinie wurde z.B. eine
TNFa induzierte und NF-xB vermittelte Expression des Myelin- Proteins MBP
nachgewiesen (Huang et al., 2002). Im PNS konnte eine wichtige Rolle des IKK/NF-xB
Signalweges bei der Myelinisierung durch Schwannzellen identifiziert werden: Nickols
et al. (2003) konnten in Ratten in einem frihen perinatalen Entwicklungsstadium eine
starke Aktivierung von NF-kB in Schwannzellen nachweisen. Eine Blockade des
Signalweges in kultivierten Schwannzellen filhrte zu einer fast vollstandigen
Unterdrickung der Myelinisierung. Die Gruppe konnte zudem zeigen, dass die
Aktivierung des IKK/NF-«xB Signalweges fur die Expression des durch axonalen
Kontakt induzierten Transkriptionsfaktors Oct-6 notwendig ist, welcher in
Schwannzellen die Expression myelinspezifischer Gene vermittelt (Nickols et al.,
2003). Aufgrund der Ahnlichkeit von Schwannzellen und Oligodendrozyten scheint eine

Beteiligung des IKK/NF-kB Signalweges an der Myelinisierung des ZNS naheliegend.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Auswirkung einer Inhibition des
IKK/NF-kB Signalweges auf die Myelinisierung im ZNS untersucht. Zu diesem Zweck
wurden Mause mit einer Deletion der Kinase IKK2 unter dem Nestin-Promotor, welcher
in neuroektodermalen Zellen bereits embryonal aktiv ist, verwendet. Die Aktivierung
des klassischen NF-«B Signalweges Uber IKK2 ist dadurch u.a. in Oligodendrozyten
und ihren Vorlauferzellen blockiert. Kultivierte IKK2-deletierte Oligodendrozyten
entwickelten in vitro eine normale Morphologie, wie durch die Fluoreszenzfarbung
unterschiedlicher Entwicklungsmarker deutlich gemacht wurde. Durch eine
immunhistochemische Farbung des Myelinproteins PLP in unterschiedlichen Stadien

der Myelinisierung konnte zudem gezeigt werden, dass die Entwicklung des Myelins im
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ZNS neuroektodermal IKK2-deletierter Mause auch in vivo morphologisch unauffallig
ist. Daruber hinaus war in der quantitativen elektronenmikroskopischen Analyse
myelinisierter Axone im Corpus callosum ebenfalls kein Unterschied zwischen IKK2-

kompetenten und ZNS-spezifisch IKK2-deletierten Mausen nachweisbar.

IKK2-deletierte Oligodendrozyten zeigten sich sowohl in vitro als auch in vivo in der
Lage, normal zu differenzieren und auszureifen. Damit konnte erstmals gezeigt
werden, dass der IKK/NF-kB Signalweg im ZNS, im Gegensatz zum PNS, nicht kritisch

fur die physiologische Myelinisierung ist.

Eine Aktivierung des alternativen, durch IKK1 vermittelten NF-xB Signalweges in
myelinisierenden Axonen kann dagegen nicht ausgeschlossen werden. Die Membran-
assoziierte Tyrosinkinase ErbB2 beispielsweise, welche wahrend der Myelinisierung
durch Neuregulin induziert wird, ist fur die terminale Differenzierung und Reifung von
Oligodendrozyten kritisch (Chen et al., 2006; Park et al., 2001). ErbB2 induziert die
Aktivierung von NF-kB Uber die NF-xB induzierende Kinase, welche ein wichtiger
Mediator des alternativen NF-kB Signalweges ist (Chen et al., 2003). In einer friiheren
Studie aus unserem Labor konnten keine apparenten histopathologischen Auffallig-
keiten der Myelinisierung in der Abwesenheit von IKK1 im ZNS festgestellt werden (van
Loo et al.,, 2006). Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass beide Wege der NF-kB
Aktivierung (Gber IKK1 und IKK2) gemeinsam synergistische und supraadditive Effekte
aufweisen, welche bei einer selektiven Depletion eines Signalweges redundant sind.
Ein solch additiver Effekt von IKK1 und IKK2 wurde beispielsweise bei der neuronalen
Entwicklung wahrend der Mausembryogenese beobachtet (Li et al., 2000). Die
Deletion von IKK1 und IKK2 und ist pranatal lethal. Um einen additiven Effekt auf die
(postnatale) Myelinisierung zu untersuchen muissten Mause mit einer konditionalen

Deletion beider Kinasen hergestellt werden.

7.2 Funktion des IKK/NF-kB Signalweges bei der toxischen

Demyelinisierung

Der klassische NF-xB Signalweg kann durch den T-Zell- und B-Zell-Rezeptor aktiviert
werden und vermittelt so die Differenzierung und Aktivierung von Leukozyten. Daneben
ist der ubiquitar aktive Signhalweg u.a. auch an vielen neuronalen und glialen
Prozessen beteiligt. Beides zusammen legt eine wichtige regulatorische Funktion des

Signalweges bei Autoimmunreaktionen im ZNS nahe, die bereits durch einige Studien
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belegt wurde. So sind z.B. NF-xkB1 (p50)-defiziente Mause aufgrund einer gestorten
primaren T-Zell-Aktivierung resistent gegen die MOG-induzierte EAE (Hilliard et al.,
1999). Der NF-kB Signalweg wird wahrend der EAE aber nicht nur in T-Zellen sondern
auch in Makrophagen und Mikroglia aktiviert (Kaltschmidt et al., 1994). Zudem bewirkt
eine genetische Inhibition des IKK/NF-kB Signalweges in Gehirnzellen u.a. eine
verminderte Expression des Adhasionsmolekils VCAM-1 in Astrozyten und resultiert
ebenfalls in einer schwacheren Verlaufsform der EAE (van Loo et al., 2006). Bei der
EAE spielt also der IKK/NF-xB Signalweg sowohl peripher, wahrend der primaren T-

Zell-Aktivierung, als auch in gehirneigenen Immunzellen eine Rolle.

In aktiven MS-Lasionen weisen jedoch nicht nur Immunzellen eine NF-xB-Aktivierung
auf: nukleares aktiviertes NF-xB2 (p65) ist in den Randbereichen der Lasionen auch in
Oligodendrozyten detektierbar (Bonetti et al., 1999). Da NF-«xB neben seiner Funktion
im Immunsystem auch bei der Regulation von Apoptose versus Zelluberleben eine
prominente Rolle spielt, ist eine Funktion des Signalweges sowohl beim Untergang von
Oligodendrozyten als auch bei der Remyelinisierung in MS-Plaques denkbar. Beides
sind Prozesse, die im Gegensatz zur peripharen Immunantwort noch wenig untersucht
sind. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Beteiligung des
IKK/NF-kB Signalweges bei der Demyelinisierung, unabhangig von einer peripheren

Immunantwort, sowie bei der Remyelinisierung zu untersuchen.

Die toxische Demyelinisierung durch Cuprizon-Verfutterung bietet die Mdglichkeit, den
Prozess der Myelinzerstérung direkt zu untersuchen, da durch eine intakte Blut-Hirn-
Schranke die Beteiligung peripherer Immunzellen weitestgehend ausgeschlossen
werden kann. Zudem ist die Myelinschadigung reversibel und ermdglicht damit die
Untersuchung der spontanen posttoxischen Remyelinisierung (Matsushima und Morell
2001).

Um die Rolle des IKK/NF-xB Signalweges bei der toxischen Demyelinisierung zu
untersuchen, wurden deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit Mause mit einer
IKK2-Deletion in ZNS-Zellen (Neurone, Oligodendrozyten und Astrozyten) sowie IKK2-
kompetente Kontrolltiere Uber mehrere Wochen mit Cuprizon behandelt. Nach finf
Wochen (akute Phase der Demyelinisierung) bzw. zehn Wochen (chronische Phase
der Demyelinisierung) wurden die Mause bzgl. des Myelinverlustes und der
Immunzellaktivierung im Corpus callosum ausfihrlich histologisch untersucht. Die
quantitative Auswertung der Histologie zeigt, dass die im ZNS IKK2-deletierten Tiere

deutlich vor Cuprizon-induziertem Myelinverlust geschiitzt sind und dieser protektive
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Effekt mit einer verminderten Rekrutierung von Mikroglia und Astrozyten einhergeht.
Der verminderte Myelinverlust dieser Tiere wurde durch eine elektronenmikroskopische

Untersuchung bestatigt.

Die Inhibition des IKK/NF-kB Signalweges in Gehirnzellen wirkt sich somit wahrend der
toxischen Demyelinisierung deutlich protektiv aus. Durch diese Experimente konnte
eine wichtige Funktion des Signalweges wahrend der Cuprizon-induzierten

Demyelinisierung dargestellt werden.

Diese Daten korrelieren mit anderen Studien, in welchen nach Deletion von TNF-
Proteinen wie TNFa, LTa oder TWEAK, welche alle u.a. eine NF-kB-Aktivierung
induzieren, ebenfalls eine verminderte bzw. verzdgerte Cuprizon-induzierte
Demyelinisierung beschrieben wurde (locca et al., 2008; Plant et al., 2005). Die
Autoren dieser Studien begrinden ihre Beobachtung mit einer verminderten
Mikrogliamigration bzw. —aktivierung. Dass die Aktivierung von Mikrogliazellen und die
daraus resultierende Zytokinproduktion die Cuprizon-induzierte Demyelinisierung
verstarken, wurde auch von Pasquini et al. beobachtet (Pasquini et al., 2007). Der in
der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt des IKK/NF-xB Signalweges auf die
Demyelinisierung ist jedoch nicht primar auf eine modulierte Mikrogliaaktivierung
zurtckzufiihren, da die verwendeten Mauslinien eine intakte NF-kB Aktivierung in

Mikrogliazellen aufweisen.

In welchen Zellen vermittelt nun die Depletion des IKK/NF-kB Signalweges die

schutzende Wirkung wahrend der toxischen Demyelinisierung?

Der Wirkungsmechanismus von Cuprizon ist bisher noch nicht vollstandig aufgeklart,
doch verursacht es spezifisch die Apoptose von Oligodendrozyten (Matsushima und
Morell 2001). Wie in vielen anderen Zelltypen reguliert der NF-xB Signalweg auch in
Oligodendrozyten das Zelliberleben und kann auf diese sowohl proapoptotisch wirken,
als auch die Zellen vor dem Zelltod schutzen (Hamanoue et al., 2004; Volligraf et al.,
1999).

Der protektive Effekt der NF-kB-Inhibition im ZNS konnte demnach auf eine hohere
Toleranz der Oligodendrozyten gegentiber eines Apoptose induzierenden Stimulus wie
TNFa zurickzufiihren sein. Diese Annahme konnte jedoch durch die Applikation des
Cuprizon-Modells auf Mause mit einer spezifischen [|KK2-Deletion in reifen
Oligodendrozyten ausgeschlossen werden: Sind von der Inhibition des IKK/NF-xB
Signalweges ausschlielllich Oligodendrozyten betroffen, so bewirkt die Cuprizon-

Verfutterung eine mit Kontrollmdusen vergleichbare Demyelinisierung und Gliose im
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Corpus callosum. Auch wahrend der EAE, dem durch periphere Immunzellen
vermittelten Mausmodell einer autoimmunen Demyelinisierung des ZNS, konnte kein
Effekt der oligodendrozytenspezifischen IKK2-Deletion ausgemacht werden. Weder die
Myelindegeneration und der Untergang der Oligodendrozyten, noch die
Makrophageninfiltration zeigten sich durch die Inhibition des NF-«xB Signalweges

beeintrachtigt.

Sowohl die toxische als auch die immunvermittelte Demyelinisierung sind demnach
unabhangig von der oligodendroglialen NF-xB Aktivierung Uber den kanonischen

Signalweg.

Neben den Oligodendrozyten sind von der durch den Nestin-Promotor gesteuerten
ZNS-spezifischen IKK2-Deletion Neurone und Astrozyten betroffen. Theoretisch ist es
moglich, dass durch die Cuprizongabe auf einem NF-kB-mediierten Weg die Axon-
Glia-Kommunikation gestort wird, und es dadurch zu einer primaren Demyelinisierung
via axonaler Stérung und zu einer anschlieBenden sekunddren Degeneration von
Oligodendrozyten kommt. Das Uberleben von Oligodendrozyten im ZNS und die
Myelinsynthese hangen von der ausreichenden Bereitstellung bestimmter in Neuronen
synthetisierten Wachstumsfaktoren wie FGF-2, IGF-1 NT-3 und CNTF ab (Simons und
Trajkovic 2006). Die Expression einiger dieser Wachstumsfaktoren, z.B. FGF-2 und
IGF-1, wird Uber den NF-kB-Signalweg reguliert (Crisostomo et al., 2008). Diese
Faktoren kénnen jedoch nicht nur von Neuronen sondern auch von Astrozyten
produziert werden (Dhandapani et al., 2003; Eckenstein 1994). Eine Abhangigkeit der
Cuprizon-induzierten Demyelinisierung von einer neuronalen NF-xB Aktivierung ist
daher denkbar, wobei einiges flr einen additiven Effekt von Neuronen und Astrozyten
spricht. Ein Einfluss des IKK/NF-kB Signalweges allein in Neuronen kann letztlich nur
durch eine zellspezifische Inhibition des Signalweges, etwa durch Kreuzung der IKK2-
gefloxten Mause mit der neuronenspezifischen Synapsin-Cre Linie (Zhu et al., 2001),

ausgeschlossen werden.

Wahrscheinlicher scheint, aufgrund deren immunmodulatorischer Funktion, eine
essentielle und NF-kB-abhangige Rolle der neuroektodermalen Astrozyten bei der
toxischen Demyelinisierung. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
Cuprizon-induzierte Demyelinisierung in Wildtyp (WT)-Mausen mit einer starken
Induktion sowohl proinflammatorischer als auch chemoattraktiver Zytokine im
geschadigten Corpus callosum einhergeht. Die Deletion von IKK2 in ZNS-Zellen fuhrte
in diesen Experimenten zu einer starken Reduktion der Zytokinantwort wahrend der

Demyelinisierung, von der insbesondere die TNFa- und IL-1B-Produktion betroffen
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waren. Im ZNS werden diese Zytokine hauptsachlich von Mikroglia und Astrozyten
produziert: Durch Stimulation des IKK/NF-kB Signalweges in primaren Astrozyten und
Mikroglia aus WT-Mausen konnte auch in vitro eine massive Zytokinantwort dieser
Zellen hervorgerufen werden. In IKK2-deletierten Astrozyten dagegen fiel diese
Zytokinantwort deutlich schwacher aus. Die Inhibition der NF-xB-Aktivierung in
Astrozyten kommt also als Ursache fiir die reduzierte Zytokinantwort wahrend der
Cuprizon-induzierten Demyelinisierung in Abwesenheit von IKK2 im ZNS in Frage (vgl.
Abb. 7.1).

Quinones et al. (2008) haben gezeigt, dass die transgene Uberexpression von TNFa. in
Astrozyten eine Demyelinisierung im murinen ZNS verursacht (Quinones et al., 2008).
Die durch Inhibition des NF-xkB Signalweges verminderte Expression von TNFa und
anderen Zytokinen in Astrozyten IKK2-deletierter Mause kann somit die Protektion der

Oligodendrozyten vor Cuprizon-induzierter Demyelinisierung sehr gut erklaren.

O Oligodendrozyt Mikrogliazelle
) Y/ )

Neuron
TNFa
Oligodendrozyt
O
N 7\
Astrozyt " N Cuprizon

Abb. 7.1.: Hypothese zur Wirkungsweise von NF-«xB wahrend der toxischen Demyelini-
sierung durch Cuprizon im ZNS. Cuprizon bewirkt eine NF-kB-abhangige Produktion von
TNFa und anderen Zytokinen durch Astrozyten. Diese inflammatorischen Mediatoren kdnnten
den oligodendrozytaren Zelltod verursachen, welcher in dem beobachteten Myelinverlust
resultiert.
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Die Vermutung, dass die IKK2-Deletion spezifisch in Astrozyten fur die Protektion von
Oligodendrozyten vor Cuprizon-induzierter Demyelinisierung verantwortlich ist, kdnnte
experimentell durch eine astrozytenspezifische Inhibition des NF-xB Signalweges
verlasslich bestatigt werden. Ein Promotor, der lange Zeit als spezifisch flir Astrozyten
angesehen wurde, ist der GFAP-Promotor: eine Vielzahl von GFAP-Cre-Linien wurden
deshalb mit dem Ziel einer astrozytenspezifischen Gendeletion generiert (Bajenaru et
al., 2002; Kwon et al., 2001; Marino et al., 2000; Zhuo et al., 2001). GFAP wird jedoch
auch in Vorlauferzellen exprimiert, die zu Neuronen ausdifferenzieren kénnen (Garcia
et al.,, 2004). Da die Cre-vermittelte Rekombination irreversibel ist, resultiert die
Verwendung der GFAP-Cre partiell auch in einer neuronalen Deletion. Eine Moglichkeit
dieses Problem zu umgehen, kénnte eine induzierbare Expression der Cre-
Rekombinase sein. In den letzten Jahren wurden von mehreren Gruppen Mauslinien
generiert und charakterisiert, die ein Cre-Ostrogenrezeptor Fusionsprotein (Cre-
estrogen receptor, CreER™) unter dem humanen GFAP-Promotor (hGFAP)
exprimieren (Chow et al., 2008; Ganat et al., 2006; Hirrlinger et al., 2006). Diese Cre-
Rekombinase wird erst durch das Ostrogen-Analog 4-Hydroxy-Tamoxifen aktiviert,
welches den Mausen postnatal verabreicht werden kann. Die bisher verfugbaren
hGFAP-CreER™ Mauslinien weisen jedoch nur eine Rekombinationsrate von
(abhangig von der Gehirnregion) 30-80% in Astrozyten auf, zudem finden sich
ca. 30 Tage nach Tamoxifen-Verabreichung wieder zunehmend ausgereifte Neurone
mit einer Cre-vermittelten Rekombination (Chow et al., 2008; Ganat et al., 2006;
Hirrlinger et al., 2006). Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist eine stabile und vollstandige

astrozytenspezifische Gendeletion technisch noch nicht realisierbar.

7.3 IKK2 und Mechanismen der Remyelinisierung im ZNS

Inflammatorische Zytokine, welche wahrend der Demyelinisierung von Astrozyten und
Mikroglia gebildet werden, spielen eine wichtige Rolle bei der Zerstérung des Myelins
wahrend der toxischen Demyelinisierung. Bei der MS beispielweise findet man in
aktiven Lasionen eine erhéhte Anzahl an inflammatorischen Makrophagen (Lucchinetti
et al., 1999). Die Inflammation ist jedoch gleichzeitig wichtig fir den Prozess der
spontan auftretenden Remyelinisierung. Die Remyelinisierung beruht auf der
Rekrutierung und Proliferation von OPCs in der Lasion, sowie auf deren
Differenzierung und Reifung zu myelinbildenden Oligodendrozyten. Durch Bildung

einer neuen Mpyelinschicht um unbeschadigte Axone kann deren Funktion
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weitestgehend wiederhergestellt werden. Eine Supression der Inflammation durch
Kortikosteroide, welche auch zur Therapie von MS eingesetzt werden, beeintrachtigt im
toxischen Demyelinisierungsmodell die Differenzierung von OPCs und dadurch die
Remyelinisierung (Chari et al., 2006). Die Induktion einer inflammatorischen Antwort
durch Zymosan dagegen verbessert die Myelinisierung von retinalen Axonen durch
transplantierte OPCs (Setzu et al.,, 2006). Dabei kommen den gehirneigenen
Immunzellen zwei wichtige Aufgaben zu. Mikroglia sind die phagozytisch aktiven Zellen
des ZNS und beseitigen wahrend der Demyelinisierung anfallende Myelinreste (Smith
1999). Dadurch schaffen sie eine wichtige Voraussetzung flir die Remyelinisierung, da
Myelin die Differenzierung von OPCs inhibieren kann (Kotter et al., 2006). Daneben
beeinflussen die Immunzellen die Remyelinisierung durch die Produktion
inflammatorischer Zytokine und Chemokine, welche die Proliferation und
Differenzierung von OPCs regulieren. IL-1p beispielweise, ein Zytokin, dessen
Produktion in IKK2-deletierten Astrozyten vermindert ist, ist wichtig fur die
Differenzierung von OPCs: In IL-1p-defizienten Mausen ist die Differenzierung dieser
Zellen nach Cuprizon-induzierter Demyelinisierung verzégert (Mason et al., 2001). Die
Autoren begriinden diesen Effekt der IL-1B-Deletion mit einer verminderten IGF-1-
Produktion durch Mikroglia und Astrozyten. Zhang et al. (2006) haben zudem einen
positiven Effekt des Zytokins IL-11, dessen Produktion in Astrozyten durch IL-1p
induziert wird, auf die Reifung von Oligodendrozyten beschrieben (Zhang et al., 2006).
Fir TNFa, welches durch seine proapoptotische Wirkung auf Oligodendrozyten eine
Demyelinisierung hervorrufen kann, wurde daneben eine Funktion bei der Proliferation
von OPCs nach einer toxischen Demyelinisierung beschrieben (Arnett et al., 2001). Die
positive Wirkung dieser Zytokine, welche auch die Aktivierung von NF-xB induzieren,
auf die Proliferation und Differenzierung von OPCs legt eine Beteiligung des
IKK/NF-kB Signalweges an diesen regenerativen Prozessen nahe. Zudem wird die
Expression von sowohl IL-13 als auch TNFa in Astrozyten durch eine IKK2-mediierte
NF-xB Aktivierung moduliert. Es stellte sich deshalb die Frage, ob der Signalweg

neben der Demyelinisierung auch fur die Remyelinisierung von Bedeutung ist.

Die toxische Demyelinisierung im ZNS sowohl durch Cuprizon als auch durch
Lysolecithin ist reversibel: nach dem Absetzen der Agentien und dem konsekutiven
Abbau des zerstorten Myelins durch Makrophagen oder Mikroglia kommt es durch
Proliferation und Reifung von OPCs zu einer spontanen Remyelinisierung der Axone
(Larsen et al., 2003; Matsushima und Morell 2001). Mit Hilfe dieser Modelle wurde in

der vorliegenden Arbeit der Einfluss des IKK/NF-«xB Signalweges auf die



Diskussion 74

Remyelinisierung im ZNS untersucht. Dabei konnte im Rahmen einer ausfuhrlichen
elektronenmikroskopischen Analyse remyelinisierender Axone gezeigt werden, dass
die Deletion von IKK2 in Oligodendrozyten, sowohl unter dem MOG-Promotor (spat
aktiv) als auch unter dem Nestin-Promotor (frih aktiv), die spontane Remyelinisierung
nach einer toxischen Demyelinisierung im ZNS nicht beeinflusst. Dass die Inhibition
des Signalweges in Oligodendrozyten die Remyelinisierung nicht stort, Gberrascht
insofern nicht, als auch wahrend der physiologischen Myelinisierung IKK2-deletierte
OPCs in vitro und in vivo normal differenzieren und ausgereift eine intakte Myelin-
schicht ausbilden. Im Unterschied zur Myelinisierung liegt zwar bei der
Remyelinisierung eine verstarkte Prasenz von Immunzellen vor, die den Reifungs-
prozess der OPCs durch Zytokine modulieren. Da Astrozyten von der IKK2-Deletion
unter dem Nestin-Promotor mitbetroffen sind, wurde jedoch eine Beteiligung des

astrozytaren IKK/NF-kB Signalweges an diesen Prozessen ebenfalls ausgeschlossen.

Ein prominenter Einfluss des IKK/NF-kB Signalweges in ZNS-Zellen auf die
Remyelinisierung nach einer toxischen Demyelinisierung konnte somit nicht belegt

werden.

7.4 Manipulationsmaoglichkeiten im IKK/NF-kB Signalweg

Der Inflammationsprozess ist ein wichtiges Angriffsziel fir potentielle Therapien gegen
Demyelinisierungserkrankungen wie die MS. Durch diese Eingriffe durfen jedoch
spontan auftretende Reparaturmechanismen wie die Ausreifung von OPCs zu
myelinbildenden Oligodendrozyten nicht beeintrachtigt werden. Der IKK/NF-xB
Signalweg zahlt zu den wichtigsten Mediatoren einer Inflammation. Er vermittelt die
Leukozytenaktivierung und wird durch inflammatorische Zytokine und Uber die TLRs

auch bei Infektionen induziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass durch eine Interruption dieses
Signalweges in Gehirnzellen zudem die Oligodendrozytendegeneration wahrend einer
toxischen Dyelinisierung deutlich gehemmt wird. Die Remyelinisierung wird durch
Inhibition der IKK2-vermittelten NF-xB-Aktivierung jedoch nicht beeintrachtigt. Der
Signalweg bietet damit optimale Vorraussetzungen fur eine potentielle Therapie bei der
MS.

Wie eingangs erwahnt (vgl. 3.3.1.) wird der IKK/NF-kB Signalweg auf vielen Ebenen

streng reguliert, wodurch sich verschiedene Mdglichkeiten der Manipulation dieses
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Signalweges ergeben. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mause haben eine
Deletion der Kinase IKK2 in Gehirnzellen. IKK2 ist essentiell fur die Funktion des IKK-
Komplexes (Delhase et al., 1999). Die vorliegenden Daten bestatigen, dass in
Abwesenheit von IKK2 eine Translokation von NF-kB nur in geringem Male stattfindet
und die NF-kB-abhangige Expression von Zytokinen deutlich beeintrachtigt ist.
Betroffen von der Inhibition sind samtliche Aktivierungswege, die in Gehirnzellen
NF-xB auf dem klassischen Weg induzieren kénnen, im Wesentlichen also der TNF-,
IL-1B- und TLR-Signalweg. Nicht beeintrachtigt sind dagegen parallel zum NF-«B
Signalweg induzierte Signale, wie z.B. die TLR-induzierte Aktivierung des Interferon-
Signalweges, die Aktivierung des JNK-Signalweges oder die TNF-induzierte Caspase-
Kaskade. Die Deletion von TNFa beispielsweise fiihrt zwar nicht zu einer Protektion
aber doch zu einer Verzégerung der toxischen Demyelinisierung im Cuprizon-Modell.
Gleichzeitig wirkt sich diese Deletion jedoch stark verzogernd auf die Remyelinisierung
der Tiere aus (Arnett et al., 2001). Eine Deletion von IL-13 wirkt sich ebenfalls
inhibierend auf den Remyelinisierungsprozess im ZNS aus (Mason et al., 2001). Neben
dem IKK/NF-kB Signalweg werden durch diese Stimuli weitere Signalwege aktiviert.
Mit Hilfe der IKK2-deletierten Tiere ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelungen,
spezifisch den Einfluss der NF-xkB Aktivierung in Gehirnzellen auf die toxische
Demyelinisierung zu isolieren. Durch Manipulation des Signalweges auf der Ebene des

IKK-Komplexes bleiben die Mechanismen der Remyelinisierung erhalten.

IKK2, als fir die Aktivierung des klassischen NF-kB Signalweges essentielle und
spezifische Kinase, ist somit auch im Hinblick auf eine Therapieentwicklung ein
effektives und selektives Zielprotein. Eine Beteiligung des NF-kB Signalweges an
inflammatorischen Prozessen, z.B. wahrend der zerebralen Ischdmie und bei der
Asthmaerkrankung, ist seit langerem bekannt und IKK2-Inhibitoren erwiesen sich in
praklinischen Studien zu diesen Krankheiten als vielversprechend (Birrell et al., 2005;
Catley et al., 2005; Schwaninger et al., 2006). In den letzten Jahren werden deshalb
zunehmend auch in der pharmazeutischen Industrie IKK2-spezifische Inhibitoren
entwickelt, zusatzlich zu zahlreichen unspezifischen Inhibitoren, die bereits auf dem
Markt sind (Karin et al., 2004).

Weitere mogliche Angriffspunkte im IKK/NF-kB Signalweg sind die Degradation des
IkB im Proteasom sowie die Bindung von NF-kB an seine DNA-Zielsequenzen.
Proteasom-Inhibitoren werden als Therapeutikum gegen Myelome bereits klinisch
getestet, jedoch bisher erfolglos (Kozuch et al., 2008). Sie haben zudem den Nachteil,

sehr unspezifisch zu sein, da die proteasomale Degradation an vielen zellularen
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Prozessen beteiligt ist. Eine Mdglichkeit, die Bindungskapazitat von NF-xB fir seine
DNA-Zielsequenzen zu reduzieren, sind interferierende Oligodeoxynukleotide (ODN).
Diese haben den Vorteil, eine sehr spezifische Interaktion zu erlauben, sind jedoch
relativ instabil. Zudem ist der Transport der ODNs in das Zielorgan schwierig. ODNs fir
NF-kB sind jedoch in der praklinischen Entwicklung (Isomura und Morita 2006). Fir
eine potentielle Behandlung von ZNS-Erkrankungen durch Inhibition des IKK/NF-xB
Signalweges, sei es durch Peptide oder durch ODNSs, ist zusatzlich die erschwerte
Zuganglichkeit des Zielorgans zu berlcksichtigen: Die Durchgangigkeit der Agentien

durch die Bluthirnschranke muss gewahrleistet sein.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte der IKK/NF-kB Signalweg als kritisch fiir die toxische
Demyelinisierung identifiziert werden. Die Kinase IKK2 kommt daher als potentieller
Angriffspunkt fir neue Therapien bei Demyelinisierungserkrankungen wie der MS und

Leukodystrophien in Betracht.
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