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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 MULTIPLE SKLEROSE
Die Multiple Sklerose (MS), auch als Enzephalomyelitis disseminata oder Polysklerose

bezeichnet, ist eine chronisch verlaufende, entziindliche Erkrankung des Zentralen
Nervensystems. In disseminierten Entziindungsherden, vorwiegend in der weifsen Substanz,
kommt es zu einer Schidigung der periaxonalen Myelinscheiden und dadurch zur
Verlangsamung oder vollstindigen Unterbrechung der neuronalen Erregungsausbreitung.
Langfristig kommt es zu einer Schadigung der neuronalen Axone. Die Stérung der neuronalen
Erregungsausbreitung manifestiert sich klinisch in einer vielfdltigen neurologischen

Symptomatik, die in eine dauerhafte und progrediente Behinderung iibergehen kann.

Die Pravalenz der MS liegt zwischen 50 und 100 auf 100 000 Einwohner in Europa und in den
USA. Die Frauen sind von dieser Erkrankung etwa doppelt so haufig betroffen wie die Manner.
Dramatisch ist das Hauptmanifestationsalter, welches sich zwischen dem 15. und 50. Lebensjahr

aufspannt.

1.1.1 KLINISCHE SYMPTOME
Die Vielfaltigkeit der klinischen Symptomatik ist bedingt durch Verteilung der Lisionen im

gesamten ZNS. Bestehende neurologische Symptome miissen jedoch nicht immer mit

pathomorphologisch fassbaren Lasionen korrelieren

Eine Reihe von typischen aber nicht spezifischen Frithsymptomen kann die Erkrankung
ankiindigen. Bei Patienten, die vor dem 30. Lebensjahr erkranken, sind die typischen
Anfangssymptome eine Optikusneuritis mit Visusminderung und eventuell einem retrobulbaren
Schmerz oder Sensibilititsstérungen vorwiegend an den unteren Extremitdten. Langsam
auftretende Lahmungen werden besonders haufig bei Patienten beobachtet, die nach dem 30.

Lebensjahr erkranken.

Im Verlauf der Erkrankung kénnen weitere Spatsymptome hinzukommen. Dazu gehdren
motorische und sensible Beeintriachtigungen, Kleinhirn-, Hirnstammsymptome aber auch

Schmerzen, vegetative Funktionsstérungen bis zu psychischen und kognitiven Stérungen.

Eine besondere Bedeutung kommt den paroxysmalen Symptomen hinzu, die unabhingig von
den MS-Schiiben auftreten und auf eine erhdhte neuronale Erregbarkeit zuriickzufiihren sind.

Eine Ubersicht der Symptomvielfalt bietet die Tabelle 1.
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Frithsymptome

Spatsymptome

paroxysmale

schubunabhingige

Sehstéorungen/ Optikusneuritis

— Visusminderung

— Retrobulbarer Schmerz

—  Verschwommen-, Schleier-,
Nebelsehen

Motorische Stérungen

—  Ermiidung der Beine
— Gangstorungen

Sensible Storungen

— Kribbelparasthesien
— Ameisenlaufen
—  Pelzigkeitsgefiihl

Motorische Storungen

— Ermidung der Beine / latente
Parese

— Gangstorungen

—  Atrophische Paresen

—  Gesteigerte Muskeleigenreflexe

— Pathologische Reflexe (z.B.
Babinski)

— Kombination von Paresen und
Spasmen

—  Streckspasmen

— Beugespasmen

— Kontrakturen

Sensible Stérungen

— Kribbelparasthesien

— Ameisenlaufen

— Kaltemissempfindung

— Lhermitte-Zeichen

— pseudoplyneuropathische
Symptome (socken- und
handschuhférmige
Sensibilitdtsstdrungen)

Hirnsytammsymptome

— Nystagmus (v.a. symmetrischer
horizontaler
Blickrichtungsnystagmus)

— Augenmuskelparesen/
Doppelbilder

— Internukledare Ophtalmoplegie

— Drehschwindel

Kleinhirnsymptome

Intentionstremor

Intentionsmyoklonus

heftige, unkontrollierbare
myokloniforme Extremitiatbewegungen
Dysarthrie und skandierende Sprache
Verwaschene Sprache (bulbar und
pseudobulbar)

Schmerzen

akut, subakut, chronisch
paroxysmale Dysasthesien
Trigeminusneuralgie
Lhermitte-Zeichen
Retrobulbire Schmerzen
Diffuse Brennschmerzen

Vegetative Funktionsstérungen

Urgeinkontinenz

Dysurie
Darmmotilitiatsstorungen oft mit
Obstipation

Erektile Dysfunktion
Ejakulationsstérungen

Psychische und kognitive Storungen

MS-Fatigue

Depression

Euphorie

Kognitive Einschrankungen bis zur
Demenz

Symptome

epileptische Anfille

Motorische,
sensomotorische oder
schmerzhafte
Hirnstamm- und
spinale Anfille

Paroxysmale Ataxie
Paroxysmale Atonie

Paroxysmale
Dysarthrie

Paroxysmale sensible
Symptome

Paroxysmale Diplopie

Paroxysmales
Erbrechen

Paroxysmaler Husten
Spasmus hemifacialis

Lhermitte-Zeichen

Spinale Automatismen

Tabelle 1: Klinische Symptome im Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose
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1.1.2 KLINISCHE VERLAUFE UND PROGNOSE DER MS
Die Verlaufe der Erkrankung im Bezug auf die klinische Symptomatik und deren Persistenz als

Grad der Behinderung sind interindividuell unterschiedlich. Besonders haufig konnte man

jedoch folgende drei Verlaufsformen beobachten:

Die primar schubformige MS ist die haufigste (85%-90%) Verlaufsform (Abb. 1A). Besonders
junge Patienten sind von dieser Verlaufsform betroffen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
beim 28. Lebensjahr. Die primar schubférmige MS zeichnet sich durch Wechsel zwischen Phasen
mit Exazerbation klinischer Symptome und Phasen vélliger oder partieller Symptomremission.
Die einzelnen Schiibe reprasentieren relativ akut aufgetretene neurologische Symptome bei
einem bisher Gesunden bzw. bei einem in der betroffenen Funktion bisher noch nicht
beeintrachtigten Patienten. Ein Wiederauftreten oder eine Verschlechterung friiher
aufgetretener Symptome kann ebenfalls als Schub gewertet werden, wobei sich die

Beschwerden frithestens nach 24 Stunden zurtickbilden.

Die Halfte der Patienten mit einem primar schubformigen Verlauf entwickelt nach 10 bis 15
Jahren einen sekundar progredienten Verlauf (Abb. 1B). Eine progrediente Verschlechterung der
Symptomatik ist das Charakteristikum dieser Verlaufsform, wobei diese auch mit

intermittierenden Schiiben und partiellen Remissionen kombiniert sein kann.

Ungefahr bei 10%-15% der Patienten ist die klinische Symptomatik von Anfang an progredient..

Man spricht dann von einer priméar progredienten MS (Abb. 1C).

[+14] [+14] [+14]
= = =
2 2 2
U U U
= = =
= = =
= = =
U U U
[an] [an] [an]
. . .
| 4 | 4 | 4 )
_— Zeit . - Zeit _ - Zeit
A. schubformig B. sekundar progredient C. primar progredient
Abb. 1

Klinische Krankheitsverlaufe der MS

Die Prognose der MS hangt von mehreren Faktoren (Erkrankungsalter, Geschlecht,
Erstsymptome, Zahl der Schiibe, zeitliche Entwicklung des Behinderungsgrades, MRT-Befunde,
Arbeits- und Gehfahigkeit) ab. Zwischen der Prognose der Erkrankung und den besprochenen

klinischen Verlaufsformen besteht ein wichtiger Zusammenhang.

Die primar schubférmige MS hat die beste Prognose und eine kaum erniedrigte

Lebenserwartung (ca. 4 Jahre), wohingegen die primadr progrediente MS die schlechteste
11




Einleitung

Prognose beziiglich der Behinderungsauspragung und der Lebenszeitverkiirzung aufweist (ca.
16-20 Jahre). Grundsatzlich fiihrt die MS in allen Krankheitsverlaufen nicht zu einer
gravierenden Lebenszeitverkiirzung jedoch Zu einer frihzeitigen
Lebensqualitatsbeeintrachtigung, die iiber Jahre bis Jahrzehnte andauert. Die MS-Patienten
streben selten unmittelbar an der MS, sondern eher an den MS-Komplikationen. Am héufigsten

an Bronchopneumonien, Polyneuropathien oder an einer Sepsis (% der Patienten), % versterben

an MS-unabhangigen Erkrankungen.

1.1.3 ATIOLOGIE
Die Atiologie der MS ist unklar. Derzeit werden drei Faktoren als bedeutend diskutiert.

1. Einflisse von Faktoren aus der Umwelt
2. Einfliisse genetischer Determinanten als genetische Pradisposition

3. Autoimmune Reaktion

Eine Uberschneidung dieser Faktoren im Sinne einer multifaktoriellen Atiologie ist sehr
wahrscheinlich. Es gibt eine Reihe von Vermutungen iiber duflere Einwirkungen, die fiir die
Entstehung der Krankheit verantwortlich sein konnten bzw. den Verlauf der MS glinstig oder
ungiinstig beeinflussen. Haufig werden in diesem Zusammenhang Infektionen, Impfungen,

Traumata, psychische Faktoren, Hypovitaminosen oder Schwangerschaft genannt.

1.1.4 VARIANTEN UND ANALOGA DER MS-ERKRANKUNG BEI MENSCHEN UND TIEREN
Die MS gehort zu den demyelinisierenden Erkrankungen des ZNS (Tabelle 2). Diesen

Erkrankungen liegen zwar unterschiedliche pathogenetische und atiologische Mechanismen

zugrunde, gemeinsam ist jedoch die Zielstruktur der Schadigung — das Myelin.

Eine prazise differentialdiagnostische Abklarung gegeniiber den Varianten und sonstigen
demyelinisierenden Erkrankungen ist aus therapeutischer und pathophysiologischer Sicht

notwendig.

Sonderformen und Varianten der MS sonstige demyelinisierende Erkrankungen

- Akute MS Typ Marburg - Akute disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM)
- Neuromyelitis optica Devic - Akute nekrotisierende hamorrhagische

- Enzephalitis periaxialis diffusa Schilder Enzephalomyelitis (ANHE)

- Enzephalitis periaxialis concentrica Balo - Zentrale pontine Myelinolyse

- Marchiafava-Bignami Syndrom

- Subakute sklerosierende Panenzephalitis

Tabelle 2: Demyelinisierende Erkrankungen des ZNS.
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Ein tierexperimentelles Analogon der MS ist die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE), die durch Injektion von Myelinbestandteilen (MOG, MBP, PLP) ausgel6st wird und im
Sinne einer autoimmunen Entziindung zur Demyelinisierung und axonalem Schaden fiihrt. Es
lassen sich dhnliche pathogenetische und klinische Merkmale in den EAE-Tieren wie bei der MS
nachweisen (Gold et al. 2006). Ahnliche Erkrankungsbilder zeigen auch Tiere, die mit
neurotrophen Viren wie Theiler-Virus (Lipton und Dal Canto 1976) oder Maus-Hepatitis-Virus

(Houtman und Fleming 1996; Weiner 1973) infiziert worden sind.

1.2 PATHOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE DER MS

1.2.1 MAKROPATHOLOGIE
Die entziindlichen MS-Lasionen entstehen typischerweise in der weifen Substanz des ZNS wo

sie  disseminiert verteilt sind. Dementsprechend sind im Gegensatz zu den
Grof3hirnhemisphdren die Lasionen im Stammhirn und im Riickenmark bereits an der

Oberflache sichtbar (Kumar et al. 2005C).

Makropathologisch sind die einzelnen Lasionen braunlich-graulich, unregelmafdig geformt aber
scharf begrenzt und oft von einer festen Konsistenz. Die Grofde der Lasionen variiert von
mikroskopisch kleinen Herden bis zu mehreren Zentimeter grofden konfluierenden Plaques. Die
bevorzugte Lokalisation fiir die Entstehung der Herde ist das periventrikulare Mark der
lateralen Ventrikel. Hiufig findet man Lasionen auch im Bereich der Nervi optici, des Chiasmas,
im Hirnstamm, Kleinhirn, Riickenmark und den auf- bzw. absteigenden Bahnen (Kumar et al.

2005C).

Das Vorkommen der Plaques in der grauen Substanz ist ebenfalls mdglich, jedoch schwieriger
und oft nur auf mikroskopischer Ebene nachweisbar, wobei das involvierte Areal auch mehrere

Zentimeter grofd sein kann (Kumar et al. 2005C).

1.2.2 MIKROPATHOLOGIE
Aus histopathologischer Sicht imponieren die Plaques durch eine Demyelinisierung von

neuronalen Axonen sowie durch Infiltrate aus aktivierten Makrophagen, Mikroglia und T- und

evtl. B-Lymphozyten (Sospedra und Martin 2005).

Im akuten Entmarkungsstadium kommt es zu einer ausgepragten perivaskuldren (perivenosen)
lymphozytaren Infiltration und einer Markscheidendegeneration mit zahlreichen Makrophagen
im Vordergrund. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem vollstindigen Myelinverlust unter
Erhaltung der Axone. Die entziindlichen Infiltrate konnen sich weitgehend zuriickbilden. Altere
bzw. chronische Entmarkungsherde zeigen eine ausgeprédgte reaktive Astrogliose. Die
Abgrenzung des entmarkten Areals zu der unbetroffenen weifden Substanz ist scharf zu

erkennen.

13



Einleitung

1.2.3 ANGRIFFSSTRUKTUR UND PHYSIOLOGISCHE VERHALTNISSE
Die Oligodendrozyt-Myelin-Axon-Einheit reprasentiert einen einzigartigen strukturellen und

funktionellen Grundbaustein des Zentralen Nervensystems. Das Myelin wird von den
Oligodendroglia gebildet. Ein Oligodendrozyt kann mehrere Axone mit seinen Auslaufern

umbhiillen (Abb. 2 und Abb. 3).

Von der restlichen oligodenroglialen Membran unterscheidet sich das Myelin vor allem in der
Proteinfraktion. Der Wassergehalt betragt etwa 40%. Die Trockensubstanz des Myelins besteht
zu 70% aus Lipiden und zu 30% aus Proteinen wie z.B. dem Basischen Myelinprotein (MBP),
dem Myelin-assoziierten Glykoprotein (MAG), dem Proteolipidprotein (PLP) und dem Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), welches spezifisch fiir das ZNS ist. Eine detaillierte
Ubersicht iiber die einzelnen Lipidfraktionen des Myelins ist in der Abb. 4 zusammengestellt.

Cholesterol und Cerebroside sind mengenmaf3ig die grofdten Fraktionen.

Oligodendrozyten umwickeln mit ihren Membranauslaufern kurze Abschnitte der neuronalen
Axone. Durch spiralférmige Umwickelung von Myelin um einen Axonabschnitt entsteht eine
Mark- bzw. Myelinscheide (Abb. 5), die den axonalen Membranabschnitt elektrochemisch von
der Umgebung isoliert, so dass an dieser Stelle keine Depolarisation der Membran moglich ist.
Die Markscheiden sind entlang des Axons perlschnurartig angeordnet und durch marklose bzw.
ynhackte“ Areale sog. Ranvier-Schiirringe (Abb. 2) voneinander getrennt. Nur an den marklosen
Membranabschnitten ist eine Depolarisation der axonalen Membran méglich. Durch diesen
ultrastrukturellen Aufbau wird die Leitungsgeschwindigkeit der neuronalen Aktionspotentiale

deutlich erhoht (= saltatorische Erregungsfortleitung).
Gleichzeitig vergrofdert die Markscheide den Gesamtquerschnitt des Axons, wodurch ebenfalls
die Leitgeschwindigkeit der Axone zunimmt (z.B. 11-16pm = 60-80 m/s; 3um = 3-15m/s).

Eine weitere wichtige Funktion des Myelins beruht im Schutz und in der Erndhrung der

neuronalen Axone (Wilkins et al. 2003).

Im Rahmen der MS-Pathologie stellt gerade das Myelin bzw. die Myelinscheide das primare

Angriffsziel der entziindlichen Kaskade dar.

Die Beeintriachtigung oder der Zusammenbruch der Myelinscheide und Ausfall Threr
physiologischen Leit- und Schutzfunktionen ist die Grundlage der Kklinischer Symptomatik
(Bitsch et al. 2000; Kornek et al. 2000; Trapp et al. 1998).
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Oligodendrozyt

Ranvier-

Abb. 2 Abb. 3

Schematische Darstellung eines myelinbildenden Analoge Darstellung zur Abb. 2 als
Oligodendrozyts. In der Regel ist 1 Oligodendrozyt fir elektronenmikroskopische Aufnahme.
mehrere (bis zu 50) Axone zustandig. 0 - Oligodendrozyt, N — Nukleus, * - marklose
Modifiziert nach missinglink.ucsf.edu (2007) Nervenfaser, = - myelinisierte Axone.

Modifiziert nach neuropathologyweb.org (2007)

Cerebroside; Sulfatide;
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30%
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Phosphatidyli
nositol; 0,6% Phosphatidyl
serin; 4,8%

Abb. 4

Die Komposition des Myelins unterscheidet sich von der ~ Markscheide aus Myelin gewickelt um ein Axon.
Komposition  gewohnlicher ~ Zellmembranen  durch  Charakteristisch ist die geriffelte Struktur, die durch

quantitative Unterschiede in den Lipidfraktionen und  aneinandergelegte Zellmembran der Oligodendrozyten
durch qualitativ unterschiedliche Proteinausstattung (v.a.  entsteht. Im Axon imponieren viele Neurofilamente und

MBP, MAG, MOG, PLP). Mikrotubuli.
Zahlenquelle: Morell und Quarles (1999) Ubernommen von neuropathologyweb.org (2007)

1.2.4 HETEROGENITATSKONZEPT
In Subgruppen von MS-Patienten wurden verschiedene histopathologische Muster der

Demyelinisierung gefunden (Lucchinetti et al. 1999; Lucchinetti et al. 2000; Lucchinetti et al.
1996). Die derzeit haufig zitierte histopathologische und Therapie-relevante Klassifikation der

MS-Lasionen stammt von der Arbeitsgruppe Lucchinetti, Briick und Lassman (Lucchinetti et al.
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2000). Die Untersuchungen an mehr als 200 MS-Fillen ergaben eine Aufteilung in 4 Klassen

bzw. Typen.

In allen 4 Formen sind T-Zellen und Makrophagen in den entziindlichen Lasionen nachweisbar,
aber offenbar in variabler Auspragung aktiviert. Darliber hinaus sind andere Zelltypen wie z.B.
B-Lymphozyten mit Antikorperproduktion und das Komplementsystem unterschiedlich

involviert.

In den Typen I und II zeigt sich eine ausgepragte entziindliche Komponente mit Infiltration der

Lasionen mit T-Zellen und Monozyten/Makrophagen.

Der Typ I wird auch als sog. Makrophagen-vermittelte Demyelinisierung bezeichnet, da die

Sekretionsprodukte von Makrophagen, wie z.B. TNFa, die Pathologie vermitteln.

Im Typ II findet sich zuséatzlich zu der T-Zell- und Monozyten-/Makrophageninfiltration der

Nachweis von Komplementfaktoren und Immunglobulinen.
Das typische Merkmal der Typen III und IV ist die Schadigung der Oligodendrozyten.

Der Typ III zeichnet sich durch eine Oligodendrozytendysfunktion und den Verlust des

myelinassoziierten Glykoproteins (MAG) aus der Myelinmembran.

Bei dem Typ IV imponiert durch einen apoptotischen Untergang der Oligodendrozyten
insbesondere in der perilisionalen weiflen Substanz. Eine detailliierte Ubersicht der 4

histopathologischen Varianten bietet die Tabelle 3.

Lucchinetti, Briick und Lassman (Lucchinetti et al. 2000) postulierten durch mehrere
Beobachtungen, dass neben dieser (4-fachen) interindividuellen histopathologischen

Heterogenitat doch eine strenge intraindividuelle Lasionshomogenitét besteht.

Spater, 2004, zeigten jedoch Barnett und Prineas, dass bei einem Patienten gleichzeitig
unterschiedliche Lasionstypen auftreten kénnen (Barnett und Prineas 2004). Barnett und
Prineas erwdhnten auch die Mdoglichkeit, das die einzelnen histopathologischen Typen evtl.
bestimmte Stadien der Lasionsentwicklung im Rahmen der MS reprasentieren konnten (Barnett
und Prineas 2004). Dies deutet darauf hin, dass die erwahnte Klassifikation noch nicht endgiiltig

ist.
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Histopathologische Merkmale Immunologische Mechanismen Schematische Darstellung

Perivendse Verteilung der Lasionen mit  Demyelinisierung, durch

radialer Ausbreitung, Infiltrate aus T- Makrophagentoxine wie TNF-alpha, IFN-

Zellen und Makrophagen gamma und andere. Die Makrophagen und
Mikroglia werden T- Zell- vermittelt

aktiviert.

| Makrophagen-vermittelte
Demyelinisierung

I Antikorper-vermittelte Muster &hnlich wie fur Subtyp I, mit T-Zell-vermittelte Entziindung mit

Demyelinisierung zusétzlicher Ablagerung von

Immunglobulinen und aktiviertem

Myelinzerstérung.

Komplement in Arealen der aktiven

Aktivierung von Makrophagen und
Mikroglia; zusdtzliche Zerstérung von
Antikorper-markiertem Myelin durch das
Komplementsystem

T-Zell-vermittelte Vaskulitis kleiner Gefalle
mit einer sekundaren ischamischen
Schéadigung der weiRen Substanz

11l Distale Oligodenrogliopathie T-Zell- und Makrophagen-vermittelte
Entziindung; Vaskulitis kleiner Gefalie
mit Endothelzerstérung und
Mikrothrombosen; degenerative
Veréanderungen von distalen,
hauptsachlich periaxonalen, Abschnitten
der Oligodendroztyten
(Ruckwartsdegeneration) gefolgt von
deren Apoptose und Demyelinisierung.
IV Primére Oligodendropathie mit nicht- apoptosevermittelte
sekunddrer Demyelinisierung Degeneration von Oligodendrozyten an
der Grenze zwischen Lasion(Plaque)
und weiller Substanz.

T-Zell-vermittelte Entziindung mit
Aktivierung von Makrophagen und
Mikroglia. Demyelinisierung v.a. durch
Makrophagen vor allem bei bereits
metabolisch geschédigten Zellen

Tabelle 3: Heterogenitat der MS. Klassifikation nach Lucchinetti et al. (2000).
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1.2.5 ALLGEMEIN AKZEPTIERTE PATHOGENESE
In Anbetracht der pathogenetischen Heterogenitit der MS ist es verstdndlich, dass man sich

bisher auf keine eindeutige Pathogenese dieser Erkrankung festgelegt hatte.

Es wird diskutiert, dass die Pathogenese der MS grob funktionell in 2 Phasen eingeteilt werden
konnte: Die initiale Phase zeichnet sich durch eine Aktivierung und Rekrutierung von Myelin-
spezifischen T-Lymphozyten in das ZNS aus. In der Effektorphase kommt es zur Aktivierung der
autoreaktiven T-Zellendurch durch einen Kontakt mit antigenprdsentierenden Mikroglia und
nachfolgend zur Induktion einer neuroinflammatorischen Kaskade, die dann zur

Gewebsdestruktion und Demyelinisierung fiihrt (Platten und Steinman 2005).
Im Detail lassen sich mehrere Teilschritte beschreiben. Zur Illustration dient die Abb. 6:

1. In der Peripherie kommt es zur Bildung und Aktivierung von Autoreaktiven CD4+-T-
Lymphozyten die vor allem gegen Proteinbestandteile des Myelins (MBP, MOG, MAG)
gerichtet sind.

2. Durch Chemotaxis, Adhdsion und Migration iiberqueren die autoreaktiven CD4+-T-
Lymphozyten die Bluthirnschranke und gelangen in das Zentrale Nervensystem (ZNS).
Der Vorgang der transendothelialen Migration wird von einem komplexen Zusam-
menspiel aus  zelluliren = Adhésionsmolekiilen (CAMs), Chemokinen und
Chemokinrezeptoren (CCRs, CXCRs) sowie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) reguliert
(gekennzeichnet mit 1). Die Expression von Adhdsionsmolekiilen wird dabei von einigen
Zytokinen (Interleukin 1, Interferon-y und Tumornekrosefaktor a) positiv beeinflusst.

3. Innerhalb des ZNS werden die CD4+-T-Zellen erneut durch antigenprasentierende Zellen
— Mikroglia, Makrophagen und evtl. Astrozyten ,welche die Myelinbestandteile an dem
Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) der Klasse II prasentieren, reaktiviert
(gekennzeichnet mit 2) (Greter et al. 2005). Dies bedarf der Interaktion mit dem T-Zell-
Rezeptor (TCR) und dem gleichzeitigen Vorhandensein kostimulatorischer Signale.

4. Durch verstarkte Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (IL-2, IFNy, TNFa)
und Chemokinen (RANTES, IP-10, IL-8) aus Makrophagen und den CD4*-Tul-T-
Lymphozyten selbst, kommt es zur Aktivierung und Anlockung weiterer Makrophagen,
Mikroglia und T-Zellen (gekennzeichnet mit 3). Aufderdem stimuliert IFNy die APC, die
vermehrt MHC-Klasse-II-Molekiile = exprimieren und somit zunehmend an der
Antigenprasentation beteiligt werden.

5. Die Demyelinisierung erfolgt durch aktivierte Makrophagen und Mikroglia mit
gesteigerter Phagozytosefihigkeit und einer vermehrten Produktion von Zytokinen und
freien Radikalen, wie z. B. TNFq, reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS), Lymphotoxin

(LT), Stickstoffmonoxid (NO) und MMPs (gekennzeichnet mit 4), aber auch durch direkte
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zellulare Toxizitat (Lassmann 1998; Neumann 2003; Sospedra und Martin 2005). Die
gleichen Mechanismen werden fiir den spéteren axonalen Schaden ursachlich gemacht.

6. Autoantikorper, welche von B-Zellen bzw. Plasmazellen produziert werden, tragen
ebenfalls zur Gewebezerstorung bei (gekennzeichnet mit 5). Zudem koénnen sie die Kom-
plementkaskade aktivieren, was die Bildung des sog. Membran-Angriffs-Komplexes
(C5b-9) zur Folge hat und zur Auflésung der Zielstruktur fiihrt (gekennzeichnet mit 6).

7. Die Rolle der CD8+*-T-Zellen in der MS-Pathogenese ist nicht schliissig, scheint aber in
letzter Zeit sehr grofde Relevanz zu bekommen. Es wurde beschrieben, dass das Ausmaf3
des axonalen Schadens mit der Anzahl infiltrierter zytotoxischer T-Zellen korreliert.

8. Durch eine zeitversetzte Aktivierung von T-Supressorzellen und  CD4+-Ty2-T-
Lymphozyten kommt es zur Ausschiittung diverser antiinflammatorischer Zytokine (IL-
4, 11-10, TGF-B). Eine weitere Beruhigung der Entziindung wird durch die Apoptose der
T-Helferzellen (CD4+-Tul-T-Lymphozyten) gewahrleistet. (Berlit 2006; Briick und
Stadelmann 2005; Prat und Antel 2005)

1.3 MULTIPLE SKLEROSE: MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA
Die aktiven MS-Lisionen zeichnen sich durch eine prompte Infiltration mit zahlreichen

aktivierten Makrophagen und Mikroglia aus. Diese ilibertreffen in ihrer Anzahl die restlichen,
immunologisch aktiven Zellen um den Faktor 10-20, und unterstreichen dadurch ihre wichtige
Rolle in diesem Geschehen. Sie werden mit dem Prozess der Demyelinisierung in direkten
Zusammenhang gebracht (Barnett et al. 2006; Prineas und Graham 1981; Prineas et al. 1989;
Prineas und Raine 1976).

Makrophagen und Mikroglia gehdren zum mononukledren Phagozytensystem. Sie sind
mesodermaler Herkunft und entstammen aus dem Knochenmark. Zu den grundlegenden
Funktionen und Charakteristika dieser Zellen gehoren: Entziindungs- und Granulomazellen,
Antigenprasentation, Phagozytose, Gewebereorganisation und Narbenbildung,
Lipidstoffwechsel. Mikroglia sind gegeniiber den Makrophagen ortsstidndig und gehéren zu der
Gruppe der Gewebsmakrophagen. Weitere typische Beispiele fiir die Gewebsmakrophagen sind
die Kupffer-Sternzellen in der Leber, die Langerhans-Zellen in der Haut, Alveolarmakrophagen
der Lunge, Osteoklasten im Knochen, Chondroklasten im Knorpel, Hofbauerzellen in der
Plazenta. Die Mikroglia werden wegen der Ortsstandigkeit auch als ,residente Makrophagen des
ZNS“ bezeichnet (Ziegler-Heitbrock 1989). Im Falle einer inflammatorischen Aktivierung kénnen

Mikroglia zu Makrophagen umdifferenzieren (Li et al. 1996).
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Modifiziert nach R&D-Systems (2006) und Kleinschnitz et al. (2007)

Die MS-Lasionen bestehen zum einen aus umgewandelten - aktivierten - Mikrogliazellen (Li et
al. 1996) und zum anderen aus neu rekrutierten Makrophagen aus der Blutbahn (Barnett et al.
2006; Briick et al. 1995).

Wie bereits erwahnt, werden gegenwartig Makrophagen und Mikroglia als Schliisselzellen der
entzlindlichen Vorgénge in der Pathogenese der MS angesehen. Der Grund fiir ihren , Angriff* auf
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das normal-erscheinende Myelin ist bislang nicht bekannt. Ob es sich aber tatsdchlich um einen
LAngriff* handelt, ist fraglich. Die Wissenschaftler sind sich heute einig, dass die Makrophagen
und Mikroglia die Hauptarbeit bei der Beseitigung von Myelin verrichten. Die Meinungen gehen
aber auseinander, wenn es um die Art und Weise geht, in der dieser Prozess erfolgt. Wie wir
bereits bei der Besprechung der MS-Pathogenese erwdhnten, wird allgemein angenommen,
dass Makrophagen und Mikroglia eine grofde Anzahl proinflammatorischer Substanzen bei der
Myelinphagozytose produzieren und die Neurone und Oligodendrozyten dadurch schadigen.
Somit werden sie von einigen Autoren fiir die eigentlichen ,Vernichter” bei der MS gehalten
(Brosnan und Raine 1996; Constantinescu et al. 2000; Mosley und Cuzner 1996; van der Laan et
al. 1996; Williams et al. 1994). Die Arbeitsgruppen van der Laan et al. und Williams et al. zeigten,
dass Makrophagen, die in vitro mit Myelin inkubiert worden sind, proinflammatorische
Produkte, insbesondere TNFa und Stickoxide, ausschiitten (van der Laan et al. 1996; Williams et
al. 1994). Hierfiir spricht auch, dass eine Suppression von Makrophagen und Mikroglia in
Maiusen, die an EAE litten, ein deutlich milderer Krankheitsverlauf beobachtet werden konnte
(Bauer et al. 1995; Brosnan et al. 1981; Huitinga et al. 1990), und die Induktion als auch die

Aufrechterhaltung der EAE dadurch suppressiv zu beeinflussen war (Heppner et al. 2005).

Einige Autoren prasentieren aber eine andere Betrachtungsweise. Es gibt Hinweise dafiir, dass
die mononukledren Phagozyten in den MS-Lasionen hauptsachlich als Nekrophagen (Scavenger
Zellen, Aasfresser) fungieren und das umliegende Gewebe nicht zerstdren, sondern eher zu

regenerieren scheinen (Barnett et al. 2006; Boven et al. 2006; Diemel et al. 1998; Liu et al. 2006).

Es ist bekannt, dass Makrophagen in zwei diametral unterschiedliche Richtungen aktiviert
werden kénnen (Gordon 2003; Mantovani et al. 2004; Mantovani et al. 2002; Mosser 2003; Stout
und Suttles 1997). Die klassische Aktivierung der Makrophagen (=M1) wird typischerweise
durch IFNy, TNFa oder LPS induziert, wohingegen die alternative Aktivierung von Makrophagen
(=M2) z.B. durch IL-10, IL-4 oder PGE; eingeleitet wird. Dabei ist die wichtigste Erkenntnis, dass
alternativ aktivierte Makrophagen anti-inflammatorische und regenerative Eigenschaften
aufweisen im Gegensatz zu klassisch aktivierten Makrophagen, die proinflammatorisch und
destruktiv auf die Umgebung wirken. Eine schematische Darstellung dieser Erkenntnis bietet
die Abb. 7. Boven et al. identifizierte im post-mortem-Nervengewebe von MS-Patienten durch
Immunohistochemie von intrazelluldren und oberfldchlichen Marker sog. M2-Schaumzellen(1),
welche den alternativ (de)aktivierten Makrophagen entsprechen (Boven et al. 2006). Er
postulierte, dass Makrophagen aus MS-Lasionen gerade diesem Typus entsprechen und somit

als Stabilisatoren der entziindlichen Reaktion fungieren kénnen.

(1) Schaumzellen sind mit Lipiden {iberladene Makrophagen.
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Abb. 7

Schematisch vereinfachte Darstellung der méglichen Aktivierungswege von Makrophagen.

In (A) ist der klassische Weg dargestellt (=M1). Die typischen Induktoren sind LPS, IFNy und TNFa. In (B),
Darstellung der alternativen Aktivierung (=M2) durch IL-4, IL-10, IL-13 und PGE>. Die mittleren Abbildungen (rote
Hintergriinde) zeigen den aktivierten Zustand der Makrophagen mit dem typischen Sekretionsprofil von
Signalmolekiilen. In den Abbildungen rechts wurde der Effekt dieser Aktivierungswege auf das umliegende
Gewebe dargestellt.

Modifiziert nach R&D-Systems (2004).

1.4 POINT OF INTEREST
Unsere Untersuchungen richten sich auf die Interaktion von Makrophagen und Mikroglia mit

Myelin im Rahmen der MS-Pathogenese und die daraus resultierenden Effekte (reprasentiert

durch den Punkt 4 in der Abb. 6).

Unser Interesse richtet sich dabei konkret auf die frithe Phase (bis 48h) nach der
Myelinphagozytose und die Auswirkung von Myelin bzw. von der Myelinphagozytose auf die
inflammatorische Aktivitat und Vitalitit von Makrophagen und Mikroglia. In der Abb. 7 sind

diese Punkte im Bezug auf die MS-Pathogenese hervorgehoben.
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1.4.1 PHAGOZYTIERTES MYELIN
Die Myelinphagozytose durch Makrophagen und Mikroglia wurde bereits von mehreren Autoren

dokumentiert (Bauer et al. 1994; Epstein et al. 1983; Mosley und Cuzner 1996; Tanaka et al.
1975; van der Laan et al. 1996; Williams et al. 1994). Wenige Autoren liefern aber Erkenntnisse
iiber das intrazellulare Schicksal des Myelins nach der Phagozytose. Gerade die Myelin-
Metabolite sollen nach Boven et al. eine wichtige immunmodulatorische Funktion erfillen

(Boven et al. 2006).

Wir mochten diese biologische Aktivitdt durch ultrastrukturelle und supplementare in-vitro-
Untersuchungen detaillierter betrachten, um in weiteren Untersuchungen deren Auswirkung auf
die Makrophagen und Mikrogliazellen demonstrieren zu kénnen. Schematisch hervorgehoben

durch den Punkt 1 in der Abb. 8.

1.4.2 INFLAMMATORISCHE AKTIVITAT NACH DER MYELINPHAGOZYTOSE: TNFo UND IP-10
Die inflammatorische Aktivierung dieser Zellen mdchten wir anhand von 2 typisch pro-

inflammatorischen Zytokinen iliberwachen - Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und das IFNy-

induzierte Protein 10 (IP-10). Schematisch hervorgehoben durch den Punkt 2 in der Abb. 8.

TNFa wird hauptsachlich von aktivierten Makrophagen und Mikroglia ausgeschiittet (Cannella
und Raine 1995; Chao et al. 1995; Lee, S. C. et al. 1993; Merrill et al. 1993; Zajicek et al. 1992).
Dieses Zytokin wurde im Rahmen der MS als die Substanz erkannt, deren Ausschiittung in
aktiven MS-Lasionen zur Schadigung von Myelin und Oligodendrozyten fiihrt (Selmaj und Raine

1988; Selmaj et al. 1991).

[P-10 (CXCL10) ist ein chemotaktisch wirksames Zytokin aus der Gruppe der CXC-Chemokine,
und wird ebenfalls hauptsachlich von aktivierten Makrophagen und Mikroglia sezerniert. Die
Sekretion von IP-10 kann durch IFNy drastisch hochreguliert werden. Dieses Chemokin kann
weitere Zellen des Immunsystems an den Ort des Geschehens rekrutieren. Hauptsachlich
werden T-Lymphozyten und Makrophagen angelockt. Granulozyten werden nur minimal
beeinflusst. Simpson et al. fand im post-mortem-Gewebe von MS-Patienten eine erhohte
Konzentration von IP-10 und ordnete es den aktivierten Makrophagen und Mikrogliazellen zu

(Simpson et al. 2000).

1.4.3 VITALITAT VON MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA NACH DER MYELINPHAGOZYTOSE
Bis dato gibt es wenige Berichte dariiber, dass das Myelin bzw. die Myelinphagozytose eine

Auswirkung auf die Vitalitdt der Immunzellen haben kénnte. Kuhlmann et al. zeigten jedoch in
einem Experiment, dass Makrophagen, die Myelin aus den peripheren Nerven phagozytiert
haben, durch Apoptose absterben (Kuhlmann et al. 2001). Zudem fanden Nguyen, K. B. et al.

apoptotisch verdnderte mononukledre Phagozyten in Meningen, perivaskuldren Riumen und im
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Parenchym der weifSen und grauen Substanz des Riickenmarks bei Ratten, die an EAE oder an
der chronisch schubformigen EAE litten (Nguyen, K. B. et al. 1994). Es ist bekannt, dass
Immunzellen, die in ihrer Funktion beeintrichtigt sind oder deren Funktion nicht mehr
gebraucht wird, wie z.B. nach Beendigung einer inflammatorischen Reaktion, still durch

Apoptose beseitigt werden konnen.

Der schubformige Verlauf der MS deutet darauf hin, dass die immunologisch-entziindliche
Maschinerie wiederholend selbststdndig zum Erliegen kommt. Ob es durch die von Boven et al.
beschriebenen (Boven et al. 2006) immunsuppressiven Effekte oder durch das Absterben der
Zellen im Sinne eines programmierten Zelltodes (Kuhlmann et al. 2001; Nguyen, K. B. et al.
1994) geschieht, ist fraglich. Jedenfalls ware der Hinweis, dass sich die Myelinphagozytose auf
die Vitalitdt der Makrophagen und Mikrogliazellen auswirken kann, eine wichtige Beobachtung

in diesem Zusammenhang (schematisch hervorgehoben durch den Punkt 3 in der Abb. 8).

1.5 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT
Als Erstes modchten wir zeigen, dass Makrophagen und Mikrogliazellen in vitro

Myelinbruchstiicke aus dem zentralen Nervensystem, suffizient und ohne eine notwendige
Opsonisierung mit Komplementfaktoren, phagozytieren konnen. Die Bestitigung dieser
Hypothese durch mikroskopische und fluorometrische Methoden ist die Grundvoraussetzung

fiir unsere weiteren Untersuchungen.

Zum weiteren mochten wir die Wirkung der Myelinphagozytose, oder des Myelins selbst, auf die
Makrophagen und Mikroglia demonstrieren. Dazu gehort zum einen die zeitliche und die
dosisabhdngige Analyse der Sekretion proinflammatorischer Zytokine TNFo und IP-10 in
Myelin-behandelten Mikrogliazellkulturen. Zum anderen soll iiberpriift werden, ob sich die
Myelinphagozytose auf die Vitalitdt der Makrophagen und Mikroglia auswirken kann, oder ob

diese unbeeintrachtigt bleibt.
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Abb. 8

Schematische Hervorhebung der in dieser Arbeit untersuchten Prozesse im Bezug auf die MS-Pathogenese.
1.Phagozytose von Myelin durch Makrophagen und Mikroglia. 2.Sekretion proinflammatorischer Zytokine TNF in
IP-10 nach der Myelinphagozytose. 3.Vitalitat der Makrophagen und Mikrogliazellen nach der Myelinphagozytose.
Modifiziert nach R&D-Systems (2006)
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 [ISOLATION, QUANTIFIZIERUNG UND MARKIERUNG VON MYELIN

2.1.1 ISOLATION
Myelin wurde aus dem Nervengewebe von 6 Monate alten Mausen nach dem bekannten

Protokoll von Norton und Poduslo (1973) gewonnen.
Die Isolation erfolgte in 5 Schritten.

2.1.1.1 Grobe Myelinpraparation
Ein Mausgehirn (ca. 500mg) wurde gewogen und mit 10ml einer 0,32 M Sucroseldsung (5%

Gewicht/Volumen) in einem Glashomogenisator (Dounce homogeniser) homogenisiert. In 2
Zentrifugenrohrchen wurden dann jeweils 5ml des Homogenates tiber die dquivalente Menge
von 0,85 M Sucroseldsung aufpipettiert. In einer auf 10°C vorgekiihlten Ultrazentrifuge wurden
die Losungen bei 75 000 x g tiber 30 Minuten zentrifugiert. Danach wurde die mittlere Fraktion

bzw. Interphase (siehe Abb. 9), die grobes Myelin beinhaltet, entnommen. Der Rest wurde

verworfen.

<

0,35 M

Sucroselésung

grobes Myelin

0,85 M

Sucroselésung
vor dem Zentrifugieren nach dem Zentrifugieren isoliertes Myelin in der

bei 75000 x g Interphase

2.1.1.2 Auswaschen der Sucroselésung
Die Interphasen wurden jeweils in ein Zentrifugenréhrchen mit 10ml sterilem Wasser pipettiert

und bei 75 000 x g liber 15 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen.

2.1.1.3 Erster osmotischer Schock und Entfernung kleiner Membranfragmente
Das Sediment wurde erneut mit 10ml sterilem Wasser resuspendiert, fiir 10 Minuten auf Eis

gelegt und anschlief}end bei 12000 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der

Uberstand verworfen.
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2.1.1.4 Zweiter osmotischer Schock
Identisch mit dem 3. Schritt.

2.1.1.5 Zentrifugieren eines diskontinuierlichen Sucrosegradienten zur
Isolation des gereinigten Myelins
Die Sedimente aus beiden Réhrchen wurden insgesamt in 5,5ml einer 0,32 M Sucroselésung

resuspendiert und in ein Zentrifugenrohrchen auf 5,5ml einer 0,85 pM Sucroselésung
aufpipettiert. Analog zum Schritt 1 und 2 wurde das Myelin erneut zentrifugiert und von der
Sucrosel6sung befreit. Zum Schluss wurde das gewonnene Myelin, je nach Ausbeute, mit 100 bis

1000 pl PBS resuspendiert.

2.1.2 QUANTIFIZIERUNG
Die Myelinkonzentration wurde anhand des Proteingehalts im Myelin mit der Bradford-Assay

bestimmt.

Als Standard wurde Bovines Serum-Albumin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D) in

einer Konzentrationsverdopplungsreihe bis 200 pg/ml verwendet.
Protokoll:

1. In eine 96-Well-Mikrotiterplatte jeweils doppelt 20ul Wasser, 20ul aus der
Konzentrationsverdopplungsreihe und 20pl des 1:20 verdiinnten Myelins pipettieren

2. In jedes Well 200pl einer 1:5 verdiinnten Losung des BioRad dye reagent (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, D) pipettieren

3. Wellinhalt mischen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

4. In einem Photometer, bei 590nm fiir Messfilter und 540nm fiir Referenzfilter, auswerten.

2.1.3 MARKIERUNG
Myelin wurde mit Cy3, einem Cyanin-Farbstoff, markiert, um die Analysen mittels

Durchflusszytometrie und konfokaler Mikroskopie zu ermdéglichen. Dazu wurde ein Cy3 Mono-

Reactive Dye Pack von der Firma Amerrsham, Freiburg, D verwendet.

Myelin wurde in einer 0,1M NaHCO3-Na;COz Losung auf die Konzentration von 1mg/ml
verdiinnt. Dann wurde 1ml der verdiinnten Lésung mit dem Cy3-Farbstoffpulver gemischt und
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der ungebundene Farbstoff wurde mittels Gel-
Chromatographie abgetrennt. Die finale Myelinkonzentration wurde mittels Photometrie bei

552nm bestimmt.
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2.2 ZELLKULTUR VON PRIMAREN MIKROGLIA UND PERITONEALEN MAKROPHAGEN

2.2.1 MIKROGLIA

2.2.1.1 Isolation von primiren Mikroglia
Primdre Mikroglia wurden entsprechend der Methode nach Giulian und Baker (Giulian und

Baker 1986) von Gehirnen neugeborener C57BL/6NCrl Wildtyp-Mause im Alter von 3-5 Tagen
prapariert. Die Gehirne wurden von Meningen manuell befreit, im Kulturmedium fiir Mikroglia
mechanisch zertrimmert und nachfolgend im PBS mit 0,25% Tripsin (Sigma Aldrich Chemie

GmbH, Taufkirchen, D) homogenisiert.

2.2.1.2 Kultur von primaren Mikroglia
Die Zellen wurden in einer Zellkulturflasche (75cm?) mit 10ml Kulturmedium fiir Mikroglia und

10% Bovines Serum-Albumin (BSA) bei 37°C und 10% CO kultiviert. Eine Zelldichte von 85x104
Zellen/ml wurde angestrebt. Nach 7 Tagen wurden die primdren Mikroglia durch intensives
Schaukeln der Zellkulturflasche fiir 2 Stunden bei 37°C und 200rpm ins Medium mobilisiert. Die
Astrozyten blieben dabei am Boden der Zellkulturflasche haften. Die gesammelten Zellen
wurden in einer neuen Zellkulturflasche mit 10ml oder direkt in einer 24-Well-Mikrotiterplatte
mit 300ul/Kammer Kulturmedium fiir Mikroglia und 10¢ Zellen /ml ausplattiert. Die Adhdrenz

und Morphologie der Zellen wurde mittels Lichtmikroskopie kontrolliert.

2.2.2 MAKROPHAGEN

2.2.2.1 Isolation von peritonealen Makrophagen
Die Peritonealmakrophagen wurden aus C57BL/6NCrl-Wildtyp-Mausen (Charles River WIGA

GmbH, Sulzfeld, D) im Alter zwischen 7 und 13 Wochen gewonnen.

Um vermehrte Migration von Makrophagen in die Bauchhohle zu induzieren, wurde das etablierte
Modell einer durch Thioglykolat induzierten abakteriellen Peritonitis verwendet (Taylor et al. 2000).
Die Maus wurde mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden) betdubt. Danach wurde 1 ml vom sterilen 3%-
igen Thioglykolat (BD GmbH, Heidelberg, D) intraperitoneal appliziert. Nach 3 Tagen wurden die
Makrophagen mittels Peritoneallavage isoliert und im Ndhrmedium durch Zentrifugieren bei 250 x g
mehrfach gewaschen.

2.2.2.2 Kultur von peritonealen Makrophagen
Fiir die Zellkultur wurden 24-Well-Zellkulturplatten verwendet. In ein Well mit 300ul

Nahrmedium wurden 3x105 Makrophagen pipettiert. Die Zellkulturplatte wurde fiir 24 Stunden
bei 37°C und 10% CO: in einen Zellinkubator platziert, um die Makrophagen auf den Boden der

Zellkulturplatte adhérieren zu lassen. Nach dieser Inkubationszeit wurden alle Wells unter
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einem Lichtmikroskop auf Adhdrenz und Morphologie der Makrophagen kontrolliert. Es wurde

gleichzeitig eine Fotodokumentation erstellt.

2.2.3 ZELLENBERECHNUNG
Zur Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitit der Zellen wurden 10ul des resuspendierten

Sediments mit 90ul Trypanblau (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D) in einer 96-Well-

Mikrotiterplatte vermischt.

Trypanblau wird aufgrund der Membrandurchlassigkeit nur von den toten Zellen aufgenommen.
Dabei erscheinen vitale Zellen klein und lichtbrechend, wahrend tote Zellen vergréfiert und
blau-gefarbt erscheinen. Sowohl die Gesamtzellzahl pro Milliliter als auch der Prozentsatz vitaler

Zellen in der Suspension kann mit dieser Methode bestimmt werden.

10ul von der Trypanblau-Zell-Suspension wurden an den Deckglasrand der Neubauer

angebracht. Die Zellen wurden ausgezahlt und auf Vitalitat tiberpriift.

2.2.4 PUFFER UND LOSUNGEN FUR DIE ZELLKULTUREN
Alle Medien und Losungen wurden mit Millipore Express® PLUS 0,22um [Millipore, USA] filtriert.

2.2.4.1 PM Medium
Nahrmedium fiir Peritonealmakrophagen in allen Versuchsphasen.

Zusammensetzung fiir 500 Milliliter Medium:

Menge Produkt Hersteller

435 ml RPMI-1640 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
50 ml [10%)] Fetales Kalberserum PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU

10 ml [2%)] Glutamax Gibco, Eggenstein, D

5 ml [1%)] Penicillin / Streptavidin Gibco, Eggenstein, D
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2.2.4.2 Mikroglia Medium
Nahrmedium fiir Mikroglia in allen Versuchsphasen.

Zusammensetzung fiir 500 Milliliter Medium:

Menge Produkt Hersteller

217,5 ml DMEM PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
217,5 ml HAM.F10 PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
50 ml [10%)] Fetales Kalberserum PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
10 ml [2%)] Glutamax Gibco, Eggenstein, D

5 ml [1%)] Penicillin / Streptavidin Gibco, Eggenstein, D

2.2.4.3 PBS

Verdiinnungsmedium und Waschmedium fiir ELISA.

Zusammensetzung fiir 1000 Milliliter Medium.

Menge Produkt Hersteller
1000 ml Steriles Wasser PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
9,6 ¢ Dulbecco’s Phosphate Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Buffered Saline

2.3 AUSWERTUNG DER PHAGOZYTOSE VON MYELIN IN VITRO

2.3.1 LICHTMIKROSKOPIE
Die lichtmikroskopischen Untersuchungen von Makrophagenzellkulturen erfolgten nativ in

einer 24-Well-Mikrotiterplatte und ohne Fixierung.

Dafiir wurde das invertierte Lichtmikroskop Axiovert 40 CFL der Firma Zeiss, Gottingen

verwendet. Digitale Aufnahmen wurden mit einer Canon PowerShot G5 Digitalkamera erstellt.
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2.3.2 ELEKTRONENMIKROSKOPIE
2.3.2.1 Probenvorbereitung
Peritoneale Makrophagen wurden in einer 25cm2-Zellkulturflasche mit einer Dichte von 1x105

Zellen/ml (= 4,2x10¢ Zellen/4,2ml) ausplattiert und bei 37°C, 10% CO; liber Nacht inkubiert.
Danach wurde die Zellkultur mit 5ug/ml Myelin fiir 24 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation
wurde das Medium entfernt und die Zellkultur mit frischem Medium 2-mal gewaschen. Die
adhérenten Makrophagen wurden mit einem Zellschaber ins Medium mechanisch abgelost und
bei 250 x g, 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden mit PBS
resuspendiert und gewaschen. Der Waschprozess wurde noch einmal wiederholt. Anschlief3end
wurde das Zellpellet mit 3% Glutaraldehyd (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D) fiir 1-

2 Stunden fixiert und 2-mal mit PBS gewaschen.

2.3.2.2 Protokoll der Fixierung und Einbettung
Das Zellpellet wurde nach folgendem Protokoll aufgearbeitet. Alle Reagenzien wurden von

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D erworben.

Nachfixieren

1% OsO, 1 Stunde bei +4°C

Auswaschen in PBS 2 x5 Minuten

50%-Ethanol 1x10 Minuten
0,5% Uranylacetat in 70%-Ethanol 1 Stunde im Kihlschrank
80%-Ethanol 1x10 Minuten
96%-Ethanol 1x10 Minuten
100%- Ethanol 1x15 Minuten
Propylenoxid 2x10 Minuten

Avraldit : Propylenoxid = 1:1 1x35 Minuten
Avraldit : Propylenoxid = 2:1 1x35 Minuten
Avraldit 1 Stunde (davon 20 Minuten bei Raumtemperatur und

40 Minuten im Brutschrank bei 40°C)

31



Material und Methoden

Trocknen

In vorgetrocknete Kunststoffkapseln Araldit einfullen, 48 Stunden bei 60°C

Zellpellet einlegen

Schneiden

<0,1 pm diinne Schnitte mit dem Mikrotom Ultracut von der Firma Reichert Jung — heute Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, D

2.3.2.3 Mikroskopie
Die Proben wurden mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop EM-10 der Firma Zeiss,

Gottingen, D mikroskopiert.

2.3.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
2.3.3.1 Prinzip

Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der a

Emission von optischen Signalen seitens der Zelle, DG

wenn diese einen Laserstrahl passiert. Hierbei A ,:_.5_:’ Y- .\.

werden in einer Losung befindliche Zellen durch "?ﬁ P

eine Kapillare gesaugt und passieren im o\

Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Vorher ist / Jﬂ
eine  Inkubation mit Fluorophor-markierten ‘
Antikoérpern notwendig. Die Zelle emittiert dabei k

Streulicht, woraus man unterschiedliche "'&’ f

Eigenschaften der Zelle ableiten kann. Die Zellen ppp 10

konnen in unterschiedliche Fraktionen sortiert und

Prinzip der Durchflusszytometrie
gezahlt werden. Schematische Darstellung findet P n

sich in der Abb. 10.

2.3.3.2 Durchfiihrung
Primdre Mikroglia wurden in einer 24-Well-Mikrotiterplatte und 3x10> Zellen/Kammer

inkubiert. Cy3-markiertes Myelin wurde den Zellen in Konzentration von 2pug/ml fiir 1, 2, 6 oder
24 Stunden zugegeben. Als Positivkontrolle wurden die Zellen zuerst mit 5uM Cytochalasin D fiir
eine Stunde inkubiert und nachfolgend mit 2pg/ml Myelin. Nach der Inkubation wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D)
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vom Kammerboden abgeldst. Die mittlere Fluoreszenzintensitit vom Cy3-markierten Myelin

wurde unmittelbar danach in einem Durchflusszytometer gemessen.

2.3.4 KONFOKALE MIKROSKOPIE

Primére Mikroglia wurden in einem Chamber Slide

Mikroglia

System (Objekttrager mit Zellkammer) der Firma
Nunc ausplattiert. Fiir 2 Stunden wurden die Zellen
mit 2pg/ml Cy3-markierten Myelin bei 37°C und 10
CO2 inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 4%-
igem Paraformaldehyd (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, D) fixiert und mit 0,2% Triton
X-100 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

D) permeabilisiert. Nach der Blockierung mit 10% [ —— = Cy3 markiertes Myelin

Ziegenserum wurden die Zellen tiber Nacht bei 4°C @ Myelin k. Cy5 markiertes LAMP-2

mit Rattenantikdrpern gegen das Lysosomen- Abb. 11

iierte-Memb tein-2 (LAMP-2) inkubiert.
assozlierte-Membarnprotein-2 ( ) inkubier Markierung der Zielstrukturen fiir die

Das Zellsystem wurde mit PBS gewaschen und mit . .
Fluoreszenzmikroskopie. Lysosomen wurden

Cy5-markierten Ziegenantikorpern gegen Ratten- mit Cy5 (griin) markiert. Myelin wurde mit Cy3

IgG fiir eine Stunde inkubiert. Schematische (rot markiert) Modifiziert nach R&D-Systems

Darstellung der Zellpraparation findet sich in der (2004)
Abb. 11

Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit Mowiol fixiert. Die Objekttrager wurden

bis zur Durchfiihrung der konfokalen Mikroskopie an einem dunklen Ort aufbewahrt.

2.4 MESSUNG INFLAMMATORISCHER ZYTOKINE

Die proinflammatorischen Zytokine TNFo und IP-10, wurden in dieser Arbeit aus dem

Zellkulturmedium mittels ELISA bestimmt.

2.4.1 SANDWICH ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

2.4.1.1 Prinzip
Diese Methode verwendet zwei Antikorper, die beide spezifisch an das nachzuweisende Antigen

binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antikorper an unterschiedlichen Epitopen an das

33



Material und Methoden

Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig
behindern wiirden. Eine schematische

Veranschaulichung dieses Prinzips findet

) ™
sich in der Abb. 12. e ®‘ e

.‘\ -4 % 3 e

R . Detacton Antibady | - 3 **

Der erste Antikorper (Capture Antibody) f -
wird am Boden einer 96-Well- t

Target Prol ]
Mikrotiterplatte gebunden. Die Probe mit s 4 “"/

w 7
dem nachzuweisenden Antigen wird dann in L —
die Wells gegeben und eine Zeit lang ‘ 1
inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet der an
Sandwich Elisa

die Platte gebundene Antikérper das in der

Probe vorhandene Antigen (Target Protein).
Abb. 12

Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die

Platte gewaschen. Die ungebundenen Prinzip der ELISA. Beschreibung im Text.

Bestandteile der Probe werden dadurch Modifiziert nach Cell-Signaling-Technology (2007).

entfernt und zuriick bleibt nur das am

(Capture-) Antikorper gebundene Antigen (Target Protein). Im nichsten Schritt wird ein
Detektionsantikorper (Detection Antibody) zugegeben, der als prosthetische Gruppe das
Vitamin Biotin besitzt. Dieser zweite Antikorper bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht
der Antikorper-Antigen-Antikérper Komplex (deshalb der Name Sandwich-ELISA - das Antigen
ist zwischen die beiden Antikdérper wie in einem Sandwich gepackt). Danach wird der
Uberschuss mit PBS ausgewaschen. Nun wird Streptavidin (Strep.) gebunden an die
Meerrettichperoxidase (HRP) zugegeben. Streptavidin (Strep.) besitzt eine hohe Affinitiat zu
Biotin, mit welchem die Detektions(Detection)-Antikdrper konjugiert sind. Durch erneutes
Waschen der Platte wird der iiberschiissige Streptavidin-HRP Komplex ausgewaschen. Ein
Chromogensubstrat (TMB Substrate) aus Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid
(H202) wird zugegeben. Die Meerrettichperoxidase metabolisiert das Chromogensubstrat (klar
durchsichtig) zu einem Chromogenprodukt, welches eine blaue Farbe aufweist. Die
Farbenintensitdt ist proportional zur Menge des gesuchten Proteins bzw. Antigens. Die
enzymatische Reaktion wird mit Stopppuffer beendet. Dabei &dndert sich die Farbe des

Chromogenproduktes in Gelb. Die quantitative Analyse erfolgt im Photometer.
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2.4.1.2 Material
2.4.1.2.1 Antikorper, Substrat

Produkt Hersteller
Mouse TNF-alpha/TNFSF1A DuoSet R&D Systems GmbH, Wiesbaden, D
Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 DuoSet R&D Systems GmbH, Wiesbaden, D

Substrate Reagent Pack (Color reagent A, Color R&D Systems GmbH, Wiesbaden, D
reagent B)

2.4.1.2.2 Puffer
2.4.1.2.2.1 Blockierungspuffer

Menge Produkt Hersteller

PBS
1% Bovine Serum Albumin SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
5% Sucrose Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

2.4.1.2.2.2 Reagent Diluent

Menge Produkt Hersteller
PBS
1% Bovine Serum Albumin SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

2.4.1.2.2.3 Stopppuffer

Menge Produkt Hersteller

2N H,SO, Merck KGaA, Darmstadt, D

2.4.1.3 Protokoll am Beispiel von TNFa
1. Capture Antibody im Verhailtnis 1:180 mit PBS verdinnen und in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte 100ul pro Well pipettieren
2. Die Platte mit Klebefolie verschliefden und bei Raumtemperatur iiber Nacht inkubieren
lassen

3. Platte ausschlagen und 3-mal mit PBS + 0,05% Tween waschen, auf Papier abtrocknen
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

300ul Blockierungspuffer in jedes Well pipettieren und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubieren lassen

Standard vorbereiten. Rekombinant hergestelltes TNFa auf eine vom Hersteller
empfohlene Konzentration bringen (TNFa: 2000pg/ml) und in einer Serie 6-mal 1:2 im
Reagent Diluent verdinnen. Als letzten Standard nur Reagent Diluent verwenden.
Jeweils 100 pl in jedes Well pipettieren. Dieses zusdtzlich als Duplikat in eine zweite

Wellreihe wiederholen.

Konzentration 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 0

von TNFa pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Von den Zelliberstinden (Proben) jeweils 100ul pro Well pipettieren. Duplikate
erstellen.

Platte mit Folie verschliefden und bei Raumtemperatur 2 Stunden inkubieren.

Platte ausschlagen und 3-mal mit PBS + 0,05% Tween waschen, auf Papier abtrocknen
Detection Antibody 1:180 mit Reagent Diluent verdiinnen und 100pl in jedes Well
pipettieren.

Platte mit Folie verschliefden und bei Raumtemperatur 2 Stunden inkubieren.

Platte ausschlagen und 3-mal mit PBS + 0,05% Tween waschen, auf Papier abtrocknen
Streptavidin-HRP mit Reagent Diluent 1:200 verdiinnen und 100ul in jedes Well
pipettieren.

Platte mit Folie verschlieffen und bei Raumtemperatur 20 Minuten im Dunkeln
inkubieren.

Platte ausschlagen und 3-mal mit PBS + 0,05% Tween waschen, auf Papier abtrocknen
Chromogensubstrat aus 1:1 Color Reagent A (H:0:2) und Color Reagent B
(Tetramethylbenzidin) vorbereiten und 100pl in jedes Well pipettieren.

Platte mit Folie verschlieffen und bei Raumtemperatur 20 Minuten im Dunkeln
inkubieren.

50ul Stopppuffer pro Well pipettieren

Die Platte im Photometer mit 450nm fiir Messfilter und 540nm fiir Referenzfilter

auswerten.
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2.5 VITALITATSMESSUNGEN VON MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA

2.5.1 MIKROGLIA

2.5.1.1 MTT Assay

2.5.1.1.1 Prinzip

Der MTT Assay (Mosmann 1983) ist ein kolorimetrischer Test und beruht auf einer NADPH-

abhingigen Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes zu violetten Formazankristallen (siehe Abb.
13). Die Formazankristalle sind im Wasser unléslich, weswegen es erforderlich ist, diese vor der

photometrischen Messung z.B. mit Propanol aufzuldsen.

Mitochondriale
O und nicht-mitochondriale
N N=
N

N
Enzyme @_</ H
G :N’N N= N
fCHB \3"0"’3
CH; CHs
-
3,[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5- MTT Formazan

diphenyl-tetrazoliumbromid

Abb. 13

Prinzip und Ablauf der chemischen Reaktion bei dem MTT Assay.

Die Reduktion von MTT wird allgemein als ,zellulire Reduktionsaktivitat“ betrachtet (Marshall
et al. 1995). Somit eignet sich der MTT Assay als Vitalitats-(Satoh et al. 1996; Shearman 1996)
und Zellproliferationsassay (Scudiero et al. 1988). Die Reaktion soll hauptsichlich durch
mitochondriale Enzyme und Elektronentransporter, wie die Komplexe der Atmungskette,
katalysiert werden (Marshall et al. 1995; Pereira et al. 1998; Satoh et al. 1996). Einige
Arbeitsgruppen weisen aber darauf hin, dass die Reduktion von MTT auch durch eine Reihe von
nicht-mitochondrialen Enzymen katalysiert werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass das
endoplasmatische Retikulum (Berridge und Tan 1993; Goodwin et al. 1996), das Zytosol
(Goodwin et al. 1996) selbst und die Plasmamembranen (Bernas und Dobrucki 2000; Green und
Pratt 1990; Nisimoto und Otsuka-Murakami 1990) an der Reduktion von MTT beteiligt sind.
Bernas und Dobrucki (2002) haben gezeigt, dass nur 25%-45% des reduzierten Formazans in

der unmittelbaren Nahe von Mitochondrien lokalisiert ist.
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2.5.1.1.2 Material

Produkt Hersteller

TACS™ MTT Cell Proliferation Assay Trevigen Inc., Gaithersburg, USA

2.5.1.1.3 Protokoll
1. Zellen in eine 24-Well-Platte ausplattieren, mit Myelin bzw. positiver Kontrolle (H203)

behandeln.

2. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden in jedes Well mit 300l Inhalt 30pl von MTT
pipettieren.

3. Die Platte fiir 2-4 Stunden bei 37°C inkubieren lassen.

4. 300pul Detergent Reagent in jedes Well pipettieren und bei Raumtemperatur und im
Dunklen fiir maximal 24 Stunden inkubieren.

5. Wellinhalt mischen und 100yl in eine 96-Well-Platte umpipettieren.

6. Im Photometer mit Messfilter 570nm und Referenzfilter 650nm auswerten.

2.5.1.2 LDH Zytotoxizititsassay

2.5.1.2.1 Prinzip

Der LDH-Zytotoxizititsassay ist eine kolorimetrische Methode, welche die Aktivitit bzw.
Konzentration der freigesetzten Laktatdehydrogenase (LDH) misst. Die Laktatdehydrogenase
(LDH) ist ein Enzym, welches die

Oxidation von Laktat zu Pyruvat und die LDH

gleichzeitige Umwandlung von NAD+ zu

NADH Kkatalysiert. Steigt die LDH-

Aktivitat im Extrazellularraum, so ist dies w

auf  einen Zerfall von Zellen NADH + INT — NAD+ + Formazan

zurickzufithren. Dadurch kann die

NAD+ + Laktat - Pyruvat + NADH

farblos .y reTor

Zytotoxizitdit der zu behandelnden

Substanz erfasst werden. Abb. 14

Laborchemisch baut die LDH-Freisetzung  pyinzip ynd Ablauf der chemischen Reaktion bei dem LDH
auf dem gleichen Prinzip wie der MTT- Zytotoxizitatsassay.

Assay auf. Auch hier werden

Tetrazoliumsalze fiir die kolorimetrische Auswertung eingesetzt. Die ablaufende chemische

Reaktion ist in der Abb. 14 dargestellt.
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2.5.1.2.2 Material

Produkt Hersteller

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Promega GmbH, Mannheim, D

2.5.1.2.3 Protokoll
1. Zellen in eine 24-Well-Platte ausplattieren, mit gewiinschter Konzentration von Myelin

bzw. positiver Kontrolle behandeln.
2. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden aus jedem Well 50ul Zelliiberstand in eine
96-Well-Mikrotiterplatte pipettieren.
50ul von aufgelostem Substrat in jedes Well dazu pipettieren
Die Platte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur ohne Lichteinwirkung inkubieren lassen.

50ul von der Stop-Losung in jedes Well pipettieren

o 1ok W

Im Photometer bei 490nm (Messfilter) auswerten.

2.5.2 MAKROPHAGEN

2.5.2.1 Messung der Aktivitit der Caspasen 3 und 7

2.5.2.1.1 Prinzip

Die Messung der Caspasen 3 und 7 basiert auf der Spaltung eines profluoreszenten Substrats

durch die Caspasen 3 und 7. Das Substrat Rhodamine 110 (bis-[N-CBZL-aspartyl-L-glutamyl-L-
valyl-L-aspartic acid amide; Z-DEVD-R110]) besitzt 2 Peptidmolekiile, die verhindern, dass es
als Fluorophor aktiv wird. Nach der Abspaltung der Peptidmolekiile durch die Caspasen 3/7 und
Exzitation bei 499nm, emittiert das Fluorophor griines Licht von der Wellenldnge 521nm. Die
Intensitdt ist proportional zur Caspasenaktivitit. Die Messung erfolgt mit einem
Fluoreszenzreader. Schematische Darstellung der ablaufenden Reaktion findet sich in der
Abb. 15.

Z-DEVD-NH NH-DVED-Z H2N

Caspase-3/7

Abb. 15

Prinzip und Ablauf der chemischen Reaktion bei der Bestimmung der Caspasenaktivitdt 3 und 7. Enzymatische
Spaltung des profluoreszenten Rhodamins 110 in ein fluoreszentes Produkt durch die Caspasen 3 und 7.

39



Material und Methoden

2.5.2.1.2 Material

Produkt Hersteller

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega GmbH, Mannheim, D

2.5.2.1.3 Protokoll
1. Zellen in einer schwarzen, undurchsichtigen 96-Well-Platte ausplattieren, mit Myelin

bzw. positiver Kontrolle behandeln. Maximalvolumen 100ul/Well.

2. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden in jedes Well 100ul des Substrat-
Reaktionsgemisches pipettieren.
30 Sekunden auf einem Mikrotiterplattenmischer bei 300-500 rpm schiitteln lassen

4. Mindestens 30 Minuten und maximal 18 Stunden bei Raumtemperatur ohne
Lichteinwirkung inkubieren.

5. Messung im Fluoreszenzreader Tecan Safire?, bei Exzitation = 499nm und

Emission=521nm

2.5.2.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials AY
2.5.2.2.1 Prinzip
Das mitochondriale Membranpotential AY wurde mit dem lipophilen Fluorophor JC-1 (5,5',6,6'-

tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazole-carbocyanine iodide) gemessen, welches selektiv
in die Mitochondrien der Zelle diffundieren kann. JC-1 kann als Monomer oder als Polymer
vorkommen. Ist das AY intakt, so kann JC-1 die Mitochondrienmembran passieren und bildet
unter der inneren Mitochondrienmembran, in der mitochondrialen Matrix, Polymere aus.
Kommt es jedoch zur Schadigung der Mitochondrien, dufiert sich das durch Zusammenbruch des

AY (Depolarisation). JC-1 bleibt dann als Monomer im Zytoplasma der Zelle.

Das JC-1 Monomer-unterscheidet sich von dem Polymer durch die Exzitations- und

Emissionswellenldnge. Die Abb. 16 verdeutlicht diese Zusammenhéange.
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ZYTOPLASMA ZYTOPLASMA

AURERE MITOCHONDRIENMEMBRAN AURERE MITOCHONDRIENMEMBRAN

MITOCHONDRIALE MATRIX MITOCHONDRIALE MATRIX
Abb. 16

Intaktes Mitochondrium und A¥Y Schédigung des Mitochondriums und

Zusammenbruch des AW

2.5.2.2.2 Material
Produkt Hersteller

Mitochondria Staining Kit Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

2.5.2.2.3 Protokoll
1. Die Makrophagen in einer 24-Well-Mikrotiterplatte (fiir Fluoreszenzmikroskopie) oder

einer schwarzen, undurchsichtigen 96-Well-Mikrotiterplatte inkubieren
2. Die Zellkultur mit Myelin und positiven Kontrollsubstanzen behandeln. Mindestens 2
Wells fiir negative Kontrolle unbehandelt lassen.
3. 24 Stunden bei 37°C und 5%CO; inkubieren.
4. Vorbereitung der Farbeldsung (Staining Solution):
a. 25plder]C-1-Stock-Losung (200x) mit 4ml Wasser (im Kit enthalten)
b. durch ,Vortexen die Losung gut mischen
5. Die Farbel6sung mit dem Zellkulturmedium vermischen, so dass sich eine Konzentration
von 5ug/ml JC-1 ergibt (Final Solution).
6. 50pul pro 100pl Wellinhalt von der Final Solution in jedes Well pipettieren

7. Ab hier vor Licht schiitzen!
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8. 30 Minuten bis 1 Stunde bei 37°C und 5% CO; inkubieren
9. Wells 2x mit PBS waschen
10. Mit PBS auf den urspriinglichen Wellinhalt auffiillen.

2.5.2.2.4 Quantitative Bestimmung - Fluorometrie
So schnell wie moglich einmal bei Exzitation 485nm / Emission 535nm (=Monomer) und einmal

bei Exzitation 535nm / Emission 590nm (=Polymer) im Tecan Safirez messen.

2.5.2.2.5 Qualitative Bestimmung - Fluoreszenzmikroskopie
So schnell wie moglich einmal beim griinen und einmal beim roten Filter mikroskopieren und

digitale Aufnahmen erstellen. Verwendet wurde Nikon Eclipse TE2000-U.

42



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Makrophagen und Mikroglia sind im Rahmen der Multiplen Sklerose die wichtigsten
Effektorzellen, die in aktiven Lasionen Myelin bzw. Myelinbruchstiicke phagozytieren. Die
Meinung beziiglich der Rolle von mononukledren Phagozyten in inflammatorischen MS-
Lasionen ist nicht schliissig. Auf der einen Seite sollen Makrophagen und Mikroglia die
inflammatorische Antwort potenzieren und den substantiellen Defekt vergrofiern (Benveniste
1997; Mosley und Cuzner 1996; Probert et al. 1995; Raivich und Banati 2004; Selmaj und Raine
1988; Selmaj et al. 1991; Sospedra und Martin 2005; van der Laan et al. 1996; Williams et al.
1994), auf der anderen Seite wird diesen eine wichtige antiinflammatorische und regenerative

Aufgabe zugeschrieben (Boven et al. 2006; Fadok et al. 1998).

Wir haben ein in-vitro-Modell der Myelinphagozytose nachgebaut, indem wir Makrophagen und
Mikroglia mit unterschiedlichen Konzentrationen von Myelin inkubierten. Dabei fokussierten

wir unsere Untersuchungen an das Verhalten der Zellen nach der Myelinphagozytose.

3.1 PHAGOZYTOSE VON MYELIN IN VITRO
Um die Auswirkungen der Myelinphagozytose auf die mononukledren Phagozyten untersuchen

zu konnen, war es notwendig zu zeigen, dass in unserer in-vitro-Versuchsanordnung das Myelin
sowohl von Makrophagen als auch von Mikroglia suffizient phagozytiert wurde. Eine andere
Moglichkeit wdre, dass Myelin an der Zelloberfliche haftet und von den Zellen nicht
internalisiert wird (Trotter et al. 1986). In weiteren vertiefenden Untersuchungen konnten wir
die zelluldiren Kompartimente bestimmen, in denen sich das phagozytierte Myelin befindet, und

eine quantitative Erfassung der Myelinphagozytose abhingig von der Zeit darstellen.

3.1.1 MAKROPHAGEN

3.1.1.1 Lichtmikroskopie
Murine peritoneale Makrophagen wurden in einer 24-Well-Zellkulturplatte (106 Zellen/ml) fiir

24 Stunden mit Myelin (0, 50, 100pg/ml) inkubiert (37°C, 10% CO3). Anschliefend wurden die

Zellen mit PBS gewaschen.

Mittels Lichtmikroskopie wurden die unterschiedlich behandelten Zellen auf morphologische

Veranderungen untersucht.

Die Zellen adhidrieren am Boden der Platte und bilden eine Teppichschicht (Monolayer).
Unbehandelte Makrophagen zeigen eine typische gezogene bis sternférmige Morphologie. Mit
zunehmender Myelinkonzentration werden die Zellen runder und balloniert, sind aber
weiterhin adhirent. Myelin imponiert in den Makrophagen als gelb-braune Blischen. Ahnlich
wie in den atheromatdosen Plaques der Atherosklerose, kommt es durch eine starke

Lipidbeladung zur Ausbildung sog. Schaumzellen.
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Abb. 18
Myelin)  Makrophagen mit 5pug/ml Myelin. Myelin imponiert
als gelb-braune Blaschen. Pseudopodien-reiche

Abb. 17
Adhdrierte  unbehandelte (0 pg/ml

Makrophagen.

(24 nach Inkubation = 48 Stunden nach Isolation) Morphologie. (24 nach Inkubation)

Abb. 20

Abb. 19

Makrophagen mit 100ug/ml Myelin. Veranderungen

Makrophagen mit 50pg/ml Myelin. Veranderung der
ahnlich zur Abb. 19. (24 nach Inkubation)

Morphologie in ballonierte Zellen, kaum erkennbare

Pseudopodien. (24 nach Inkubation)

44



Ergebnisse

3.1.1.2 Elektronenmikroskopie
Die Elektronenmikroskopie bietet detaillierte Einsicht in die Ultrastruktur der

Myelinphagozytose und schliefdt definitiv die Mdglichkeit aus, dass Myelinpartikel an der

Zelloberflache haften ohne internalisiert zu werden.

Die Makrophagen wurden in einer 25cm2-Zellkulturflasche (106 Zellen/ml) fiir 24 Stunden mit
15pg/ml Myelin inkubiert und anschliefdend nach dem Protokoll fiir die Elektronenmikroskopie

prapariert.

In den Ubersichtsaufnahmen in Abb. 21 und Abb. 22 kann man jeweils einen peritonealen
Makrophagen mit multiplen Phagosomen erkennen, in denen sich phagozytiertes Myelin
befindet. Gleichzeitig sind mehrere Lipidansammlungen (Lipidtropfchen) in den Zellen zu
finden. Diese besitzen keine begrenzende Membran und sind Ausdruck eines aktiven
Myelinabbaus. Aus der Zelloberflache stiilpen sich multiple Pseudopodien aus, was auf eine

Phagozytoseaktivitiat hindeutet. Extrazellular findet sich noch unphagozytiertes Myelin.

Abb. 21

Makrophage mit phagozytiertem Myelin: ® — Makrophage, My - Myelin, * — Phagolysosom, Lip -
Lipidtrépfchen, Nu — Nukleus; 5.000-fache Vergréf3erung
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5000 x

Abb. 22

Makrophage mit phagozytiertem Myelin: ® — Makrophage, My — Myelin, PLys — Phagolysosom, Lip -
Lipidtropfchen, Nu — Nukleus, griines Rechteck — VergroRerung in der Abb. 23; 5.000-fache VergroRerung

Innerhalb der Phagolysosome erkennt man die intakte Myelinstruktur (*) mit spiralartig
umwickelten Zellmembranen. Gleichzeitig findet eine aktive Auflosung und Degeneration () der

Myelinstruktur (Abb. 23 und Abb. 24) statt.
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Abb. 23

Degeneration von Myelin in Phagolysosom: ® — Makrophage, My — Myelin, Ex — Extrazellul&rraum, Ps —
Pseudopodium, * - intakte Myelinstruktur, ® — aufgeléste und degenerierte Myelinschichtung 100.000-fache

VergrélRerung
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Abb. 24

Degeneration von Myelin im Phagolysosom: ® - Makrophage, My — Myelin, Ex — Extrazellularraum, PLys —
Phagolysosom, * - intakte Myelinstruktur, & — aufgeltste und degenerierte Myelinschichtung, Mit — Mitochondrium

Typ Cristae. 80.000-fache VergroRerung

Myelin wird von den Zellen internalisiert und befindet sich in Phagolysosomen. In diesen kommt
es zur aktiven Auflosung und Zerstorung der physiologischen Ultrastruktur. In den

Makrophagen sind mehrere Lipidablagerungen als Lipidtropfchen zu finden.

3.1.2 MIKROGLIA
3.1.2.1 Fluoreszenzmikroskopie: qualitativer Nachweis
Mikroglia, auch als residente Makrophagen des ZNS bezeichnet, sind genauso wie die

peritonealen Makrophagen befahigt Myelin zu phagozytieren.

Um dies fir unsere in-vitro-Versuchsanordnung verifizieren zu konnen, haben wir das isolierte
Myelin unspezifisch mit einem Cy3-Fluorophor markiert. Eine Mikrogliazellkultur wurde dann
fir 24 Stunden mit 2pg/ml markiertem Myelin inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end

fixiert, permeabilisiert und mit einem zweiten, gegen LAMP-2 gerichteten und Cy5-Fluororphor-
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konjugierten, Antikorper behandelt. LAMP-2 (lysosome-associated membrane protein 2) ist ein
hoch N-glykosiliertes Protein in der Lysosomenmembran. Es findet sich nicht in der

Zellmembran (Eskelinen et al. 2003) .

Mittels Fluoreszenzmikroskopie war es dann moglich die Myelinbruchstiicke im Bezug zu den
(Phago-)Lysosomen zu lokalisieren. Die Abb. 25 zeigt in der iiberlagerten Aufnahme eine
ortliche Ubereinstimmung von phagozytierten Myelinpartikel und (Phago-)Lysosomen. Hiermit
konnten wir zeigen, dass auch Mikroglia Myelin in vitro internalisieren und dieses sich in

(Phago-)Lysosomen befindet.

Myelin LAMP-2 Uberlagerung

Abb. 25

Lokalisation des internalisierten Myelins innerhalb der Lysosome. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Im
linken Bild: Lokalisation von Cy3-markiertem Myelin (dargestellt in rot). Im mittleren Bild: Lokalisation von
(Phago-)Lysosomen mittels Cy5-markierten LAMP-2 Antikorper (dargestellt in griin). Im rechten Bild eine
Uberlappung. Messbalken entsprechen 10um.

3.1.2.2 Durchflusszytometrie: quantitativer Nachweis
Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen lediglich im Sinne einer Momentaufnahme

(Auswertung nach 24 Stunden) den qualitativen Nachweis, dass Myelin von Mikroglia und

Makrophagen phagozytiert wurde.

Um die Dynamik der Myelinaufnahme zu eruieren, wurden die Mikroglia in einer 24-Well-
Mikrotiterplatte kultiviert und mit 2 pg/ml Cy3-markierten Myelin fiir 0, 1, 2, 6 und 24 Stunden
behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde dann die mittlere Fluoreszenzrate (mFR)

gemessen, welche die ingestierte Myelinmenge reprasentiert.

Die Abb. 26 zeigt die resultierende Dynamik der Myelinaufnahme durch Mikroglia.
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Die Myelinphagozytose steigt proportional mit der Zeit an und ist bereits 1 Stunde nach der
Behandlung mit Myelin messbar. Ein Maximum wurde nach einer 6-stiindigen Inkubation
erreicht. Nach einer 24-stiindigen Inkubation ist die mittlere Fluoreszenzrate iiberraschend

erniedrigt.

Als Kontrolle wurde eine Zellkultur fiir 1 Stunde mit 5uM Cytochalasin D pra-inkubiert und
danach fiir 1 weitere Stunde mit 2pug/ml Cy3-Myelin und 5uM Cytochalasin D behandelt. Dies
fiihrte zu einer anndhernd vollstandigen Blockierung der Myelinphagozytose. Cytochalasin D ist
ein bekannter Inhibitor der Phagozytose, der die Aktinfilamentformation und -polymerisation

hemmt (Mimura und Asano 1976).
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Abb. 26

Quantitative Unterschiede in der Myelinphagozytose durch Mikroglia abhangig von der Zeit.
Die Menge am phagozytierten Myelin, hier als mittlere Fluoreszenzrate (mFR) des Cy3-Fluorophors gemessen,
steigt mit der Inkubationszeit an. Bereits nach 1 Stunde ist ein signifikantes Signal zu messen. Maximum wurde
nach 6 Stunden erreicht. Die Inkubation tiber 24 Stunden lieferte einen erniedrigten Wert.

Bei den mit Cytochalasin D behandelten Zellen kam es zu einer Blockierung der Myelinphagozytose (Alle
Messungen wurden unabhangig voneinander, mit gleicher Tendenz, mindestens 3-mal durchgeftihrt. Statistische
Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA), verglichen mit der Inkubation zum
Zeitpunkt 0 Stunden, *p<0,05; n=3 pro S&ule, SF=Standardfehler).

3.2 PHAGOZYTOSE VON MYELIN SUPPRIMIERT SEKRETION INFLAMMATORISCHER

ZYTOKINE IN MIKROGLIA
Wie bereits erwahnt, wird in der Literatur die Rolle der Makrophagen und Mikroglia im Rahmen

der MS, und deren Tiermodell - EAE, sehr kontrovers besprochen. Einige Autoren sehen diese
Zellen als die eigentlichen ,Vernichter” bzw. die Ursache fiir die aktive Myelinzerstérung und

den axonalen Schaden in aktiven in EAE- und MS-Lasionen (Brosnan und Raine 1996;
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Constantinescu et al. 2000; Mosley und Cuzner 1996; van der Laan et al. 1996; Williams et al.
1994). Pathophysiologisch wird dieser Effekt durch das Ausschiitten einer Reihe von
inflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-6, IP-10, freien Sauerstoffradikalen und

Stickstoffmonoxid erklart.

Im Gegenteil sehen andere Autoren mononukledre Phagozyten als Nekrophagen bzw. Scavenger-
Zellen und ,Stabilisatoren“ der Inflammation mit Ausschiittung neurotropher und
antiinflammatorischer Substanzen (Boven et al. 2006; Kerschensteiner et al. 1999). Die
Myelinphagozytose wird dabei als physiologische Antwort auf eine vorausgegangene

Schidigung und Zerstérung des Myelins interpretiert.

Unser Ziel war, durch ein geeignetes in vitro Modell, die Sekretion inflammatorischer Zytokine

(TNFo und IP-10) nach der Myelinphagozytose in Mikrogliazellen zu untersuchen.

3.2.1 ZYTOKINSUPPRESSION IN IFN y-AKTIVIERTEN MIKROGLIA
[FNy wird vor allem von autoreaktiven T-Lymphozyten sezerniert und spielt eine wichtige Rolle

in der Induktion und Unterhaltung einer lokalen inflammatorischen Antwort in der MS-
Pathogenese. Zu den Hauptrespondern von IFNy gehoren vor allem die mononukledren
Phagozyten. Diese werden somit aktiviert, was bedeutet, dass z.B. die Zellgrofie, Anzahl der
Lysosome, metabolische Aktivitat und die Phagozytosefdhigkeit zunehmen (Kumar et al. 2005B).
Durch IFNy kommt es auch zur erh6éhten Transkription von TNFa (Noronha et al. 1993) und IP-
10 (IFNy-induziertes Protein 10). Die Ausschiittung von TNFa flihrt zur Schadigung von Myelin
und Oligodendrozyten (Selmaj und Raine 1988; Selmaj et al. 1991) und IP-10 rekrutiert weitere

Immunzellen in das ,Zentrum des Geschehens".

Wir aktivierten primare Mikroglia mit IFNy (100 IU/ml) und behandelten diese anschliefRend fiir
24 Stunden mit 0, 5, 10, 50 pg/ml Myelin bzw. fiir die Positivkontrolle mit Latexpartikel. Die
Zytokinsekretion (TNFa, IP-10) wurde anschlief3end mittels ELISA aus dem Zellkulturmedium

bestimmt.

Die Myelin-behandelten (5, 10, 50 pg/ml Myelin) Zellen zeigten (Abb. 27 A und C) nach 24
Stunden eine reduzierte Sekretion von TNFa und IP-10. Die Sekretion von TNFa verhielt sich

umgekehrt proportional zur steigenden Myelinkonzentration.

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (0 pg/ml Myelin), fithrten die Latexpartikel zur

keinen signifikanten Verdnderung der TNFa und IP-10 Sekretion.
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Abb. 27

Myelinphagozytose supprimiert die Sekretion von TNFa und IP-10 in IFNy-aktivierten Mikroglia
Die Zellkultur prim&rer Mikroglia wurde 24 Sunden mit IFNy préstimuliert, anschlieRend
(A),(C) mit0, 5, 10 oder 50pg/ml Myelin und IFNy fir weitere 24 Stunden

oder
(B),(D) mit 10pg/ml Myelin und IFNy fiir weitere 0, 1, 3, 6, 24 oder 48 Stunden

inkubiert.
(Alle Messungen wurden unabh&ngig voneinander mindestens 3-mal durchgefihrt. Statistische Auswertung

erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) verglichen mit unbehandelten IFNy-aktivierten Zellen, *p<

0,05; #p> 0,05; n=3-10 pro S&ule).

In einer Folgeuntersuchung behandelten wir IFNy-aktivierte Mikroglia mit 10pug/ml Myelin fiir
unterschiedliche Zeitintervalle (0, 1, 3, 6, 24, 48 Stunden). Dadurch wollten wir die sekretorische
Aktivitat inflammatorischer Zytokine abhdngig von der Zeit darstellen. Die Sekretion von TNFa

und IP-10 wurde ebenfalls mittels ELISA aus dem Zellkulturmedium bestimmt.
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Die Behandlung mit Myelin fiihrte (Abb. 27 B und D) zu einer passageren Sekretionserh6hung
der proinflammatorischen Zytokine (TNFa und IP-10) in der ersten Phase (< 6 Stunden) und zu
einer zunehmenden und schliefdlich signifikanten Suppression beider Zytokine in der zweiten

Phase (6-48 Stunden).

Mit dieser Untersuchung konnten wir einen Zusammenhang zwischen der Myelinphagozytose
und Suppression der inflammatorischen Zytokine TNFa und IP-10 abhdngig von der Zeit

demonstrieren.

3.2.2 ZYTOKINSUPPRESSION IN IFN y- UND LPS-STIMULIERTEN MIKROGLIA
Das bakterielle Endotoxin, Lipopolysaccharid (LPS), aus der dufieren Membran gramnegativer

Bakterien, ist ein potenter Stimulator von Makrophagen und Mikroglia (Nguyen, M. D. et al.
2002; Toshchakov et al. 2002). LPS vermittelt seine Wirkung, gebunden an das LPS-bindende-
Protein (LBP), iiber den membranstandigen CD14-Rezeptor (Nguyen, M. D. et al. 2002). Dadurch
entsteht ein Aktivatorkomplex (CD14/LPS/LBP), der durch den Toll-like-Rezeptor (TLR)-4 die
Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia einleitet (schematische Darstellung in Abb. 28).

Abb. 28

Abfolge der Aktivierung von mononukledren Phagozyten durch das LPS.

Modifiziert nach Janeway (2001).

Die Phagozytoseaktivitat wird hochreguliert (Blander und Medzhitov 2004; Doyle et al. 2004),
und der inflammatorische ,Zytokinhintergrund“ durch vermehrte Sekretion von TNFq, IL-6 und
[L-1-beta angehoben. Bell et al. zeigten, dass Makrophagen und Mikroglia eine erhdhte
Expression von Scavenger-Rezeptoren nach einer LPS-Exposition aufweisen (Bell et al. 1994).
Gerade das Scavenger-Rezeptor ist einer der Kandidaten, die an der Myelinphagozytose beteiligt
sein konnten (Mosley und Cuzner 1996; Smith 2001). 2006 zeigte Vallieres et al., dass eine
systemische LPS-Injektion die Myelinphagozytose wahrend der Wallerschen-Degeneration nach

traumatischer Riickenmarksschadigung in Mausen beschleunigt (Vallieres et al. 2006).
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Diese aktivierenden LPS-Effekte eignen sich, um die von uns postulierte inflammatorisch-
suppressive Wirkung des Myelins bzw. der Myelinphagozytose auf die Mikroglia zu

verdeutlichen.

Die Zellkultur primarer Mikroglia wurde mit der Kombination von IFNy (100 IU/ml) und LPS
(100 ng/ml) fiir 24 Stunden pra-aktiviert. Es folgte eine Behandlung der so aktivierten Zellen

mit Myelin in unterschiedlichen Konzentrationen (5, 10 und 50 pg/ml) tiber 24 Stunden.

Die Abb. 29 zeigt supprimierte Sekretion von TNFa und IP-10 in Myelin-behandelten Mikroglia.
Die Sekretionshemmung von TNFa verhielt sich proportional zu der zugegebenen

Myelinkonzentration.

Die Inkubation mit Latexpartikeln fiihrte zu keiner Verdnderung in der Sekretion von TNFa und

zu einer reduzierten Sekretion von IP-10.
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Abb. 29

Myelinphagozytose supprimiert Sekretion von TNFa und IP-10 in einer mit IFNy und LPS pra-stimulierten
Mikrogliazellkultur

Die Zellkultur wurde mit IFNy und LPS pré-stimuliert und fir 24 Stunden mit 0, 5, 10 oder 50g/ml Myelin und den
Préstimulatoren inkubiert.

(A) TNFou Sekretion wurde direkt proportional zur Myelinkonzentration supprimiert

(B) IP-10 Sekretion wurde unabhéngig von der Myelinkonzentration reduziert

(Alle Messungen wurden unabhéngig voneinander, mindestens 3-mal durchgefiihrt. Statistische Auswertung
erfolgte mittels one-way ANOVA vs./verglichen mit IFNy und LPS aktivierten Kontrolle, *p< 0,05, #p>0,05; n=3-8

pro Séule).
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In einer Folgeuntersuchung haben wir Mikroglia zuerst mit Myelin fiir 24 Stunden ohne
Prastimulatoren inkubiert. Anschliefdend wurde das nicht-phagozytierte Myelin, durch Wechsel
des Kulturmediums, entfernt. Fiir weitere 6 Stunden wurde dann die Zellkultur nur mit 10

ng/ml LPS (post-)stimuliert.

Auch in dieser Versuchsanordnung wurde die Sekretion von TNFa in Myelin-behandelten
Mikroglia supprimiert. Erst eine hohere Konzentration (200pg/ml) von Myelin zeigte eine

signifikante Sekretionsminderung von TNFa (Abb. 30).
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Hoéhere Konzentrationen von Myelin supprimieren die Sekretion von TNFo aus LPS-aktvierten Mikroglia
Primére Mikroglia wurden mit 100 pg/ml oder 200 pg/ml Myelin fiir 24 Stunden inkubiert, dann wurde
extrazellulares Myelin durch Auswechseln des Kulturmediums ausgewaschen. Die Zellen wurden fiir weitere 6
Stunden in einem Kulturmedium mit 10 ng/ml LPS inkubiert.

Erst eine héhere Konzentration von Myelin (200ug/ml) fihrte zu einer signifikant reduzierten TNFa-Sekretion in
den nachtraglich mit LPS-stimulierten Mikroglia.

(Alle Messungen wurden unabhéngig voneinander, mindestens 3-mal durchgeflihrt. Statistische Auswertung
erfolgte mittels one-way ANOVA vs./verglichen mit einer Kontrolle, die nicht mit Myelin behandelt wurde, *p< 0,05,

#p> 0,05; n=3 pro Saule).

3.3 MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA ZEIGEN VERANDERTE VITALITATSPARAMETER
NACH DER MYELINPHAGOZYTOSE

3.3.1 VITALITATS- UND ZYTOTOXIZITATSASSAY VON MIKROGLIAZELLKULTUREN

Wir iiberpriiften die Vitalitat der Mikroglia nach Myelinphagozytose mittels MTT-vitalitats- und

LDH-Zytotoxizitatsassay und verglichen sie mit Wasserstoffperoxid-behandelten (H202) Zellen.

Wasserstoffperoxid, als Vertreter der ROS, kann durch Induktion von oxidativem Stress zur
Schadigung von vitalen Zellen fithren. Abhingig von der verwendeten Konzentration, kann

sowohl Apoptose als auch Nekrose ausgelost werden (Forrest et al. 1994; Teramoto et al. 1999).
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Fiir beide Assays (MTT und LDH) wurden die Mikrogliazellkulturen fiir 24 Stunden mit
steigenden Konzentrationen von Myelin (0, 5, 10, 50, 100 pg/ml) und Wasserstoffperoxid (100,
200, 500, 100 pM) behandelt. Die Kultivierung der Mikrogliazellen erfolgte analog zu den
vorherigen Untersuchungen - in einer 24-Well-Zellkulturplatte (10¢ Zellen/ml) bei 37°C und
10% COo.

Die Abb. 31 zeigt die Ergebnisse fiir beide Assays. Der Zytotoxizititsassay zeigte eine LDH-
Liberation lediglich bei Zellkulturen, die mit 500 und 1000 pM H0, behandelt wurden. Bei
Myelin-behandelten und mit niedrigen Konzentrationen (100, 200 uM) von H,0; behandelten

Mikroglia war die LDH-Liberation den unbehandelten Zellen (0 pg/ml Myelin) gleichzusetzen.
Der MTT-Vitalitdtsassay korrelierte mit den Ergebnissen des LDH-Zytotoxizitatsassays.

Mit H,0, behandelte Zellen zeigten bei niedrigen Konzentration (100, 200 pM) keine Minderung
der MTT-Reduktion und wiesen dhnliche Vitalitit wie unbehandelte Zellen auf. Mit steigender
H,0, Konzentration, ab 500uM, verminderte sich signifikant die Fahigkeit der Zellen MTT zu

reduzieren.

Uberraschend sind die Ergebnisse der Myelin-behandelten Zellen, wo die MTT-Reduktion, die
der unbehandelten Zellen weit tberschreitet. Mikrogliazellkulturen, die z.B. mit 100pug/ml
Myelin behandelt wurden, zeigen eine 2,5-fache MTT-Reduktionsfihigkeit, gegeniiber den
unbehandelten Mikroglia. Die MTT-Reduktionsaktivitit stieg direkt proportional zur

verwendeten Myelinkonzentration an.
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Abb. 31

Einfluss der Myelinphagozytose auf die Vitalitat und Zytotoxizitat von Mikroglia

(A) Myelinphagozytose zeigt keine zytotoxischen Effekte auf Mikroglia. Hier als relative LDH-Liberation in Prozent
dargestellt. Unbehandelte Zellen (0 pg/ml Myelin) entsprechen 100%. H,O, wirkt in héheren Konzentrationen (500,
1000uM) zytotoxisch. (Fortsetzung auf der néchsten Seite)
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(B) In dem Vitalititsassay wird MTT von Myelin-behandelten Mikroglia mit steigender Myelinkonzentration
vermehrt reduziert. H,O, filhrt in hoheren Konzentrationen (500, 1000uM) zur Abnahme der MTT-
Reduktionsféhigkeit. Quantitative Bestimmung von MTT mittels Photometrie. Hier als relative optische Dichte in
Prozent dargestellt. Unbehandelte Zellen (0 pg/ml Myelin) entsprechen 100%.

(Alle Messungen wurden unabhéngig voneinander, mindestens 3-mal durchgefiihrt. Statistische Auswertung
erfolgte mittels one-way ANOVA vs./verglichen mit einer Kontrolle, die nicht mit Myelin behandelt wurde, *p< 0,05;

n=3-4 pro Saule).

3.3.2 ERHOHTE AKTIVITAT DER CASPASEN 3 UND 7 IN MYELIN-BEHANDELTEN

MAKROPHAGEN
Fiir die Mikroglia haben wir bereits die Auswirkung der Myelinphagozytose auf die Vitalitat

gezeigt. Hierbei handelte es sich eher um einen Suchtest nach Nekrose und Zelllyse (LDH
Freisetzung, Herabsetzung der MTT-Reduktion wegen Funktionsverlust der Mitochondrien), die

nur bei starker und abrupter Zellschadigung entsteht.

Erfolgt jedoch die Schadigung langsam, bzw. nach und nach, kommt es zur Induktion der
Apoptose in der Zelle (Kumar et al. 2005A). Mit den vorherigen Vitalitatstests ldsst sich der

programmierte Zelltod nicht suffizient erfassen.

Die Apoptose ist ein aktiver Prozess, charakterisiert durch nukledre und zytoplasmatische
Schrumpfung (Kondensation) und Zerfall der Zelle in kleine membranumhiillte Fragmente sog.
apoptotic bodies. Diese morphologischen Verdnderungen werden durch aktivierte
Effektorcaspasen 3 und 7 eingeleitet (Kumar et al. 2005A). Durch die Aktivitdtsmessung dieser
Caspasen konnten wir zeigen, dass Myelin bzw. Myelinphagozytose zur Induktion der Apoptose

in Makrophagen fiihrt.

Wir behandelten Zellkulturen von peritonealen Makrophagen mit Myelin (0, 2, 5, 10, 50, 100
pg/ml) und fiir die Positivkontrolle mit Ceramid (10, 20, 40 pM) oder Wasserstoffperoxid (600,

1000 pM von H02) in unterschiedlichen Konzentrationen tiber 24 Stunden.

Ceramid ist ein potenter Induktor der Apoptose in Makrophagen (Hannun und Obeid 1995;
Kolesnick und Golde 1994; Lakics und Vogel 1998). Es ist ein Lipid, welches als second
messenger in der Zelle fungiert und von den membranstindigen Sphingomyelinasen gebildet

wird.
Die Verwendung von H;0; als Positivkontrolle erfolgte zur Abgrenzung von der Nekrose.

Die Aktivitdt der Caspasen 3/7 wurde direkt in den Mikrotiterplatten mittels Luminometrie

gemessen.
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Die Abb. 32 zeigt, dass mit steigender Myelinkonzentration die 3/7 Caspasenaktivitat
proportional zunimmt. Die Caspasenaktivitit ist bei der Inkubation mit 50 und 100 pg/ml
Myelin nahezu gleich und im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant erhoht. Auch
Ceramid induziert Apoptose bei peritonealen Makrophagen. Die Inkubation mit 40uM fiihrte zu
einem signifikanten Anstieg der Caspasenaktivitdt, jedoch nicht so ausgepragt, wie bei den
Myelin-behandelten Zellen in héheren (50, 100 pg/ml) Konzentrationen. Wasserstoffperoxid
fiihrte in den Konzentrationen von 600 und 1000 pM zur signifikanten Minderung der

Caspasenaktivitat und wurde hier als Positivkontrolle der Nekrose verwendet.
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Myelinphagozytose induziert Apoptose in peritonealen Makrophagen

Relative Aktivititsmessung der Caspasen 3/7 in Prozent als Apoptoseindikator. Unbehandelte Makrophagen (0
pg/ml) stellen mit 100% den Ausgangszustand (vitale Zelle, keine Caspasenaktivierung) dar.

In den Myelin-behandelten Makrophagen erhohte sich die Caspasenaktivitdt proportional zur verwendeten
Myelinkonzentration. Als Positivkontrolle fiir die Apoptose wurden Makrophagen mit Ceramid behandelt. Bei 40uM
kam es zur signifikanten Apoptoseinduktion. Wasserstoffperoxid-behandelte Makrophagen représentieren die
Positivkontrolle der Nekrose.

(Alle Messungen wurden unabhéngig voneinander, mindestens 2-mal durchgeflhrt. Statistische Auswertung
erfolgte mittels one-way ANOVA vs./verglichen mit einer Kontrolle, die nicht mit Myelin behandelt wurde, *p< 0,05,
#p> 0,05; n=2-5 pro Saule).
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3.3.3 VERANDERUNGEN DES MITOCHONDRIALEN MEMBRANPOTENTIALS IN MAKROPHAGEN

NACH DER MYELINPHAGOZYTOSE
Um die Ergebnisse der vorherigen Untersuchung zu verifizieren, haben wir eine zusatzliche

Methode zu Apoptosebestimmung eingesetzt.

Energie, die durch oxidative Prozesse in der mitochondrialen Atmungskette freigesetzt wird,
wird als negativer elektrochemischer Protonengradient iiber der inneren mitochondrialen
Membran gespeichert. Zu den ersten mdglichen Zeichen der Apoptose, noch vor
morphologischen Verdanderungen der Zelle, gehort der Zusammenbruch dieses mitochondrialen
Membranpotentials (AW) (Castedo et al. 1995; Cossarizza et al. 1995; Petit et al. 1995; Zamzami
etal. 1995; Zamzami et al. 1996).

Die Integritit der mitochondrialen Membran wurde mit dem lipophilen Fluorophor JC-1
(5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanin  lodid) gemessen. Das
Fluorophor bildet ein Polymer (rot, ext. 590nm), wenn es in die Mitochondrien mit intaktem AW
aufgenommen wird. Ist das AW der Mitochondrien depolarisiert, bleibt JC-1 als Monomer (griin,

ext. 535nm) im Zytoplasma (siehe Abb. 16 im Kapitel 2. Material und Methoden).

Wir inkubierten Zellkulturen von peritonealen Makrophagen mit Myelin (24 Stunden), und fiir
positive Kontrolle mit Valinomycin (2 Stunden), Ceramid (24 Stunden) und Wasserstoffperoxid
(24 Stunden). Valinomycin fiihrt zur vollstindigen Depolarisation der mitochondrialen
Membran durch den Einstrom von Kalium-Ionen in die mitochondriale Matrix (Morrison et al.
2005). Die Werte von Valinomycin-behandelten Zellkulturen wurden somit durch Subtraktion

als Nullpunkt der Messung gesetzt.

Die Anderung des AY in der Abb. 33 reprisentiert den Quotienten aus intakten und defekten
Mitochondrien. Dieser wurde als relative mittlere Fluoreszenzrate des JC-1-Polymers und des

Monomers gemessen:

_ intakte Mitochondrien  JC—1 Polymer (rot)  rel. mFR (590nm)
~ defekte Mitochondrien ~ JC — 1 Monomer (griin)  rel. mFR (535nm)

Phagozytose von Myelin fithrt in niedrigen Konzentrationen (5ug/ml) zur mafiigen Erh6hung

des Gesamt-AY.

Anders bei hoheren Myelinkonzentrationen, wo das Gesamt-AY der Zellkultur abfallt. Ceramid
fiihrt ebenfalls zum Abfall des Gesamt-A'Y, jedoch deutlich weniger im Vergleich zu den Myelin-
behandelten Makrophagen. Wasserstoffperoxid wurde nur in niedrigen Konzentrationen

zugegeben. Mit 100uM H,0, kommt es zu keiner Anderung gegeniiber den unbehandelten (0
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ug/ml) Makrophagen. Mit 200 puM H,0, zeigt sich eine mafdige Steigerung des Gesamt-A'Y,

dhnlich wie bei Myelin-behandelten Makrophagen in niedriger Konzentration.
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Abb. 33

Anderung des mitochondrialen Membranpotentials (A¥) in Makrophagen
(Alle Messungen wurden unabh&ngig voneinander mindestens 3-mal durchgefiihrt. Statistische Auswertung

erfolgte mittels one-way ANOVA; mFR-mittlere Fluoreszenzrate, SF-Standardfehler).

Die Aufnahmen in der Tabelle 3 spiegeln qualitativ die Ergebnisse der vorherigen
(quantitativen) JC-1-Signal-Messung wieder. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind

Uberlagerungen aus den Filteraufnahmen bei 590nm (rot) und 535nm (griin).

Die meisten unbehandelten Makrophagen zeigen ein eindeutiges rotes Signal, das sich
gegeniiber dem griinen Hintergrund abhebt. Mit steigender Myelinkonzentration verlieren sich
die roten Signale aus den Zellen, was auf eine Stérung des mitochondrialen Membranpotentials
hindeutet. Bei 100pg/ml sieht man vorwiegend griines Signal. Zusatzlich kann man erneut die
Veranderung der Zellmorphologie mit steigender Myelinkonzentration beobachten. Bei 50 und

100 pg/ml Myelin sind die Zellen rund und balloniert (Schaumzellen).

Valinomyrcin fiihrt sowohl bei 55 pg/ml als auch bei 200pg/ml in allen Zellen zum vollstandigen

Zusammenbruch des AY. Es ist kein rotes Signal vorhanden.

Mit Ceramid behandelte Zellen liefern nur leichte Abschwéachung im roten Signal.
Wasserstoffperoxid wurde in niedrigen Konzentrationen (100 und 200 puM) den Zellen

zugegeben. Hier steigt das rote Signal proportional zur verwendeten H,0, Konzentration an.
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‘ 0 pg/ml Myelin

’ { 5 pug/ml Myelin 50 pg/ml Myelin } ‘ 100 pg/ml Myelin

[ 20 uM Ceramid

H 40 uM Ceramid

Valinomycin

[ 55 pg/ml Valinomycin

H 200 pg/ml Valinomycin

[ 100 uM H,0, ’[ 200 uM H,0,

Tabelle 3. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des AY von
Makrophagenzellkulturen. Bei intaktem Mitochondrienmembranpotential
(AY) wird JC-1 in das Innere der Mitochondrien beférdert und bildet dort
rot-fluoreszierende Polymere aus. Die Schadigung der Mitochondrien und
des AY behindert die JC-1-Verteilung in die Mitochondrien. Das
zytoplasmatische JC-1 ist in griin-fluoreszierenden Monomeren
vorhanden. Die Phagozytose von Myelin flihrt konzentrationsabhangig zur
Schadigung des AY von Makrophagen. Valinomycin fihrt zum
vollstandigen Zusammenbruch des AY.
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3.4 ZUSAMMENFASSUNG
Durch unsere Untersuchungen konnten wir zeigen, dass Myelinpartikel vom murinen ZNS in

vitro von Makrophagen und Mikroglia suffizient phagozytiert werden. Dafiir ist keine
Opsonisierung des Myelins notwendig. Wir konnten zeigen, dass internalisiertes Myelin in
Phagolysosomen vorliegt, wo es aktiv verdaut wird und die lipophilen Spaltprodukte in Form
von Lipidtropfchen intrazellulair abgelagert werden. In der Lichtmikroskopie imponieren

dadurch die Phagozyten als sog. Schaumzellen.

Die Myelinphagozytose fithrte in I[FNy-aktivierten Mikroglia zu einer anfianglich (< 6 Stunden)
erhohten und spater (6-24) zu einer signifikant erniedrigten Ausschiittung inflammatorischer
Zytokine - TNFa und IP-10. Eine zusatzliche Aktivierung der Mikroglia mit LPS (+IFNy)

verdeutlichte den supprimierenden Effekt der Phagozytose von Myelin.

Eine Uberpriifung der Vitalititsparameter nach der Myelinphagozytose zeigte bei Mikroglia eine
mehrfach erhohte Zellvitalitit, die proportional zur Myelinkonzentration anstieg. Die
Zytotoxizitatsparameter waren nicht erhoht. In Makrophagen wurde proportional zu der
steigenden Myelinkonzentration eine gesteigerte Caspasenaktivitit (Caspasen 3 und 7)
gemessen, die auf den programmierten Zelltod der Makrophagen nach der Myelinphagozytose
hinweist. Ein von der Myelinkonzentration abhéngiger Verlust des Membranpotentials an der

inneren Mitochondrienmembran bekraftigt die mittels Caspasen gemessene Apoptoseaktivitat.

62



Diskussion

4 DISKUSSION

Die Zerstérung der periaxonalen Myelinscheiden im ZNS ist das Hauptcharakteristikum der
Multiplen Sklerose. Fokale demyelinisierte Plaques bilden das makroskopische und
radiologische Korrelat, wobei sie zeitlich und 6rtlich disseminiert sind. Aktive Lasionen kénnen
narbig ausheilen, chronifizieren oder an einem anderen Fokus neu entstehen. Chronisch aktive
Lasionen sind in der Regel scharf begrenzt und eine ungehinderte Ausbreitung per continuitatem
erfolgt praktisch nicht (Frohman et al. 2006). Dies weist darauf hin, dass der inflammatorische
Prozess limitiert ist und eingeddmmt werden kann. Der wiederholte Ausbruch und Eindimmung

der inflammatorischen Aktivitat imponieren klinisch als schubférmig verlaufende MS.

Die wichtigsten Effektorzellen, die zerstortes oder pathologisch verandertes Myelin aus dem
ZNS entfernen, sind residente Mikroglia und die eingewanderten Monozyten. Eine
Differenzierung der residenten Mikroglia in Makrophagen ist bekannt (Li et al. 1996). In aktiven
MS-Lasionen lbersteigt die Anzahl der eingewanderten mononukledren Phagozyten die
anderen Immunzellen um den Faktor 10 bis 20 (Barnett et al. 2006). Das unterstreicht die
Wichtigkeit der mononukledren Phagozyten im Rahmen der MS. Heutzutage wird allgemein
angenommen, dass rekrutierte Makrophagen und Mikrogila zu der Entziindung beitragen und
diese potenzieren (Benveniste 1997; Mosley und Cuzner 1996; Probert et al. 1995; Raivich und
Banati 2004; Selmaj und Raine 1988; Selmaj et al. 1991; Sospedra und Martin 2005; van der
Laan et al. 1996; Williams et al. 1994).

Auf der anderen Seite, deuten die zeitlichen Remissionen der MS-Lisionen und der selbst-
limitierende Charakter der schubférmigen MS, mit einem partiellen Riickgang des
Behinderungsgrades bei den Patienten, auf lokale Suppressionsmechanismen der destruktiven

Inflammation und auf eine Gewebsheilung hin.

In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass die Makrophagen und Mikroglia im Zusammenhang mit
der Phagozytose von Myelin, gerade das inflammatorisch-suppressive Verhalten reprasentieren

und langfristig nicht proinflammatorisch aktiviert werden.

Uber dieses Verhalten der Makrophagen und Mikroglia wurde im Rahmen der MS in der
bisherigen Literatur nur sehr unsicher und liickenhaft berichtet. Nur Boven et al. und Liu et al.
aus unserer Arbeitsgruppe brachten konkrete Hinweise zu diesem Thema (Boven et al. 2006;

Liu etal. 2006).
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4.1 MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA PHAGOZYTIEREN MYELIN IN VITRO
Die Phagozytose von Myelin in vitro durch Makrophagen und Mikroglia wurde bereits von vielen

Autoren beschrieben (Goldenberg et al. 1989; Mosley und Cuzner 1996; Smith 1993; Sommer et
al. 1992; Vallieres et al. 2006). Einige Autoren berichten aber, dass das isolierte Myelin von den
Zellen insuffizient internalisiert wird und vornehmlich an der Zelloberflache haftet (Trotter et al.
1986). Nur durch =zusitzliche Behandlung des Myelins, mittels Opsonisierung mit
Komplementfaktoren (C3b), soll eine suffiziente Phagozytose in vitro moglich sein (Mosley und

Cuzner 1996; Trotter et al. 1986).

In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass sowohl Makrophagen, als auch Mikroglia suffizient
unbehandeltes, nicht-opsonisiertes Myelin phagozytieren konnen. Dazu haben wir Mikroglia mit
Fluorophor-markiertem Myelin {iber unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert. Myelinpartikel
wurden bereits 1 Stunde nach der Myelinzugabe in Mikrogliazellen in der Durchflusszytometrie
nachgewiesen. Eine Inkubation iiber 6 Stunden lieferte den Maximalwert. Uberraschend zeigten
die liber 24 Stunden mit Myelin behandelten Zellen ein niedriges Fluoreszenzsignal. Zu erwarten
wiére ein kontinuierlicher Anstieg des Myelingehalts. Wir glauben, dass dieses Phianomen ein
Artefakt darstellt. Die Abschwachung des Signals kommt bei langer Inkubationszeit

wahrscheinlich durch die Degeneration des Fluorophors in den Lysosomen zustande.

Auch Mosley und Cuzner haben den zeitlichen Verlauf der Myelinphagozytose untersucht und
erhielten sehr dhnliche Ergebnisse. Die Autoren haben das Myelin radioaktiv markiert und
ausgewertet, so dass lysosomaler Abbau keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatte. Sie haben
einen kontinuierlichen Anstieg des Myelingehalts tiber die Zeit beobachtet (Mosley und Cuzner

1996).

Wie unsere elektron- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten, wurde das
ingestierte Myelin in (Phago-)Lysosomen aktiv abgebaut und die Lipidspaltprodukte in Form
von Lipidtropfchen in den Zellen deponiert. Bei Verwendung hoherer Myelinkonzentrationen
(50, 100 pg/ml) imponierten die Makrophagen in der Lichtmikroskopie als sog. Schaumzellen.
Boven et al. berichtet auch {iber morphologische Verdnderungen von Makrophagen und
Mikroglia nach der Myelinphagozytose im Sinne der Bildung von Schaumzellen und zeigt, dass
die Lipidablagerungen, als Folge des Mpyelinabbaus, wichtige immunregulatorische

Eigenschaften aufweisen (Boven et al. 2006).
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4.2 MYELINPHAGOZYTOSE BEEINFLUSST DIE ZYTOKINSEKRETION IN PHAGOZYTEN
In unserer in-vitro-Versuchsanordnung konnten wir zeigen, dass die Myelinphagozytose einen

Einfluss auf die inflammatorische Aktivitdit von Mikroglia hat. Dazu inkubierten wir IFNy-
aktivierte primare Mikroglia mit 10pug/ml Myelin iber unterschiedlich lange Zeitintervalle (0, 1,

3,6, 24, 48h).

Die initiale Phase (=die ersten Stunden nach Myelinzugabe, < 6h) zeichnete sich durch eine
erhohte Ausschiittung proinflammtorischer Zytokine aus. Mehrere Autoren haben bereits davon
berichtet, dass die Myelinphagozytose durch Makrophagen und Mikroglia mit der Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine einhergeht (Mosley und Cuzner 1996; van der Laan et al. 1996;
Williams et al. 1994). Diese Autoren berichteten jedoch von einem langanhaltenden Effekt, wo
die erhohte Zytokinsekretion auch nach 18-24 Stunden, nach der Zugabe von Myelin, gemessen
werden konnte. Unsere Ergebnisse deuten eher auf eine ,Sofortreaktion“ hin. Die erhdhte
Ausschiittung von dem Zytokin TNFo und dem Chemokin IP-10 erfolgte nur in den ersten
Stunden (1-3h). Diese Zeit ist zu kurz fiir eine de-novo-Proteinsynthese. Es ware denkbar, dass es
sich hierbei um eine friithe physiologische ,Hilferufaktion“ handelt, die zum Ziel eine
Rekrutierung weiterer Immunzellen hatte. Das erhohte IP-10 ist ein potentes Chemokin, welches

auch die Makrophagen und die T-Lymphozyten anlocken kann (Taub et al. 1993).

Abweichend zu den Autoren, die eine lang-anhaltende proinflammatorische Auswirkung der
Myelinphagozytose beschrieben haben, konnten wir zeigen, dass die Myelinphagozytose in der

spaten Phase (24-48h) zu einer starken Unterdriickung der inflammatorischen Aktivierung von

N
TNFa (Mosley und Cuzner 1996)
IP-10

(van der Laan et al. 1996)
A Zytokinprofil unbehandelter Zellen _
(Boven et al. 2006)
I I > Zeit
A 1h 24h 48h
Myelin
| |
INITIALE PHASE SPATE PHASE

Abb. 34

Schematische Darstellung der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine in
Mikroglia nach Myelinzugabe basierend auf unseren Ergebnissen im Vergleich zu

Beobachtungen anderer Autoren.
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Mikroglia fiihrte. Dieses Ergebnis demonstrierten wir anhand der herunterregulierten Sekretion

der bereits erwahnten proinflammatorischen Zytokinen.

Ahnliche Ergebnisse erzielte Boven et al. (Boven et al. 2006), der iiber anti-inflammatorische
Effekte von Myelin-beladenen Makrophagen berichtete. Auch FADOK et al. zeigte, dass
Makrophagen, welche apoptotische Zellen oder Zellfragmente phagozytiert haben, die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine iiber autokrine/parakrine Mechanismen inhibieren kénnen

(Fadok et al. 1998).

Der in dieser Arbeit dargestellte zeitliche Verlauf der Sekretion proinflammatorischer Zytokine
nach der Myelinphagozytose, konnte eine Erklarung liefern, warum in der Literatur teilweise
entgegengesetzte Ergebnisse prasentiert werden. Die Abb. 34 verdeutlicht schematisch diesen

Sachverhalt.

Zusatzlich zu dem zeitlichen Verlauf des Zytokinprofils konnten wir zeigen, inwieweit in der
spaten Phase die Auspriagung der Zytokinsuppression mit der zugegebenen
Myelinkonzentration korreliert. Dabei stellte sich heraus, dass die Steigerung der

Myelinkonzentration auch die Steigerung der suppressiven Wirkung nach sich zog.

Dazu haben wir pra-aktivierte (mit IFNy oder [FNy+LPS) Mikrogliazellkulturen {iber 24 Stunden
mit unterschiedlichen Myelinkonzentrationen (0, 10, 50, 100 pg/ml) behandelt. Bei hohen
Myelinkonzentrationen (50 und 100 pg/ml) und einer kombinierten pra-Aktivierung mit IFNy
und LPS war der suppressive Effekt am deutlichsten. Dabei fungierte LPS als zusatzlicher
Aktivator, der den nativen Zytokinhintergrund anhob und somit der Myelineffekt noch

deutlicher war.

Es ist anzunehmen, dass je mehr Myelin den Zellen zugegeben wird, umso mehr Myelin wird
phagozytiert. Dies spiegeln auch die morphologischen Anderungen in der Lichtmikroskopie bei
hohen Myelinkonzentrationen wieder. Zuséatzlich demonstrierten van der Laan et al. und Mosley
und Cuzner diesen Sachverhalt in d&hnlichen Myelindosis-versus-Myelinaufnahme-
Untersuchungen (Mosley und Cuzner 1996; van der Laan et al. 1996). Kritisch kann man hier die
Frage stellen, inwieweit die Steigerung der Myelinkonzentration in vitro der tatsdchlich

vorkommenden Myelinkonzentration in vivo entspricht?

Die Tatsache, dass die Sekretion proinflammatorischer Zytokine von der zugegebenen
Myelinkonzentration auch quantitativ abhangt, bekriftigt die Aussage, dass diese beiden

Prozesse miteinander gekoppelt sind.

Ob diese Kopplung unmittelbar direkt oder iiber andere bzw. ,dritte“ Mechanismen erfolgt,

mochten wir im nachsten Abschnitt diskutieren.
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4.3 MECHANISMEN DER IMMUNSUPPRESSIVEN WIRKUNG VON MYELIN

4.3.1 ROS UND OXIDATIVER STRESS
Ein Teil unserer Arbeitsgruppe forschte nach moglichen zelluliren Mechanismen, die relevant

fiir die suppressive Wirkung der Myelinphagozytose sein konnten. Eine wichtige Bedeutung
wurde dem oxidativen Stress in der Zelle zugeschrieben. Dabei wurde gezeigt, dass die
Produktion von sog. reaktiven Sauerstoffspezies (ROS(2)), durch die NADPH-abhingige
Oxidase(3), auch mit der Suppression proinflammatorischer Zytokine korreliert. Eine
Blockierung der NADPH-abhdngigen Oxidase, oder Ausschaltung des Genlocus fiir ihre
Untereinheit p47-PHOX in knock-out Mausen, flihrte zur Aufhebung der inflammatorisch-
suppressiven Wirkung der Myelinphagozytose in vitro (Liu et al. 2006). Van der Goes et al. und
Williams et al. haben ebenfalls iiber die Produktion von ROS nach Myelinphagozytose im
Rahmen der MS oder der tierexperimentellen EAE berichtet (van der Goes et al. 1998; Williams
et al. 1994). Van der Goes et al. haben beschrieben, dass die ROS Produktion von essentieller
Bedeutung fiir die Phagozytose von Myelin ist. Eine Blockierung der ROS Produktion blockiert
auch die Myelinphagozytose (van der Goes et al. 1998).

Basierend auf diesen Ergebnissen, scheint der oxidative Stress und die ROS Produktion im
Rahmen der Myelinphagozytose eine regulatorische Funktion auf die Zytokinsekretion
auszuiiben oder diesen suppressiven Effekt sogar zu vermitteln. Somit konnte der vorher
erwdhnte Kopplungsmechanismus zwischen der Myelinphagozytose wund Sekretion

proinflammatorischer Zytokine iiber die Produkte des oxidativen Stresses verschaltet sein.

Es ist bekannt, dass die immunologische Antwort und Reaktion auf den oxidativen Stress
keinesfalls einheitlich ist. So unterscheidet Forman und Torres den ,guten“ (=niedrige oxidative
Last) vom ,schlechten” (=hohe oxidative Last) oxidativen Stress. Wo der ,gute” oxidative Stress
mit Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren und Regeneration assoziiert ist, wirkt der

»schlechte” oxidativer Stress zerstdrend und letal auf die Inmunzellen und die Umgebung.

() ,Zu den ROS gehoren freie Radikale, wie das Hyperoxid-Anion (alte Bezeichnung: Superoxid-Anion)
02e-, das hochreaktive Hydroxyl-Radikal OHe, das Peroxylradikal LOOe und das Alkoxylradikal LOe von
Lipiden, stabile molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxid H;0,, Lipidhydroperoxid LOOH, Ozon O3
und die hypochlorige Saure OCl- , sowie angeregte Sauerstoffmolekiile (Singulett-Sauerstoff 10).
(Wikipedia 2007 a)

() NADPH-abhingige Oxidase = Phagozytenoxidase = PHOX. Dieser Enzymkomplex katalysiert die
Bildung von hoch-reaktiven Superoxid-Anionen durch einen Elektronentransfer von NADPH auf den
molekularen Sauerstoff. Der Elektronentransfer erfolgt transmembran, so dass Superoxide in die
Phagosome oder aus der Zelle ausgeschiittet werden konnen. Die Phagozytenoxidase besteht aus 6
Untereinheiten, wobei die p47-PHOX Einheit unmittelbar an der Bildung von Superoxiden beteiligt ist.
(Wikipedia 2007 b)
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Oxidativer Stress iibt also in diesem Zusammenhang eine wichtige regulatorische Funktion auf
die Bestandteile des Immunsystems und auf die Art der immunologischen Antwort aus. Die
Beeintrachtigung des Equilibriums zwischen Produktion und Abbau von ROS konnte somit auch
im Rahmen der Myelinphagozytose zur pathologischen (De-)Aktivierung von Immunzellen

fithren.

4.3.2 DEAKTIVIERUNG VON MAKROPHAGEN
Eine andere, bessergesagt eine zusatzliche, Erklarung fiir die inflammatorisch-suppressive

Wirkung von Myelin kénnte ein ,Switch” in der Aktivierung von Makrophagen darstellen - sog.
alternative oder angeborene/erworbene Deaktivierung. Gordon fasste 2003 die moglichen De-
Aktivierungswege von mononukledren Phagozyten zusammen (Gordon 2003). Die
Deaktivierung von Makrophagen kann durch interne (angeborene) oder externe (erworbene)
Signaltransduktionen  zustande kommen. Eine Ubersicht {iber die moglichen
,Deaktivierungswege” veranschaulicht die Abb. 35. Die Folge ist eine Immunsuppression mit

Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen und Downregulation von MHC Klasse II

Rezeptoren.
e A
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Abb. 35

Angeborene und erworbene Deaktivierung von Makrophagen

Die Deaktivierung kann einen angeborenen oder erworbenen Ursprung haben. Die angeborene Deaktivierung ist
Antigen-unspezifisch und unabhéngig von T-Lymphozyten. Auch die Ingestion vom apoptotischen Zellmaterial
oder Pathogenen kann eine Deaktivierung von Makrophagen auf diesem Wege einleiten. Dabei spielen die
Scavenger Rezeptoren eine wichtige Rolle. Aber auch eine Ablagerung von Lipidspaltprodukten, wie bei der

Phagozytose von Myelin, kann eine Deaktivierung auslésen. Abbildung ibernommen von Gordon (2003).

Basierend auf den Aspekten, die Gordon zusammengefasst hat, konnte die Phagozytose von

Myelin auf mehreren Wegen die Makrophagen und Mikroglia deaktivieren.
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4.3.2.1 Rolle der Lipide
In Makrophagen, die Myelin phagozytiert haben, haben wir Lipidablagerungen in Form von

Lipidtropfchen in der Elektronenmikroskopie gefunden. Gordon berichtet, dass Ablagerungen
von Lipidspaltprodukten, z.B. von Galaktocerebrosiden, eine Immunsuppression in
Makrophagen hervorrufen kénnen. Letztendlich besteht Myelin zu 70% aus Lipiden, wovon 22%

Galaktocerebroside sind.

In der Lichtmikroskopie imponierten die Myelin-beladenen Makrophagen als sog. Schaumzellen.
Interessanterweise wurde viel liber den inflammatorisch-regulatorischen Charakter von
Schaumzellen(4), so wie sie morphologisch auch bei der MS durch die Ingestion von Myelin
vorkommen (Boven et al. 2006), im Rahmen der Atherosklerose berichtet (Greaves und Gordon
2005; Harris et al. 2002; Joseph et al. 2004; Joseph et al. 2003; Lawrence et al. 2002; Pettus et al.
2002). Diese regulatorische Fahigkeit ist auch bei diesen Schaumzellen mit Lipidspaltprodukten,
und mit den am Lipidstoffwechsel beteiligten Molekiilen assoziiert. Es wurde gezeigt, dass Lipid-
beladene Makrophagen anti-inflammatorischen Charakter aufweisen (Lawrence et al. 2002),
und dass diese die TNFoa-induzierte TNFa-Sekretion inhibieren und die Sekretion des typisch
anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 steigern (Ares et al. 2002; Lo et al. 1999; Varadhachary et
al. 2001) . In Anbetracht dessen, konnte es gewisse Parallelen in der Pathogenese der Multiplen
Sklerose und der Atherosklerose, sowie der immunregulatorischen Potenz der Lipide bzw. am
Lipidstoffwechsel beteiligten Molekiilen geben. Eine zunehmende Orientierung der MS-
Forschung auf die Lipidebene und eine Abkoppelung von der strikten Proteinforschung konnte

zu neuen Erkenntnissen in der Pathophysiologie beider Erkrankungen fiihren.

4.3.2.2 Scavenger-Rezeptoren
Auch eine Phagozytose von Zelltriimmern liber den Scavenger-Rezeptor, soll nach Gordon an der

Deaktivierung von Makrophagen beteiligt sein. Wie wir bereits erwahnten, ist der Scavenger-
Rezeptor einer der wichtigsten Kandidaten, die sich an der Myelinphagozytose beteiligen

konnten (Mosley und Cuzner 1996; Smith 2001).

4.3.2.3 Veranderung im Zytokinprofil der Umgebung
Stout et al. berichtete 2005 ebenfalls iiber eine alternative Aktivierung von Makrophagen, die

hauptsachlich als eine Anpassungsreaktion an die veranderte Umgebung zu verstehen sind.
Insbesondere handelt es sich um Veranderungen im Zytokinprofil. Unsere Untersuchungen
zeigten, dass sich das Zytokinprofil Myelin-behandelter Mikrogliazellkulturen durch erniedrigte

proinflammatorische Zytokine auszeichnet.

(4 Schaumzellen sind mit Lipiden tiberladene Makrophagen. Dieser Begriff bezieht sich aber haufiger auf
in atherosklerotischen Plaques befindliche Makrophagen, die die low density lipoproteins LDLs mittels
Endozytose im Zellinneren akkumulieren. Nach dem Passieren der endothelialen Barriere wird das LDL
durch reaktive Sauerstoff-Spezies (s.u.) oxidiert (Wikipedia 2007 c).
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4.3.2.4 In-vivo-Studien
Boven et al. identifizierte, im post-mortem-Nervengewebe von MS-Patienten durch

Immunohistochemie von intrazelluldaren und oberflachlichen Markern sog. M2 Schaumzellen, die

den alternativ (de-)aktivierten Makrophagen entsprechen (Boven et al. 2006).

Die Beobachtungen von Stout et al., Boven et al. und Gordon zusammen mit unseren Ergebnissen
verstirken die Hypothese, dass die Myelinphagozytose zu einer alternativen und

immunsuppressiven (De-)Aktivierung von mononukledren Phagozyten fiihren kann.

4.4 MYELINPHAGOZYTOSE VERANDERT DIE VITALITASPARAMETER VON MAKROPHAGEN
UND MIKROGLIA

4.4.1 ,SCHEINBARE VITALITAT"
Wie bereits erwdhnt, berichtete Liu et al. aus unserer Arbeitsgruppe iiber die Induktion von

oxidativem Stress und ROS in Mikroglia nach der Myelinphagozytose, wobei dieser Prozess

moglicherweise als negative Riickkopplung fiir die Inflammation fungiert (Liu et al. 2006).

In dieser Arbeit wurde iiber veranderte Vitalititsparameter der Mikrogliazellkulturen berichtet.
Nach der Myelinphagozytose zeigten Mikroglia eine ,hohere Vitalitit® (250%) als die
unbehandelten Zellen (100%). Diese ,scheinbare Vitalitdt“ stieg mit der zugegebenen
Myelinkonzentration an. ,Scheinbar” nennen wir die Vitalitit deswegen, weil wir liberzeugt sind,

dass es sich bei diesem Ergebnis um einen Artefakt handelt.

Die Reduktion von Tetrazolium in dem MTT-Vitalitdtsassay ist NADPH abhingig und wird
teilweise durch mitochondriale Enzyme der Atmungskette (Marshall et al. 1995; Pereira et al.
1998; Satoh et al. 1996) aber auch durch nicht-mitochondriale, zytoplasmatische und
membranstiandige Enzyme (Bernas und Dobrucki 2000; Berridge und Tan 1993; Goodwin et al.
1996; Green und Pratt 1990; Nisimoto und Otsuka-Murakami 1990) katalysiert. Die NADPH-
abhéngige Oxidase, die hauptsdchlich an der Oxidation von molekularem Sauerstoff zu ROS
beteiligt ist, benutzt ebenfalls NADPH als Elektronentransporter. Es ist moglich, dass die
NADPH-abhéngige Oxidase, die beim oxidativen Stress bereits stark aktiviert ist, sich zugleich an

der Reduktion von MTT beteiligt.

Ein zusatzliches Argument, dass die vermehrte MTT Reduktion nicht durch die Enzyme der
Atmungskette zustande kommt, liefert die Messung des AY. Hier haben wir gezeigt, dass mit
zunehmender Myelinkonzentration die Anzahl intakter Mitochondrien, und somit die Menge
funktionsfahiger Enzyme der Atmungskette, abnimmt. Da aber sowohl die MTT-Reduktion als
auch die ROS Produktion erhoht ist, spricht dieses Ergebnis fiir eine Reduktion durch nicht-

mitochondriale Enzyme wie z.B. die NADP-Oxidase.
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Dementsprechend sollte die vermehrte MTT-Reduktion in diesem Fall nicht falschlicherweise als
Vitalitatsassay interpretiert bleiben, sondern als ein zusitzlicher Indikator fiir die verstarkte

ROS Produktion angesehen werden.

Ahnliche Ergebnisse erzielte Lee, H. C. et al., der durch Verwendung von H0; einen zelluliren
oxidativen Stress provozierte und dabei erhohte Reduktion von MTT beobachtete (Lee, H. C. et
al. 2000). Er beschreibt auch eine Zunahme der Mitochondrienanzahl. Unsere Messungen
zeigten eine Erhohung des Gesamt-AY bei H;0, behandelten Makrophagen, was
hochstwahrscheinlich auch mit der Erhéhung der Mitochondrienanzahl einhergeht. Hier wiirden
unsere Ergebnisse mit denen von Lee, H. C. et al. ibereinstimmen. Bei Myelin-behandelten
Makrophagen haben wir aber eine Reduktion des AY beobachtet, und zwar umgekehrt
proportional zur verwendeten Myelinkonzentration. Dies deutet darauf hin, dass es sich
entweder um einen anderen Mechanismus der ROS Produktion als bei der Inkubation mit H,0>

handelt, oder um so eine starke ,oxidative“ Auswirkung von ROS, dass die Zellen absterben.

4.4.2 PHAGOZYTOSE VON MYELIN KANN APOPTOSE INDUZIEREN
Die Hypothese, dass die Myelinphagozytose in Makrophagen und Mikroglia den programmierten

Zelltod auslosen kann, demonstrieren unsere Ergebnisse der Messung von Effektorcaspasen 3
und 7. Diese Effektorcaspasen, wie auch schon der Name sagt, vermitteln die Apoptoseeinleitung
durch unterschiedliche Auswirkungen (Aktivierung sekundirer Zielproteine, Abbau von
Laminin und Aktin, Unterdriickung der DNA-Reparatur) und stehen am Ende der
Induktionskaskade. Auch hier scheinen hohe Myelindosen stirkeren Effekt auf die

Apoptoseinduktion zu zeigen.

Liu et al. zeigte, dass die verstirkte ROS Produktion ebenfalls von der Myelinkonzentration
abhangt (Liu et al. 2006). Man konnte spekulieren, dass die Apoptoseinduktion in Makrophagen
mit der verstarkten ROS Produktion und dem oxidativen Stress zusammenhangt. Es ist bekannt,
dass oxidativer Stress und ROS in vielen Zellarten die Apoptose auslésen kénnen (Simon et al.
2000). Diese und andere Auswirkungen hiangen von der Quantitit der ,oxidativen Last“ ab.
Die Abb. 36 von Forman und Torres verdeutlicht diese Zusammenhénge (Forman und Torres
Physiologic
Hypoxic Redox Repair/Adaptive Apoptotic

Signaling  Signaling Signaling Signaling Necrosis

Oxidant burden

Abb. 36

Biologische Antwort und Auswirkung von oxidativen Stress abhdngig von der Menge der oxidativen Last

Abbildung Gbernommen von Forman und Torres (2001).
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2001).

Die Abb. 36 veranschaulicht prizise die Tatsache, dass die Uberginge zwischen den vielen
moglichen Reaktionsarten sehr fliefend sind. Dabei ist anzumerken, dass durch diese
biologische Reaktionsvielfalt auch vielfiltige, und phanotypisch teilweise entgegengesetzte,
Antworten und Verhaltensweisen von Seiten des Immunsystems folgen (Apoptose
[proinflammatorische Zytokine ] versus Nekrose [proinflammatorische Zytokine T]). Im
Rahmen der MS-Pathologie konnte diese Betrachtungsweise mogliche Erkldrungen zu der

Heterogenitdt und/oder der klinischen Verlaufsform dieser Erkrankung liefern.

Auch diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der Messung von Gesamt-A¥Y in
Makrophagenzellkulturen unterstiitzt. Hier liefs eine Behandlung mit 50 und 100pug/ml Myelin
nahezu Kkeine vitalen Mitochondrien mehr erkennen, ohne die auch keine effiziente
Energieproduktion mehr moglich ist. Der Zusammenbruch des Gesamt-AY ist einer der ersten
Zeichen der Apoptoseinduktion in der Zelle (Castedo et al. 1995; Cossarizza et al. 1995; Petit et
al. 1995; Zamzami et al. 1995; Zamzami et al. 1996).

Auch Kuhlmann et al. berichteten 2001, dass Makrophagen nach der Phagozytose von PNS-
Myelin durch Apoptose absterben (Kuhlmann et al. 2001). In dieser Arbeit haben wir gezeigt,
dass auch Myelin vom zentralen Nervensystem (ZNS) Apoptose in den Makrophagen induzieren
kann, wobei die Menge der oxidativen Last die Wirkung bestimmt. Nach unserer Kenntnis sind
wir die erste Arbeitsgruppe, die bis dato die Apoptoseinduktion in Makrophagen im direkten

Zusammenhang mit der Phagozytose von ZNS-Myelin beschrieben hatte.

Unterstiitzend zu diesen Beobachtungen, zeigten Nguyen, K. B. et al. mittels Licht- und
Elektronenmikroskopie im ZNS von Lewis Ratten, die an EAE oder an einer chronisch
schubférmigen EAE litten, apoptotisch veranderte mononukledre Phagozyten (Nguyen, K. B. et
al. 1994). Die apoptotischen Phagozyten enthielten internalisierte Myelinbruchstiicke und
wurden in Meningen, perivaskuldren Rdumen und im Parenchym der weifden und grauen

Substanz des Riickenmarks gefunden.

Nach der Induktion der Apoptose in der Zelle konzentriert bzw. zentralisiert sich der gesamte
Zellstoffwechsel auf die Durchfilhrung der Apoptose und den Untergang der Zelle. Die
urspriingliche Zellfunktion gerdt in den Hintergrund. Es ist mdglich, dass die von uns
beschriebene Apoptoseinduktion nach der Myelinphagozytose mit der Suppression der
proinflammatorischen Zytokine korreliert. Es ist bekannt, dass Immunzellen, die in ihrer
Funktion beeintrachtigt sind oder deren Funktion nicht mehr gebraucht wird, still durch
Apoptose absterben. In diesem Fall ist es aber eine spezielle Situation, da normalerweise die

apoptotischen Zellen von Makrophagen beseitigt werden. Hier sterben Makrophagen selbst
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durch Apoptose. Die restlichen Makrophagen beseitigen aufier Myelin auch die Zelltriimmer
anderer Makrophagen, werden ggf. dadurch auch iiberladen und es resultiert moglicherweise
ein circulus vitiosus mit Einddmmung der immunologischen Antwort. Hier stellt sich die Frage,
was passiert, wenn die Steuermechanismen und die Apoptoseinduktion pathologisch
dysreguliert werden? Kommt es zu einer unkontrollierten und chronischen Entztindung? Es ist
bekannt, dass fehlende Apoptoseinduktion autoimmune Erkrankungen wie den Systemischen
Lupus Erythrematodes oder die rheumatoide Arthritis beglinstigen kann. Ob die Dysregulation

der Apoptose auch im Verlauf der MS zur Pathogenese beitragt, ist fraglich aber nicht unmoglich.

4.5 MEINUNGSWANDEL ZU DER ROLLE VON MAKROPHAGEN UND MIKROGLIA IM

RAHMEN DER MS?
Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen der Myelinphagozytose sind umfangreich,

zeigen aber eine gemeinsame Tendenz. Die Phagozytose von Myelin scheint langfristig in den
mononukledren Phagozyten nicht zu einer Auslésung, Unterhaltung oder gar Verstarkung der
inflammatorischen Antwort zu fithren, sondern umgekehrt einen anti-inflammatorischen Effekt

durch eine supprimierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine zu entfalten.

Ubertragen auf die MS kénnte somit die Rolle der Makrophagen und Mikroglia missverstanden
gewesen sein. In den letzten Publikationen zu diesem Thema ist ein Wandel der Meinung zu der
Rolle und der (Patho-)Physiologie dieser Zellen zu spiiren. Bereits 1998 hatten Diemel et al. in
»,Macrophages in CNS remyelination: friend or foe?” diese Frage klar aufgestellt. Er beschreibt,
dass Makrophagen und Mikroglia fiir die Remyelinisierung der Axone und die Regeneration des
neuronalen Gewebes nach einer Schadigung von essentieller Bedeutung sind. Mause, bei denen
Makrophagen selektiv zerstort wurden, zeigten verzogerte Heilung und minimale
Remyelinisierung nach einer Verletzung des neuronalen Parenchyms. 2006 fassten Barnett et al.
in ,The macrophage in MS: just a scavenger after all? Pathology and pathogenesis of the acute
MS lesion“ die wichtigsten Ergebnisse zusammen, welche die hauptsichlich
proinflammatorischen Zellen im neuen Licht erscheinen lassen (Barnett et al. 2006). Unter
anderem prasentiert sie die Hypothese, das die Pathophysiologie der MS primar mit einer
Schidigung des Myelins oder der Oligodendrozyten selbst anfiangt und erst sekundir mit der
Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia einhergeht, wobei diese Zellen
dabei eher einen neurotrophen und regenerativen, als einen destruktiv-inflammatorischen

Charakter aufweisen.
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Diskussion

4.6 EPILOG

In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass die Phagozytose von Myelin zu einer supprimierten
Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen (TNFa und IP-10) und Induktion vom
programmierten Zelltod in mononukledren Phagozyten fithren kann. Wir diskutierten die
moglichen Wirkmechanismen (oxidativer Stress und alternative (De-)Aktivierung), die im
Hintergrund an den prasentierten Effekten der Myelinphagozytose beteiligt sein kdnnten. Es

handelt sich jedoch um wenige und nur ausgewdahlte Aspekte aus der Pathophysiologie der MS.

Wie die Konstellation dieser einzelnen Komponenten zueinander ist? Welche Abfolge dieser
Prozesse ist die richtige? Und inwieweit spielen diese Komponenten eine Rolle bei der
Myelinphagozytose in vivo und im Rahmen der MS? Die Beantwortung dieser Fragen und
Erforschung dieser komplexen Zusammenhinge (Abb. 37) konnte zu neuen therapeutischen
Strategien einer der haufigsten neurodegenerativen Erkrankung des jungen Erwachsenalters -

der Multiplen Sklerose - fiihren.

R rreTsion Myelinphagozytose

proinflammatorischer Apoptose
Zytokine von Phagozyten

Multiple
Sklerose

alternative oxidativer Stress
(De-)Ativierung und ROS

Abb. 37

Komplexe Zusammenhénge der in dieser Arbeit angesprochenen

Prozesse.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen, die im
jungen und mittleren Alter zur Behinderung fiihrt und erweckt dadurch schon seit langerem das
medizinische Forschungsinteresse. Die Zerstorung der periaxonalen Myelinscheiden im ZNS ist
das Hauptcharakteristikum der MS-Pathophysiologie. Die Entziindungsherde werden durch
zahlreiche Makrophagen und residente Mikroglia infiltriert, die als Exekutoren der
Myelinphagozytose und somit der MS-Pathologie fungieren. Ob die Rolle der mononukledren
Phagozyten in der Potenzierung oder in der Einddmmung der neuroinflammatorischen Prozesse

beruht, wird kontrovers diskutiert: Freund oder Feind?

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Myelinphagozytose durch Makrophagen und
Mikroglia in vitro und deren Auswirkung auf die inflammatorische Aktivitdt und die Vitalitat
dieser Effektorzellen. Mit unseren Ergebnissen mochten wir zur Klirung der kontrovers

diskutierten Rolle dieser Schliisselzellen im Rahmen der MS-Pathologie beitragen.

In einem in-vitro-Modell inkubierten wir Peritonealmakrophagen und primire Mikroglia mit
Myelinfragmenten aus dem murinen Zentralen Nervensystem. Wir konnten zeigen, dass
Myelinpartikel von Makrophagen und Mikroglia suffizient phagozytiert und in Phagolysosomen
aktiv abgebaut werden. Die Myelinaufnahme in die Zellen erfolgt proportional zur
Inkubationszeit und erreicht das Maximum nach 6 Stunden. Die mononukledren Phagozyten

dndern dabei ihre Morphologie zu Schaumzellen.

Die Untersuchungen der inflammatorischen Aktivitit von Mikroglia fokussierten wir auf die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine TNFa und IP-10. Mikrogliazellkulturen wurden mit
IFNy pra-aktiviert. Eine Inkubation mit Myelin in Zeitrdumen bis zu 48 Stunden ergab eine
passagere Erhohung der Zytokinsekretion in der frithen Phase (bis 6h) und nachfolgend eine
kontinuierliche Suppression der Zytokinfreisetzung (6-48h). Eine pra-Aktivierung der
Zellkulturen mit LPS und IFNy verdeutlichte die suppressive Wirkung der Myelinphagozytose

auf die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen TNFa und IP-10.

Die Auswirkungen der Myelinphagozytose auf die Zellvitalitdt konnten wir durch Indikatoren
des nekrotischen und apoptotischen Zelluntergangs erfassen. In dem MTT-Proliferationsassay
zeigte sich eine iibermifiige Vitalitit (bis zu 250%) der Myelin-behandelten Phagozyten
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (100%). Hinter diesem Ergebnis vermuten wir einen
wichtigen Artefakt, der auf den oxidativen Stress der Zellen im Rahmen der Myelinphagozytose
hindeutet. Durch die Messung der Caspasenaktivitit 3/7 und des mitochondrialen
Membranpotentials AY in den Myelin-behandelten Makrophagen ist es uns gelungen einen

apoptotischen Zelluntergang Myelin-behandelter Makrophagen nachzuweisen.
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Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Phagozytose von Myelin durch mononukledre Phagozyten
zur Suppression der inflammatorischen Zytokine TNFa und IP-10 und zur Induktion eines
apoptotischen Zelluntergangs fithren kann. Damit ergibt sich ein Hinweis dafiir, dass die Rolle
der mononukledren Phagozyten im Rahmen der MS-Pathologie eher in der Suppression des
neuroinflammatorischen Geschehens beruhen konnte. Die zeitlichen Remissionen der
Symptomatik und der selbstlimitierende Charakter der schubférmigen MS kénnten das klinische

Korrelat darstellen.
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