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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Barriere zwischen dem Blut und dem Gehirn der Wirbeltiere wird durch das En-
dothel der cerebralen Kapillarendothelzellen gebildet. Diese sogenannte Blut-Hirn-
Schranke (BHS) gewahrleistet ein konstantes inneres Milieu im komplexen Gehirn
der Wirbeltiere. Die Aufrechterhaltung dieses als Homdostase bezeichneten Zustan-
des ist erforderlich, um die Funktion des Gehirns, insbesondere die neuronale Aktivi-
tat, unbeeinflusst von den Konzentrationsschwankungen im Blut zu gewahrleisten.
Der molekulare Stoffaustausch wird hauptsachlich durch die BHS-charakteristi-
schen festen Zell-Zell-Kontakte, den sogenannten tight junctions, die die Endothel-
zellen auf der apikalen Seite gurtelartig umschlieRen, verhindert. Sie unterbinden den
parazellularen Stofftransport flir hydrophile Substanzen und sind fir die charakteristi-
sche Barriereeigenschaft der BHS verantwortlich, die eine extrem niedrige Permea-
bilitat mit einem sehr hohen transendothelialen elektrischen Widerstand (TER) ver-
eint. Das unfenestrierte, llickenlose Endothel und die durchgehende Basalmembran
tragen zusatzlich dazu bei, dass ein unkontrollierter Stoffaustausch zwischen Blut
und Gehirn weitestgehend beschrankt wird. Zudem wird durch die vergleichsweise
geringe Anzahl endozytotischer Vesikel der cerebralen Kapillarendothelzellen der
transzellulare Stofftransport minimiert (Staddon & Rubin, 1996).
Die BHS fungiert allerdings nicht als strikte Barriere, die fir jegliche Substanzen un-
durchlassig ist. So kénnen lipophile Molekiile, wie beispielsweise Vitamin A, D, E und
K, sowie Koffein, Nikotin und Heroin durch die Plasmamembran der Endothelzellen
diffundieren (Oldendorf et al., 1972; Pratt et al., 1992). Auch die lebensnotwendigen
Gase wie Sauerstoff und Kohlendioxid passieren die BHS. Zur Versorgung des Ge-
hirns mit dem essentiellen Nahrstoff D-Glucose, sind hochspezifische Transporter in
hoher Anzahl in der Membran der cerebralen Endothelzellen vorhanden, die auch die
notwendigen Aminosauren ins Gehirn transportieren. Ein sehr wichtiger Transporter,
der in relativ hoher Konzentration in den cerebralen Endothelzellen zu finden ist, ist
der P-Glycoprotein-Transporter, der Substanzen, wie beispielsweise lipophile Mole-
kile aus dem Gehirn zuriick ins Blut transportiert (Rubin & Staddon, 1999). Auch
einige Rezeptor-vermittelte Endozytose-Systeme, die Makromolekiile ins Gehirn
transportieren sind in der Plasmamembran der cerebralen Kapillarendothelzellen ver-

treten. Der bekannteste unter ihnen ist der Transferrin-Rezeptor (Pardridge, 1997).
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Die festen Zell-Zell-Kontakte (tight junctions)

Die festen Zell-Zell-Kontakte, die sogenannten tight junctions, die die Endothelzellen
apikal gurtelartig umschliel3en, bilden die wichtigsten Strukturelemente der BHS
(Wolburg et al., 1994). Die tight junctions der cerebralen Kapillarendothelzellen sind
generell komplexer aufgebaut als diejenigen der Endothelzellen peripherer Gefalte
(Nagy et al., 1984). Die interendothelialen junctions sind diejenigen Strukturen der
BHS, die unter pathologischen Bedingungen modifiziert werden (Rubin & Staddon,
1999), was sie in den Fokus zahlreicher Fragestellungen zur BHS-Barrierefunktion
stellt.

In der Transmissionselektronenmikroskopie erscheinen die tight junctions deut-
lich erkennbar als Fusionspunkte (‘kissing points’) aneinandergrenzender Plasma-
membranen zweier benachbarter Endothelzellen. An den sogenannten ‘kissing
points’ ist der interzellulare Spalt elektronenmikroskopisch nicht mehr zu erkennen.
Dagegen weisen die Membranen der in basolateraler Richtung angrenzenden
adherens junctions und Desmosomen einen Abstand von 15-20 nm auf (Tsukita et
al., 2001). In elektronenmikroskopischen freeze-fracture-Analysen erscheinen die
tight junctions als Buindel durchgehender partikularer Fibrillen, die sog. tight junction-
Stréange (Staehelin, 1973). Die Anzahl dieser Strange und die Komplexitat ihrer Ver-
netzung ist abhangig vom jeweiligen Zelltyp. Jeder tight junction-Strang in der Plas-
mamembran ist lateral mit einem tight junction-Strang der Nachbarzelle assoziiert
und bildet auf diese Weise einen gepaarten Strang (Tsukita et al., 2001).

Die tight junctions bilden einen dichten interzellularen Verschluss (Schneeberger &
Lynch, 1992) und dirfen dennoch keine impermeable Barriere bilden, da ansonsten
zahlreiche physiologische Vorgange nicht funktionieren wirden. Die Dichtigkeit der
tight junctions kann durch die Messung des transendothelialen Widerstands (TER)
direkt bestimmt werden. Auch die Strangzahl der tight junctions korreliert mit dem
TER, wie die Untersuchungen der Endothelzellen verschiedener Gewebe gezeigt ha-
ben (Claude & Goodenough, 1973; Claude, 1978).

Zwar lasst sich durch die Bestimmung der Strangzahl der tight junctions die Barriere-
eigenschaft der Zell-Zell-Kontakte sehr gut beschreiben, allerdings ist Gber den mole-
kularen Mechanismus, der die Anzahl der Strange reguliert, bisher noch nichts be-
kannt (Tsukita et al., 2001). Die Korrelation der Strangzahl mit der Expressionsrate
des Claudins (und des Occludins) wird diskutiert (Tsukita et al., 2001). Die Gegeni-
berstellung des TERs und der tight junction-Strang-Morphologie fiihrte zu der von
Claude (1978) aufgestellten Korrelation, die besagt, dass eine Steigerung der tight
junction-Strangzahl mit einem logarithmischen Anstieg des TERs einhergeht. Dieses
Beziehungsgefiige ist durch die in den gepaarten tight junction-Strangen auftre-
tenden Wasserporen erklarbar, die geschlossen und gedffnet sein kdnnen (Reuss,
1992; Cereijido et al., 1989; Claude, 1978). Der Grund der unterschiedlichen Dichtig-
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keit der einzelnen tight junction-Strange konnte in der Heterogenitat der gedffneten
bzw. geschlossenen Wasserporen liegen (Stevenson et al., 1988a).

Zur Beschreibung des tight junction-Komplexes wurden bisher zwei Modelle vorge-
schlagen: das sog. "Protein-Modell" beschreibt die tight junctions als Einheiten inte-
graler Membranproteine, die innerhalb der Lipid-Doppelschicht linear assoziiert sind.
Im "Lipid-Modell’ sind die Lipide als invertierte, zylindrische Micellen angeordnet, die
die tight junction-Strange bilden (Kachar & Reese, 1982). Die identifizierten tight
Junction-spezifischen integralen Membranproteine unterstitzen eher die Vorstellung
des Protein-Modells, obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch spezi-
fische Lipide am Aufbau des tight junction-Komplexes beteiligt sind (Wegener &
Galla, 1996).

Occludin wurde als erstes Transmembran-Protein der tight junctions identifiziert
(Ando-Akatsuka et al., 1996). Occludin weist vier Transmembran-Domanen auf und
ist vermutlich direkt am Aufbau der tight junction-Strange beteiligt (Saitou et al.,
1997). Bisher ist die genaue physiologische Funktion des Occludins allerdings noch
nicht bekannt.

Zusatzlich zum Occludin wurden zwei weitere Transmembran-Proteine als integrale
Komponenten des tight junction-Stranges identifiziert, Claudin-1 und -2 (Furuse et
al., 1998). Hoéchstwahrscheinlich bilden die Claudine das ‘Rickgrat” der tight
junctions (Tsukita et al., 2001). Bis heute wurden 24 weitere Mitglieder der Claudin-
Familie identifiziert (Morita et al., 1999b; Tsukita & Furuse, 1999). Das Auftreten der
verschiedenen Claudine ist abhdngig vom jeweiligen Gewebetyp (Furuse et al,
1998; Morita et al., 1999c). So wurden im Gehirn bisher die Claudine 1 und 5 nach-
gewiesen. Tsukita et al. (2001) postulierten, dass die Claudine in den tight junction-
Strangen nicht linear angeordnet, sondern dicht gepackt sind und ihre zytoplasmati-
schen Carboxy-terminalen Enden auf der Oberflache eines jeden Stranges erschei-
nen.

Das zuletzt entdeckte tight junction-assoziierte Transmembran-Protein ist das JAM
(junctional adhesion molecule). Bisher wurden drei verschiedene JAM-Molekiile iden-
tifiziert (Aurrand-Lions et al., 2000; Palmeri et al., 2000). Diese zahlen zur Immunglo-
bulin-Superfamilie und weisen nur eine Transmembran-Domane auf. JAM ist vermut-
lich lateral mit den Claudinen verbunden und sowohl in den Aufbau des tight junction-
Komplexes als auch in die Monozyten-Diapedese involviert (Martin-Padura et al.,
1998; Bazzoni et al., 2000; Palmeri et al., 2000).

Neben den Transmembran-Proteinen sind am Aufbau der tight junctions die zytosoli-
schen Proteine beteiligt. Hierzu gehért u. a. das Zonula-Occludens-1 (ZO-1)-Protein,
das von Stevenson et al. (1988b) identifiziert wurde. (Gumbiner et al., 1991) deckten
zudem die Existenz zweier weiterer zytosolischer Proteine (ZO-2 und Z0O-3) auf, wel-

che wiederum an das ZO-1-Protein gebunden sind. Itoh et al. (1999b) zeigten, dass
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die Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 zudem direkt an die Carboxy-terminalen Enden
der Claudine binden. Furuse et al. (1994) und Fanning et al. (1998) konnten nach-
weisen, dass diese Proteine ebenfalls mit dem Carboxy-terminalen Ende des Occlu-
dins verbunden sind. Neben den Proteinen ZO-1, ZO-2 und ZO-3 existieren noch
wietere zytosolische Proteine wie z. B. das Cingulin, das 7H6-Protein und das Sym-
plektin. Das Protein Cingulin, das mit den Proteinen JAM, ZO-1, ZO-2 und ZO-3 as-
soziiert ist und zudem mit dem Aktomyosin-Zytoskelett verbunden ist, vermittelt den
Kontakt der tight junctions mit dem Zytoskelett (Tsukita et al., 2001). ZO-1 und ZO-2
sind ebenfalls direkt mit dem Aktomyosin-Zytoskelett verbunden und zwar Gber ihre
Carboxy-terminalen Ketten (ltoh et al., 1997; Fanning et al., 1998; Itoh et al., 1999a).
Vermutlich dient der makromolekulare Komplex, der die zytoplasmatische Seite der
tight junctions ausbildet, der interzellularen Signaltransduktion endothelialer und epi-
thelialer Zellen und ist zudem in die zelluldre Proliferation und Polarisation involviert
(Tsukita et al., 2001).
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1.2 Immuniiberwachung und Entziindungsreaktion

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismus vor Infektionen durch Pathoge-
ne zu schitzen und ihn von entarteten Tumorzellen zu befreien. Diese Aufgabe be-
waltigt das Immunsystem mit Hilfe der verschiedenen Leukozyten-Zelltypen. So ver-
nichten Makrophagen und Granulozyten eingedrungene Erreger, wahrend Lympho-
zyten (B-Zellen) Antikorper produzieren, die gegen die Erreger gerichtet sind. T-Lym-
phozyten (T-Helferzellen) sezernieren entweder Cytokine, welche eine koordinierte
Immunreaktion auslosen oder sie wirken als T-Killerzellen, die in virusinfizierten Zel-
len und Tumorzellen den programmierten Zelltod auslésen (Ebnet, 1999). Die Im-
munantwort auf einen inflammatorischen Stimulus ist einerseits essentiell fir das
Uberleben des Organismus, andererseits kann sie aber auch zu erheblichen Schadi-
gungen des umgebenden Gewebes flhren. Dies geschieht, wenn sie aul3er Kontrolle
gerat oder gegen die kérpereigenen Zellen gerichtet ist.

Die Entziindung ist eine Antwort der von BlutgefaRen durchzogenen Gewebe auf
Verletzungen oder eingedrungene Pathogene mit dem Ziel, die urspriinglich herr-
schende Homoostase des Gewebes wieder herzustellen (Muller, 2002). Die Leuko-
zyten, die normalerweise passiv im Blutgefalsystem zirkulieren, missen im Falle ei-
ner Infektion im Gewebe das Blutgefald verlassen, um in das betroffene Gewebe ein-
zuwandern. Diese Wanderung der verschiedenen Leukozyten muss sehr genau re-
guliert sein, da eine unkontrollierte Infiltration zu Autoimmunreaktionen oder chroni-
schen Entziindungen fihrt. So wandern Monozyten und neutrophile Granulozyten
direkt in die mit Krankheitserregern befallenen Gewebe ein. Die Antigen-spezifischen
Lymphozyten verlassen die BlutgefaRe zunachst nur in den lymphatischen Organen,
wo sie nach dem Antigen suchen, fiir das sie den passenden Rezeptor tragen. Findet
der Lymphozyt schlieRlich sein Antigen, das von einer Antigen-prasentierenden Zelle
in den Lymphknoten transportiert wurde, wird er aktiviert und wandert dann in das
Gewebe ein, in dem das Antigen von der Antigen-prasentierenden Zelle gefunden
worden ist. Die auf diese Weise bei der Immunabwehr gebildeten Gedachtniszellen
wandern von nun an immer in das gleiche Gewebe, um bei einer Infektion mit dem
gleichen Erreger sofort anwesend zu sein. Die permanente Rezirkulation der Lym-
phozyten zwischen den BlutgefaRen und den sekundaren lymphatischen Organen
sowie jene der Gedachtniszellen in ehemals infizierte Gewebe stellen die "Immun-
Uberwachung™ des Organismus dar. Sie wird ausschlief3lich von den Lymphozyten
durchgefihrt.

Dagegen flhrt die massive Infiltration von Leukozyten in ein infiziertes Gewebe, die
mit einer Freisetzung von Cytokinen und Chemokinen verbunden ist, zu einer "Ent-
ziindungsreaktion®, bei der sowohl Antigen-spezifische (Lymphozyten) als auch Anti-

gen-unspezifische Zellen (Neutrophile, Monozyten) beteiligt sind. Die bei einer In-
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fektion freigesetzten Entziindungsmediatoren fiihren zur Aktivierung der Endothel-
zellen, die als Reaktion auf diesen Stimulus sogenannte Adhasionsmolekiile auf ihrer
Zelloberflache exprimieren. Diese Oberflachenmolekiile dienen den Leukozyten als
Erkennungsstrukturen, die ihnen zeigen, wo sie das Blutgefald verlassen missen um
zum Infektionsherd zu gelangen. Die massive Infiltration von Leukozyten in Verbin-
dung mit der Freisetzung von Entzindungsmediatoren fihrt zu einer verstarkten lo-
kalen Durchblutung des betroffenen Gewebes und zu einer erhéhten Gefallpermea-
bilitdt, was die charakteristischen Symptome einer Entziindung (tumor, rubor, calor
und dolor) verursacht (Ebnet, 1999).

1.2.1 Die Inmuniiberwachung des Zentralen Nervensystems

Vertebraten besitzen zwei kérpereigne Systeme, die sowohl die Fahigkeit des Ler-
nens als auch des Erinnerns besitzen: das Zentrale Nervensystem (ZNS) und das
Immunsystem. Das Uberleben eines Organismus ist abhangig vom Funktionieren
beider genannter Systeme, die eng miteinander in Verbindung stehen. In diesem
Kontext besteht die Funktion des Immunsystems darin, das ZNS vor Pathogenen
und Neoplasmen zu schitzen. Um diese Aufgabe zu bewerkstelligen, missen die
molekularen und zellularen Bestandteile des Immunsystems ‘lernen’, welche Ele-
mente fiir das ZNS als gefahrlich einzustufen sind, wie sie auf diese Elemente ant-
worten muissen, wie sie sich Zutritt in das ZNS verschaffen (d. h. die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) Uberwinden) und wie sie schlieRlich die eingedrungenen Pathogene
bekampfen.

In den letzten Jahren ist die Beteiligung der BHS an der Immuniiberwachung des
ZNS und deren Veranderung unter pathologischen Bedingungen stark in den Fokus
der Untersuchungen gerlickt (Andjelkovic and Pachter, 1998; Hickey, 1999; Miller,
1999; Abbott, 2000).

Tight junctions, die feste Zell-Zell-Kontakte zwischen den benachbarten Endothelzel-
len bilden, verhindern einen ungehinderten molekularen und zellularen Austausch
zwischen dem Blutkreislauf und dem Parenchym des ZNS. Allerdings schottet die
BHS das Gehirn nicht vollstdndig vom Immunsystem ab. So exprimieren die cerebra-
len Kapillarendothelzellen unter normalen Bedingungen die zum Leukozyten-Eintritt
in das ZNS notwendigen Adhasionsmolekiile auf geringem Niveau (Bart et al., 2000).
Trotz der effizienten endothelialen Barriere gelingt es somit den Lymphozyten in das
ZNS zu gelangen, indem sie die minimal ausgepragten Adhasionsmolekiile der En-
dothelzell-Oberflache nutzen. Auch Immunglobuline und andere Serumproteine kén-
nen in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht zu einem geringen Anteil die BHS
Uberqueren (Bart et al., 2000). So sind IgG’s in der ZNS-Flissigkeit und in der ZSF
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(ZerebrospinalFlUssigkeit) vertreten. Immunglobuline der Klassen IgA und IgM dage-
gen kommen in so geringer Konzentration vor, dass sie kaum nachweisbar sind.

Aus anatomischer Sicht gibt es im ZNS keine lymphatischen Organe. Dennoch
erfolgt im Gehirn eine Lymph-Drainage der durch das Gehirn und die Virchow-Ro-
bins-Rdume stromenden ZSF und ZNS-Flissigkeit. Dazu strdmen die Flissigkeiten
durch eine zu den Lymphgefallen zahlende Region unterhalb der cibriformen Platte
und entlang der cranialen und spinalen Nervenwurzeln (Kida et al., 1995). Die Im-
muniberwachung des Gehirns, bei der die cervikalen Lymphknoten involviert sind,
zeigt sich darin, dass durch zahlreiche Antigene, die aus dem Gehirn stammen, Ty2
und B-Lymphozyten aktiviert werden (Harling-Berg et al., 1999).

Trotz der Anwesenheit der BHS, die im aktivierten Zustand die Passage von Lym-
phozyten in das ZNS vermittelt, scheint das Gehirn selbst insofern aktiv an seiner Im-
muniberwachung Teil zu haben, als die aktivierten Parenchymzellen der Entzin-
dung entgegenwirken und somit eine Immunidberwachung ohne die Ausldsung in-
flammatorischer Prozesse im Gehirn ermoéglichen. Besondere Bedeutung kommt da-
bei dem TGF-B (transforming growth factor-f) zu. TGF-f ist in relativ hoher Konzen-
tration in der ZSF vertreten und wird im ZNS konstitutiv gebildet (Johnson et al.,
1992). In der Konzentration, in der TGF- normalerweise in der ZSF auftritt, ist es in
der Lage, die Proliferation der im ZNS befindlichen T-Lymphozyten zu unterbinden
(Taylor & Streilein, 1996) und die Produktion und Ausschittung von Chemo- und
Cytokinen durch Astrozyten zu hemmen (Weiss & Berman, 1998). In vitro-Studien
von Fabry et al. (1995) und Kollegen zeigten, dass TGF- die zur Leukozyten-Trans-
migration notwendige Expression der Adhasionsmolekile auf der Endothelzell-Ober-
flache reduzierte, so dass die Immunzell-Extravasation ins ZNS deutlich vermindert
wurde. TGF- minimiert somit die Immuniberwachung durch die Lymphozyten des
gesunden ZNS.

Die Ausschiittung von TNF-a (ftumor necrosis factor-a) dagegen scheint die Immun-
Uberwachung im Gehirn zu steigern (Hickey, 2001). TNF-a, ein pro-inflammatori-
sches Cytokin, findet sich normalerweise nicht im gesunden ZNS. TNF-a steigert die
Permeabilitédt der cerebralen Kapillarendothelzellen in vitro drastisch und erhdht die
Adhasion sowie die transendotheliale Migration der Leukozyten (Fabry et al., 1995;
Mark & Miller, 1999). In vivo-Studien zeigten, dass TNF-a zudem die Passage von
Molekllen aus dem Gehirn und der ZSF in die Blutbahn vermittelt (Dickstein et al.,
2000). Dies tragt insofern zur Immuniiberwachung des ZNS bei, als sowohl wichtig
ist, welche Antigene die Leukozyten im ZNS zur Erhaltung der Immuniberwachung
des Gehirns vorfinden als auch die Frage, welche gelésten und Zell-gebundenen
Molekile aus dem ZNS in die Blutbahn gelangen (Hickey, 2001). So zeigten Cserr et
al. (1992) und Cserr & Knopf (1997), dass Antigene, die aus dem Gehirn-Parenchym

stammten, in grolRer Menge die Organe des Immunsystems zur Aufrechterhaltung
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der Immuniberwachung des ZNS durchstromten. Die besondere Funktion der pro-
inflammatorischen Cytokine zeigten Hickey et al. (1992), die TNF-a und IFN-y in die
Blutbahn von Ratten injizierten und eine Aktivierung der Zellen auf abluminaler Seite
der intakten BHS nachwiesen. Auch die Applikation von LPS (Lipopolysaccharid) be-
wirkte eine derartige Aktivierung (Elmquist et al., 1997). Durch das Auftreten aktivie-
render Cytokine im Blutstrom kommt es im Gehirn zur gesteigerten Expression von
MHC (Major Histocompability Complex)-Molekillen und zur Synthese von Eicosi-
noiden (Elmquist et al., 1997). Da die BHS den Durchtritt von Molekilen der GroRe
von Cytokinen und LPS ausschliel3t, ist die Aktivierung der Gehirnzellen bisher nicht
erklarbar (Hickey, 2001).

T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten nehmen in der Immuniberwachung des gesunden ZNS eine
zentrale Rolle ein, indem sie nach Uberwindung der BHS im ZNS nach ihrem spezifi-
schen Antigen suchen. Generell unterscheidet sich die Immuniberwachung des ZNS
von derjenigen anderer Organe zum einen durch einen wesentlich geringfligigeren
Einstrom der T-Lymphozyten ins Gehirn und zum anderen dadurch, dass der Leuko-
zyten-Einstrom in den verschiedenen Regionen des ZNS nicht einheitlich ist. So
wandern T-Lymphozyten vermehrt in das Rickenmark ein, wogegen sie ins Cere-
brum in wesentlich geringerer Zahl eindringen (Yeager et al., 2000).
Im gesunden Organismus ist ihre Anzahl im Gehirn sehr gering (Hickey, 1999) woge-
gen ihre Anzahl im ZNS wahrend einer peripheren Entziindung ansteigt, auch wenn
das Gehirn selbst nicht von der Entziindung betroffen ist (Hickey & Kimura, 1987).
Nur aktivierte T-Zellen dringen in das ZNS ein. Dabei ist ausschlaggebend, dass die
Aktivierung erst kurz vor der Einwanderung in das ZNS erfolgte (Fritz et al., 2000).
Die aktivierten T-Lymphozyten, die in das ZNS gelangen, sind auf der Suche
nach ihrem Antigen. Da auf diesen T-Lymphozyten bisher keine “homing -Rezepto-
ren nachgewiesen werden konnten, ist allerdings fraglich, inwieweit sie ZNS-spezi-
fisch sind. Die aktivierten T-Lymphozyten scheinen vielmehr nach dem Zufallsprinzip
in das gesunde ZNS einzuwandern (Carrithers et al., 2000; Yeager et al., 2000) und
sich dort anzureichern, um im Falle einer entstehenden Entziindungsreaktion in
hoher Anzahl vertreten zu sein (Qing et al., 2000). Welche der Adhasions-Molekiile,
die auf der Zelloberflache des nicht aktivierten cerebralen Kapillarendothels expri-
miert werden, von den Lymphozyten wahrend der Diapedese ins gesunde Gehirn-
Parenchym genutzt werden, ist allerdings noch nicht aufgeklart. Bisher wurde aus-
schliefllich das Mitwirken des P-Selektins bei der T-Lymphozyten-Rekrutierung ins

gesunde ZNS nachgewiesen (Hickey, 2001). Auch die Transmigrationsroute der Im-
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munzellen in das gesunde ZNS, ob parazellular oder transzellular, ist nicht bekannt
(Perry et al., 1997).

Die Einwanderung der T-Zellen in das intakte ZNS birgt generell einige Wider-
spriche, die bisher noch nicht aufgeklart werden konnten. So stellt das gesunde Pa-
renchym fiir die eingewanderten T-Zellen eine Umgebung dar, in der es durch einen
apoptotischen Mechanismus relativ schnell zur Eliminierung der Lymphozyten kommt
(Bauer et al., 1998). Dadurch bleibt unklar, ob die ins gesunde Gehirn eingewander-
ten T-Lymphozyten das ZNS je wieder verlassen (Hickey, 2001). Der Tod der T-
Zellen kann weder mit der Antigen-Erkennung korreliert werden, noch betrifft er aus-
schliel3lich ZNS-spezifische Lymphozyten. Vielmehr wird er mit Fas/Fas-vermittelten
Mechanismen in Verbindung gebracht (Flugel et al., 2000; Suvannavejh et al., 2000).
Ein weiteres erstaunliches Phanomen der ins ZNS einwandernden T-Zellen ist ihre
Fahigkeit, ungeachtet der feindlichen Umgebung den Reparaturmechanismus des
Nervensystems zu férdern (Hohlfeld et al., 2000; Schwartz and Cohen, 2000). So
produzieren aktivierte T-Lymphozyten, die ins ZNS vorgedrungen sind, neurotrophe
Faktoren. Diese Fahigkeit der T-Zellen lasst vermuten, dass die Lymphozyten nicht
nur die Aufgabe der Immunuberwachung des gesunden ZNS Ubernehmen, sondern
auch fiir die Aufrechterhaltung einer gesunden Physiologie des Nervensystems mit-
verantwortlich sind (Hickey, 2001).

B-Lymphozyten

Die Funktion der B-Lymphozyten bei der Immuniberwachung des ZNS ist noch nicht
genau bekannt. Sicher ist, dass sie unter entziindlichen Bedingungen die Blutbahn
verlassen um Uber das aktivierte cerebrale Kapillarendothel in das Gehirn einzudrin-
gen. Unter pathologischen Bedingungen sezernieren sie ihre Antikorper direkt in die
extrazellulare FlUssigkeit des ZNS. Knopf et al. (1998) zeigten, dass die B-Zellen wie
auch die T-Zellen auf der Suche nach ihrem Antigen in das ZNS eindringen und dort,
nachdem sie ihr Antigen gefunden haben, oligoklonale IgG-Ketten produzieren. Den-
noch ist ungeklart, ob peripher aktivierte B-Lymphozyten im Rahmen der Immunuber-
wachung des gesunden ZNS eine Rolle spielen, indem sie ihr Antigen suchen
(Hickey, 2001).

Monozyten

Auch Monozyten sind in die Immuniberwachung des gesunden ZNS involviert,
wenngleich ihre genaue Funktion dabei noch nicht bekannt ist. Aloisi et al. (2000)

zeigten, dass Monozyten im ZNS die T-Zell-lmmunantwort steuern. Eventuell wird
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sogar die Fahigkeit der T-Zellen ins Parenchym einzuwandern von den Monozyten
reguliert (Hickey, 2001).

1.2.2 Die Blut-Hirn-Schranke im Kontext der entziindlichen Reaktion

Im gesunden Zustand wird der Einstrom von Neutrophilen in das Gehirn-Parenchym
ausgeschlossen (Perry et al., 1995). Die Schadigung der BHS, die mit einer Akkumu-
lation von Neutrophilen im ZNS einhergeht, wird mit bestimmten Krankheitsbildern
wie der cerebralen Ischamie, dem Trauma und der bakteriellen Enzephalitis in Ver-
bindung gebracht (Tuomanen, 1994). Untersuchungen von Andersson et al. (1991)
zeigten allerdings, dass akute Entzindungsreaktionen nicht zwingend den Einstrom
von Leukozyten ins ZNS verursachen. Die Autoren zeigten, dass eine neuronale De-
generation, verursacht durch eine exzitotoxische Verletzung, nicht zu einer Rekrutie-
rung von Leukozyten ins ZNS flhrte.

Bei der Auslosung entziindlicher Reaktionen im ZNS sind pro-inflammatorische Cyto-
kine wie IL-1B (Interleukin-13) und TNF-a involviert. Die nach der IL-1B-Injektion ins
ZNS nachgewiesene Permeabilitatserhéhung der BHS wird allerdings ausschlieRlich
durch die Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion bewirkt und nicht direkt durch das
Cytokin (Anthony et al., 1997). Dabei ist der Effekt der pro-inflammatorischen Cy-
tokine und der von LPS abhangig vom Alter des Organismus. So zeigten Perry et al.
(1995), dass die Injektion von LPS in das ZNS-Parenchym einer eine Woche alten
Maus eine entzindliche Reaktion ausloste, wahrend dies im adulten Tier nicht der
Fall war. Die gleiche Beobachtung machten Anthony et al. (1997) mit IL-1p.

Die Frage, durch welchen Stimulus die Neutrophilen dazu veranlasst werden unter
entzindlichen Bedingungen in das ZNS einzudringen, zeigten (Bell et al., 1996). Die
Autoren konnten nachweisen, dass durch die Injektion eines C-X-C-Chemokins in
das ZNS-Parenchym der Maus ein drastischer Neutrophilen-Einstrom erfolgte. Die
Chemokine der C-X-C-Familie ben im Allgemeinen eine chemotaktische Wirkung
auf Neutrophile aus (Miller & Krangel, 1992).

Im Unterschied zu den akuten Entziindungsreaktionen, bei denen vor allem Neutro-
phile in das ZNS einstrdmen, dringen bei chronischen ZNS-Erkrankungen wie der
Multiplen Sklerose (MS) hauptsachlich T-Zellen und Makrophagen in das Gehirn ein
(Perry et al., 1997). Die MS wird mit einem Immunangriff gegen die kdrpereigenen
Myelin-Proteine in Verbindung gebracht. Durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptors
der CD4"-Lymphozyten mit dessen Antigen, das durch das HLA (human leucozyte
antigen) der Klasse Il von Makrophagen, Mikroglia und/oder Astrozyten prasentiert
wird, kommt es letztlich zur Zerstérung des Myelins. Die Interaktion der T-Zellen mit
den Myelin-Antigenen fuhrt zur Aktivierung der T-Helferzellen und zur Auslésung ei-

ner Entziindungskaskade, die eine Lymphozyten-Proliferation, eine B-Zell- und eine
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Makrophagen-Aktivierung einschlielt. Der Abbau des Myelins hat schlieflich die
charakteristischen neurologischen Schaden zur Folge (Sorensen & Ransohoff,
1998). Unklar bleibt, ob die Integritat der BHS erst durch die Invasion der Leukozyten
geschadigt wird, oder ob ihre erhéhte Durchlassigkeit anderen molekularen Wirkme-
chanismen zugrunde liegt, sie also schon vorher permeabel war (Perry et al., 1997).
Auch die Untersuchungen im EAE (experimental allergic encephalomyelitis)-Tiermo-
dell der MS (Daniel et al., 1983) konnten nicht klaren, durch welche molekularen Me-
chanismen die Permeabilitdt der BHS wahrend der T-Zell- und Makrophagen-Rekru-
tierung gesteigert wird. Dagegen zeigten Kalaria & Hedera (1995), dass das Endo-
thel der BHS bei Patienten mit Alzheimerscher Erkrankung per se nicht normal aus-
gebildet ist und Endothelzellen zum Teil sogar fehlten (Perry et al., 1997). Neurode-
generative Erkrankungen wie beispielsweise die Alzheimersche, der Morbus Parkin-
son und durch Prionen verursachte ZNS-Erkrankungen besitzen wie die MS eine in-
flammatorische Komponente (Perry et al., 1995). Das beweisen die im Gehirn gestor-
bener Alzheimer-Patienten nachgewiesene aktivierte Mikroglia und Bestandteile der
Komplement-Kaskade (McGeer & McGeer, 1996).

Fir die Prionen-vermittelte Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, die zunachst nicht mit ei-
ner entzindlichen Reaktion in Verbindung gebracht werden konnte (Perry et al.,
1997), zeigten Williams et al. (1995) und Betmouni et al. (1996), dass in der primaren
Phase dieser Erkrankung ein Influx von T-Zellen und Makrophagen in das Gehirn
Uber eine intakte BHS erfolgt.

11
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1.3 Die Endothelzell-Leukozyten-Interaktion

Sowohl bei der Immuniiberwachung als auch bei der Entziindungsreaktion missen
die Leukozyten mit den Endothelzellen der BlutgefalRe in Wechselwirkung treten, um
in das umgebende Gewebe einwandern zu kdnnen. Die Endothelzellen bilden also
einerseits eine zellulare Barriere fiir die Leukozyten, andererseits informieren sie die
Immunzellen anhand ihrer Oberflachen-Adhasionsmolekule dariiber, wo sie das Blut-
gefall verlassen missen, um an den Ort der Infektion zu gelangen. So werden Uber
eine Kaskade von molekularen Interaktionen verschiedene Leukozyten gezielt in die-
jenigen Kompartimente geleitet, in denen sie bendtigt werden (Ebnet, 1999). Das
Auswandern der Leukozyten aus dem Blutstrom in das betroffene Gewebe muss
allerdings genau reguliert sein, so dass nur diejenigen Leukozyten das Gewebe infil-
trieren, die dort bendtigt werden. Anderenfalls kommt es zu einer unkontrollierten
Einwanderung von Immunzellen, wie z. B. bei Autoimmunerkrankungen oder chroni-
schen Entziindungen. Uber eine Kaskade von Zell-Zell-Interaktionen, vermittelt durch
Zelladhasionsmolekile, werden die richtigen Leukozyten am richtigen Ort festgehal-
ten und dazu veranlasst in das Gewebe auszuwandern.

Sowohl bei der Immuniberwachung, die von Lymphozyten Gbernommen wird, als
auch bei Entziindungsreaktionen, bei der aktivierte Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten involviert sind, verlauft die Endothelzell-Leukozyten-Interaktion in Form
der sogenannten "Adhasionskaskade’. Diese flihrt letztlich zur Extravasation der Im-
munzellen und stellt einen mehrstufigen Prozess dar (Springer, 1995; Butcher &
Picker, 1996).

Die Adhasionskaskade gewahrleistet somit nicht nur das Einwandern der Leukozyten
in das jeweilige Gewebe, sondern durch sie wird zudem die Infiltration mit verschie-
denen Leukozytentypen reguliert. Das ‘Kaskadenprinzip® besagt’, dass mehrere
Schritte fiir ein erfolgreiches Auswandern des Leukozyten aus dem Blutgefass not-
wendig sind und dass jeder Einzelschritt die Voraussetzung fir den nachsten Schritt
ist. Das "Kombinationsprinzip™ sorgt dafiir, dass verschiedene Leukozyten durch be-
stimmte Kombinationen molekularer Interaktionen an die jeweils ‘richtigen™ Orte ge-
leitet werden (Ebnet, 1999).

Die wichtigsten Abschnitte der Adhasionskaskade sollen hier im einzelnen beschrie-
ben werden.

1.3.1 Die Adhasionskaskade

Um zum Entziindungsherd zu gelangen, muss der Leukozyt mit dem Endothel inter-
agieren, da er ansonsten mit dem Blutstrom wieder fortgerissen werden wirde. Die-

se Endothelzell-Leukozyten-Interaktion ist gekennzeichnet durch ein charakteristi-

12



Einleitung

sches Schema, dem unterschiedliche funktionelle Prozesse zugeordnet werden. Die-
se umfassen das ‘initiale Abfangen® der Leukozyten aus dem Blutstrom ("tethering’),
wodurch das sogenannte "Rollen’ eingeleitet wird, die "Aktivierung’, der die “feste
Adhasion’ der Leukozyten auf der Endothelzell-Oberflache folgt und schliel3lich die
‘Diapedese’. Diese einzelnen Abfolgeschritte werden in dem Begriff der “Adhasions-
kaskade™ vereint, die in Abbildung 1.1 zusammenfassend dargestellt ist. Jeder dieser
Schritte wird durch charakteristische molekulare Interaktionspartner des Endothels

und der Leukozyten vermittelt.
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(nach Muller W.A, 2002)

Abb. 1.1:
Darstellung der Adhédsionskaskade und ihrer beteiligten molekularen Interaktionspartner.

Die einzelnen Schritte der Leukozyten-Einwanderung werden durch spezifische Adhdsionsmolekiile
reguliert. Fiir jeden einzelnen Schritt der sogenannten 'Adhdsionskaskade’ sind die jeweiligen
interagierenden Bindungspartner in der gleichen Farbe aufgefiihrt.

Die geriffelte Struktur des Leukozyten wéhrend des sog. ‘tetherings™ symbolisiert die Mikrovilli, die
das L-Selektin bzw. das VLA-4 exponieren. Wéhrend des Aktivierungs-Schrittes™ ("activation’)
kommt es zu einer inside-out-Aktivierung des Leukozyten-Integrins, vermittelt durch das Endothel
und die Endothelzell-Oberflache via G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (s. Blitz). Die Basallamina
(in rot dargestellt) ist separiert von der extrazelluldren Matrix (ECM) (in gelb) dargestellt, da die
Leukozyten-Migration durch die subendotheliale Basallamina héchstwahrscheinlich einen separat
gesteuertes Migrations-Ereignis darstellt, das durch distinkte Molekiile vermittelt wird (Liao et al.,
1995; Wakelin et al., 1996).

ESL (E-selectin ligand), HSPG (heparan sulfate proteoglycan), ICAM (intercellular adhesion mole-
cule), LFA (leukocyte function associated antigen), PAF (platelet activating factor), PAF-R (PAF-
receptor), PECAM-1 (platelet/ endothelial cell adhesion molecule-1), PECAM-1 (d1/2) (Immunglo-
bulin-Doménen 1 und/oder 2 des PECAM-1), PECAM-1 (d6) (Immunglobulin-Doménen 6 des
PECAM-1), PSGL (P-selectin glycoprotein ligand), s-Le* (sialyl-Lewis* carbohydrate antigen), VLA
(very late antigen).

Trotz der grundsétzlichen Einheitlichkeit des Ablaufs der Adhasionskaskade gibt es
Unterschiede bei verschiedenen Organen. So weist jedes untersuchte Gewebe un-
terschiedlicher Organe sein spezifisches Adhasionsprofil zur Leukozyten-Diapedese
auf. Obwohl bisher relativ wenig Uber die spezielle Auspragung des Adhasionsprofils

der cerebralen Kapillarendothelzellen bekannt ist, Iasst sich dennoch ein Grolteil der
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bisher gewonnen Erkenntnisse der Adhasionskaskade unter entziindlichen Bedin-
gungen auf das ZNS Ubertragen (Kubes & Ward, 2000).

Im folgenden soll im Detail auf die einzelnen Schritte der Adhasionskaskade mit be-
sonderer Bericksichtigung der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion im Gehirn einge-

gangen werden.

Initialer Kontakt ("tethering’ ) und "Rollen’

Wahrend der initialen Phase einer entzindlichen Reaktion kommt es durch die ent-
zindungsvermittelt erhdhte Permeabilitat des GefalRes an der betroffenen Stelle zu
einer Verlangsamung des Blutstroms. Dies ist die Grundvoraussetzung fiir eine pri-
mare funktionelle Interaktion der Leukozyten mit den Endothelzellen und damit fir
den ersten Schritt der Adhasionskaskade, das sogenannte “tethering™ (Muller, 2002).
Das “tethering’, das den ersten Kontakt der Leukozyten mit den Endothelzellen dar-
stellt, leitet den nachsten Schritt, das sogenannte "Rollen” der Leukozyten auf der
Endothelzell-Oberflache ein.

Sowohl das “tethering” als auch das "Rollen” wird durch Selektine vermittelt (Wakelin

et al., 1996). Und ist zur Veranschaulichung in Abb. 1.2 dargestellt.

Leukozyt
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Ligand 4 3 E
F H

= Endothelzelle
Abb.1.2:

Darstellung der Interaktionspartner des Leukozyten mit dem Endothel wéhrend des sog.
‘Rollens’.

ESL-1( E-selectin ligand), E-Selektin (endothelial selectin,) PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand),
P-Selektin (platelet-selectin).

Die verschiedenen Selektine weisen einen ahnlichen molekularen Aufbau auf: Sie
besitzen alle eine Amino-terminale Lektin-Doméane, die primar fiur die adhasive Akti-

vitat verantwortlich ist. Diese wird gefolgt von einem EGF (epidermal growth factor)-
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Motiv, an das sich eine variable Zahl repetetiver, regulatorischer Komplement-Doma-
nen anschlief3t.

Bisher sind drei Selektine bekannt: das L-Selektin, das konstitutiv auf nahezu allen
Leukozyten-Typen exprimiert wird, das E-Selektin (Endothelzell-Selektin) und das P-
Selektin (platelet-Selektin) (Ebnet, 1999). Sowohl das E- als auch das P-Selektin
werden nur dann auf der Endothelzell-Oberflache exponiert, wenn die Endothelzellen
durch entziindungsférdernde Substanzen wie Cytokine, bakterielles Lipopolysaccha-
rid, Histamin oder Thrombin aktiviert worden sind.

Der strukturelle Hauptunterschied zwischen den drei genannten Selektinen besteht in
der Anzahl der repetetiven und regulatorischen Domanen. So besitzen das L-Selek-
tin zwei, das E-Selektin sechs und das P-Selektin neun solcher Doméanen. Die Selek-
tine sind durch eine Transmembran-Domane, an die sich eine zytoplasmatische Ket-
te anschliefdt, in der Membran verankert (Muller, 2002). In Abbildung 1.3 sind die drei

Selektine vergleichend dargestellit.

) L-Selectin

& Lectin-like domain
© EGF-like domain
] Structural domain

g e 4

Extracellular Glycoprotein

R

_ Jjm=3

() { Fuc )

Copynght 1609 John Wikey and Som. Inc. All nghts reserved

(aus John Wiley and Sons, 1999)

Abb. 1.3:

Darstellung des strukturellen Aufbaus der drei Selektine (L-, E- und P-Selektin), sowie ihrer
Rezeptor-Bindung
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Die Bindungspartner der Selektine sind alle stark glykosyliert, d.h. ihre Seitenketten
sind mit Zuckerseitenketten versehen. Diese Zucker sind Tetrasaccharide und wer-
den als Sialyl-Lewis* und Sialyl-Lewis® bezeichnet. Die Zuckerreste missen zudem
modifiziert werden, um mit den entsprechenden Selektinen Gberhaupt eine Bindung
eingehen zu kénnen. Dabei sind drei Modifikationen der Selektinliganden von Bedeu-
tung: die Fukosylierung, die Sialylierung und die Sulfatierung (Ebnet, 1999). Fir eine
optimale P-Selektin-Bindung missen beispielsweise die Tyrosin-Reste des Proteins,
welches das Sialyl-Lewis” tragt, sulfatiert werden (Pouyani & Seed, 1995; Sako et al.,
1995; Vestweber & Blanks, 1999). Erst durch die Modifikation des Zuckers wird das
Molekil also zum Selektin-Liganden.

Entsprechend der zeitlich unterschiedlichen Regulation des P- und des E-Selektins,
stellt das P-Selektin den Interaktionspartner fiir den initialen Kontakt des Leukozyten
auf der Endothelzell-Oberflache dar und vermittelt das sich anschlieBende “schnelle
Rollen” der Immunzellen auf den Endothelzellen (Kubes & Ward, 2000). Das E-Se-
lektin dagegen vermittelt das ‘langsame Rollen’.

Das P-Selektin wird konstitutiv in zytoplasmatischen Vesikeln, den Weibel-Palade-
bodies und in a-Granula der Blutplattchen gespeichert. Der entsprechende Ligand
des P-Selektins ist das PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1), der ebenfalls an
das E-Selektin bindet. PSGL-1 wird konstitutiv auf der Zelloberflache von neutrophi-
len Granulozyten und T-Zellen exprimiert.

Durch einen gegebenen Reiz, wie z. B. durch Thrombin oder Histamin, wird das P-
Selektin durch die Degranulation seiner Speicher-Kompartimente innerhalb weniger
Minuten auf der Endothelzell-Oberflache exprimiert (Muller et al., 2002). Dement-
sprechend wird das P-Selektin in Situationen wie z. B. bei Verletzungen induziert, in
denen eine schnelle Rekrutierung von Leukozyten erforderlich ist. Wahrend chroni-
scher Entziindungsreaktionen kann das P-Selektin allerdings auch stabil auf der Zell-
oberflache exprimiert werden (Yao et al., 1996; Pan et al., 1998). Die Expression des
P-Selektins und dessen Mitwirkung bei der Leukozyten-Rekrutierung variiert aller-
dings in den unterschiedlichen Organen (Kubes & Ward, 2000). Besonders umstrit-
ten ist dessen Beteiligung wahrend der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion im Ge-
hirn. So konnten Barkalow et al. (1996) P-Selektin nach einem applizierten Histamin-
Stimulus auf der Zelloberflache cerebraler Kapillarendothelzellen der Maus weder in
vitro noch in vivo nachweisen. Auch Engelhardt et al. (1997) zeigten, dass der Durch-
tritt enzephalitogener T-Zellen und die Rekrutierung weiterer Entziindungszellen in
das ZNS-Parenchym in Abwesenheit der Selektine stattfindet.

Das E-Selektin wird im Gegensatz zum P-Selektin nicht gespeichert, stattdessen er-
folgt dessen Regulation auf transkriptioneller Ebene. Durch die Applikation von LPS,
IL-1 oder TNF-a erfolgt eine de novo-Synthese des E-Selektins und es vergehen 2
bis 4 Stunden bis das Protein flr ca. 4 bis 8 Stunden auf der Endothelzell-Oberflache
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exponiert wird (Bevilacqua et al., 1987; Abbassi et al., 1993). Im Vergleich zum P-
Selektin dauert die Expression des E-Selektins deutlich langer an und ist somit u. a.
bei chronischen Entziindungen von Relevanz (Ebnet, 1999). Das ESL-1 (E-Selektin-
Ligand-1) ist der Bindungspartner des E-Selektins.

Die Rolle des E-Selektins ist je nach untersuchten Gewebe und auslésenden Stimu-
lus umstritten. So ist es an der Leukozyten-Rekrutierung wahrend der Cytokin-vermit-
telten Meningitis beteiligt (Tang et al., 1996), nicht aber wahrend der cerebralen bak-
teriellen Infektion (Munoz et al., 1997) oder der EAE (experimental autoimmune
encephalomyelitis) (Engelhardt et al., 1997). Dies verdeutlicht, dass verschiedene
Stimuli im gleichen Gewebe verschiedene Adhasionsprofile auslésen (Kubes &
Ward, 2000).

Ein weiteres Selektin, das allerdings konstitutiv auf der Zelloberflache der Leukozy-
ten exprimiert wird, ist das L-Selektin. Dieses befindet sich vornehmlich am Ende der
Mikrovilli-Ausstilpungen der Leukozyten (Muller, 2002). Das L-Selektin ist unter ent-
zundlichen Bedingungen in die Lymphozyten-Rezirkulation (Gallatin et al., 1983) und
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion involviert (Watson et al., 1991; Tang et al.,
1996).

Fir das L-Selektin sind drei Liganden bekannt: das GlyCAM-1 (glycosylation-depen-
dent cell adhesion molecule-1), das CD34 und das MAdCAM-1 (mucosal adressin
cell adhesion molecule-1) (Ebnet, 1999). Die Glykoprotein-Liganden des L-Selektins
mussen die entsprechenden Zuckerreste aufweisen, um mit dem L-Selektin inter-
agieren zu kénnen (Muller, 2002). So wird durch einen inflammatorischen Stimulus
beispielsweise die Fucosyl-Transferase aktiviert, die die zur L-Selektin-Interaktion
notwendigen Zuckerreste an das CD34-Protein anhangt (Muller, 2002). Die Rolle des
L-Selektins unter entziindlichen Bedingungen ist bis heute kaum untersucht (Kubes
& Ward, 2000).

Abstoppen der Leukozyten und feste Adhasion

Zahlreiche Immunzellen, die in vivo auf der Endothelzell-Oberflache rollen, 16sen sich
wieder vom Endothel und werden mit dem Blutstrom fortgerissen (Muller, 2002). Die
Prozesse des “tethering’ und des "Rollens” der Leukozyten sind somit reversibel. Um
das sogenannte "Rollen” zu beenden, muss die Affinitat der Leukozyten zu den En-
dothelzellen ansteigen. Dazu missen vom Endothel entweder intrinsische Molekiile
auf der Zelloberflache exponiert (Muller, 1999) oder aber Chemokine ausgeschiittet
werden, die vom Entziindungsherd ausgehend an die Glykosaminoglykane der En-
dothelzell-Oberflache binden und somit den Leukozyten prasentiert werden (Tanaka

et al., 1993). Chemokine gehdéren zu den Heparin-bindenden ‘chemotaktischen
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Cytokinen™ und werden je nach Lokalisation ihrer intramolekularen Disulfidbriicke in 4
verschiedene Familien unterteilt.

Chemokine sind funktionell durch ihre chemotaktische Wirkung ausgezeichnet. Diese
Funktion dient dazu, die Leukozyten, die bereits aus den Gefalken ausgewandert
sind, zum Entziindungsherd zu dirigieren (Ebnet, 1999). Sind die Leukozyten im Ra-
hmen der Adhasionskaskade auf der Endothelzell-Oberflache bereits abgestoppt und
fest adhariert, ist diese Funktion der Chemokine allerdings zweitrangig. Wahrend der
festen Adhasion haben die Chemokine die Aufgabe, an die Chemokin-Rezeptoren
auf der Leukozyten-Oberflache zu binden und diese zu aktivieren. Ohne diese Akti-
vierung wirden sich die Leukozyten wieder von der Endothelzell-Oberflache I6sen
und in den Blutkreislauf zuriickkehren. Der Grund fir die Verwendung von Chemo-
kinen liegt also nicht vornehmlich in ihrer chemotaktischen Aktivitat, sondern in der
Art der Chemokin-Rezeptoren, die auf der Oberflache des Leukozyten exprimiert
werden. Es handelt sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, deren besondere
Eigenschaft die Schnelligkeit ihrer Signallibertragung ist.

Die Chemokine binden an die Leukozyten via eines spezifischen heptahelikalen, Per-
tussistoxin-sensitiven und G-Protein-gekoppelten Rezeptors (Muller, 2002). Uber das
G-Protein wird die Information, dass ein Chemokin an den Rezeptor gebunden hat,
Uber ein second messenger-Molekll ins Zellinnere des Leukozyten weitergeleitet.
Der Reiz bewirkt eine Konformationsdnderung des Integrins ( z. B. das ampz-Inte-
grins, s. Abb. 1.4) auf der Leukozyten-Zelloberflache, was das Protein von einem zu-
vor niedrig-affinen in einen hoch-affinen Zustand versetzt. Die Integrine sind hetero-
dimere Rezeptoren, die jeweils eine a- und eine B-Kette besitzen. Durch diese
schnelle Uberfihrung des Molekiils in seinen hoch-affinen Zustand kann es innerhalb
von Sekunden fest an seinen Liganden, z. B. ICAM-1 (s. Abb. 1.4) auf der Endothel-
zell-Oberflache binden und der Leukozyt wird somit nicht mehr mit dem Blutstrom
fortgetragen. In der Abbildung 1. 4 ist die molekulare Wechselwirkung der Integrine
des Leukozyten mit ihren Rezeptoren, den Immunglobulinen auf der Endothelzell-
Oberflache wahrend der Phase der festen Adhasion dargestellt.

Charakteristisch fiir die Leukozyten sind die spezifischen B,-Integrine (auch bekannt
als CD18). Die vier bekannten o-Ketten, die eine Bindung mit der ,-Kette eingehen,
oL (CD11a) und ay (CD18b), spielen fir die Leukozyten-Endothelzell-Bindung eine
wichtige Rolle. Die Integrine, die eine o, f,-Kette (LFA-1; leucocyte function antigen-
1) bzw. eine ayP.-Kette (Mac-1) bilden, werden von den verschiedenen Leukozyten-
Typen unterschiedlich stark exprimiert. Ein weiteres Integrin, dass von zahlreichen
Leukozyten exprimiert wird, ist das o4f¢-Integrin (VLA-4; very late antigen-4) (Muller,
2002). Dieses Integrin spielt besonders bei der Leukozyten-Rekrutierung ins Gehirn
eine grolde Rolle (Kubes & Ward, 2000), insbesondere im EAE-Modell (Meng et al.,
1995).
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Die Liganden der Integrine sind die zu den Immunglobulinen zahlenden Molekule
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 und MAdCAM-1. Sie unterscheiden sich durch die unter-
schiedliche Anzahl ihrer Immunglobulin-Domanen voneinander. Diese von den Endo-
thelzellen exprimierten Zelladhasionsmolekiile werden allerdings trotz ihrer ahnlichen
Struktur unterschiedlich reguliert (Ebnet, 1999). So werden ICAM-1 und VCAM-1 in
nur sehr geringem Male von nicht aktivierten Endothelzellen exprimiert. Erst durch
entziindungsinduzierende Cytokine kommt es zu einem rasanten Anstieg der
Expression dieser Proteine auf der Endothelzell-Oberflache (Pober et al., 1986).

ICAM-2 und MAdCAM-1 werden dagegen konstitutiv von den Endothelzellen expri-

miert.
Leukozyt
I8,
né
CD11a/CD18 oy c\) Py
(LFA-1) CD49a/CD29
(VLA-4)
NENaT
CD11b/CD18
(Mac-1) X
$
2 H
® :
@ *
[ 1cAM-2 ‘ ICAM-1 f VCAM-1
— Endothelzelle
Abb. 1.4:

Die Interaktion der Leukozyten-Integrine mit ihren entsprechenden Rezeptoren auf der Endo-
thelzell-Oberfldche wéhrend der festen Adhésion.

ICAM-1, -2 (intercellular adhesion molecule-1, -2), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),
LFA-1 (leukocyte function antigen-1), VLA-4 (very late antigen-4).

Der durch die Wechselwirkung der Leukozyten-Integrine mit den entsprechenden
Bindungspartnern auf der Endothelzell-Oberflache vermittelte feste Adhasion, folgt
die Abflachung des Leukozyten, der daraufhin beginnt zu der Stelle zu wandern, an
der er die Endothelzellschicht durchqueren wird. Charakteristischerweise nimmt der
Leukozyt dem Chemokin-Stimulus folgend eine bipolare Zellform an (Smith et al.,
1989), bei der es an der sogenannten ‘leading edge’ zur Ausbildung eines Lamelli-
podiums und an der “trailing edge’ zur Ausformung des sogenannten Uropodiums
kommt. Die Zytoskelett-vermittelte Veranderung der Zellform ermdglicht dem Leuko-

zyten sich fortzubewegen (Sanchez-Madrid & del Pozo, 1999). Die Zellformveran-
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derung wird ausgel6st, indem das filamentése F-Aktin, das zuvor im Leukozyten ra-
dial verteilt vorlag, verlagert wird. Auf diese Weise wird die Uberfiihrung von der
sphéarischen in eine polarisierte Zellform bewirkt (Coates et al., 1992). Als Konse-
quenz der F-Aktin-Verlagerung im Leukozyten bilden sich zunadchst Membranausstul-
pungen in Form von Lamellipodien und Filipodien aus (Lauffenburger & Horwitz,
1996). Hat der Leukozyt schliellich die Stelle gefunden, an der er die Endothelzell-
Barriere Uberqueren wird, wird der nachste Schritt der Adhasionskaskade eingeleitet,
die sogenannte Diapedese. Die molekularen Mechanismen, die der Diapedese zu-
grunde liegen, sind bisher noch nicht bekannt. Im Gehirn ist selbst die Transmigra-
tionsroute unbekannt, d. h. ob die Leukozyten die Endothelzellschicht parazellular
(zwischen benachbarten Endothelzellen) oder transzellular (durch die Endothelzelle
hindurch) Uberwinden (Perry et al., 1997).

Da in der vorliegenden Arbeit die Analyse der Leukozyten-Diapedese im Fokus der
Untersuchungen stand, werden die aktuellsten Erkenntnisse zur Transmigration so-
wohl am Endothel peripherer Gefalle als auch am Zelltyp cerebraler Kapillarendo-

thelzellen im Folgenden in einem gesonderten Kapitel aufgefiihrt.

1.3.2 Die Leukozyten-Diapedese

Haufig wird der Begriff der "Transmigration™ als Beschreibung der gesamten Adha-
sionskaskade in der Literatur verwendet, wobei die 'Diapedese’ den eigentlichen
Leukozyten-Durchtritt beschreibt. In anderen Fallen wiederum bezeichnet die Trans-
migration oder transendotheliale Migration den Leukozyten-Durchtritt (Muller, 2001).
Die Verwendung des Terminus “Transmigration® wird in der vorliegenden Arbeit sy-
nonym zu den Termini "Diapedese’ und "Extravasation™ verwendet. Die Begriffe be-
zeichnen den Leukozyten-Durchtritt durch den Endothelzelll-Monolyer als strikt abge-
grenztes Ereignis der Adhasionskaskade. Die Verwendung des Ausdrucks ‘Leukozy-
ten-Endothelzell-Interaktion” umfasst dagegen alle der zur Adhasionskaskade gehdri-
gen Interaktions-Schritte.

Die Leukozyten-Diapedese stellt den letzten Schritt in der Adh&sionskaskade dar und
ist im Vergleich zu den vorhergehenden Schritten bisher am wenigsten erforscht. Im
Gegensatz zu den Schritten der Adhasionskaskade, die das "Rollen” und die Adha-
sion umfassen, ist die Leukozyten-Diapese nicht reversibel, d. h. in dem Moment, in
dem ein Leukozyt in dieses Stadium eingetreten ist, kann er sich nicht mehr vom En-
dothel 16sen und in den Blutstrom gelangen (Muller, 2002). Wahrend der Diapedese
durchlauft der Leukozyt eine enorme Zellformveranderung, die eine drastische Um-
bildung seines Zytoskeletts erfordert. Die Diapedese verandert zudem die Physio-
logie der Immunzellen. So erhalten Neutrophile, die normalerweise nur einige Stun-

den im Blutstrom zirkulieren und dann von der Milz entfernt werden wirden, durch
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die entziindungsaktivierten Endothelzellen einen anti-apoptotischen Stimulus, so
dass sie am Wirkort ihre Funktion erfillen kénnen (Coxon et al., 1999). Monozyten,
die durch einen Entziindungsstimulus aktiviert wurden, differenzieren sich entweder
zu Makrophagen oder zu dendritischen Zellen (Randolph et al., 1998; Randolph et
al.,, 1999), die dann als Effektorzellen bzw. Antigen-prasentierende Zellen agieren
kdnnen.

Noch heute ist unklar, ob der Leukozyt die Endothelzell-Barriere parazellulér (durch
die interendotheliale Kontaktzone) oder aber transzellulér (durch die Endothelzelle
hindurch) Gberwindet. Diese Fragestellung wird besonders in Bezug auf das barriere-
bildende cerebrale Kapillarendothel der BHS, das keine Fenestrierungen aufweist,
kontrovers diskutiert. Zumeist wird der parazellulare Transmigrationsweg der Leuko-
zyten favorisiert (Muller, 2001) obwohl die transzellulare Transmigration von Feng et
al. (1998) am unfenestrierten Endothelzelltyp elektronenmikroskopisch nachgewie-
sen wurde.

Im folgenden Abschnitt sollen die neuesten Erkenntnisse der Leukozyten-Diapedese
sowohl am Endothel peripherer Gefale als auch am Kapillarendothel des Gehirns
dargestellt werden. Die meisten Studien wurden am Endothel peripherer Gefalle
oder aber im HUVEC (Human umbilical vein endothelial cell)-Modell durchgefihrt.
Uber den Transmigrations-Mechanismus der Leukozyten im Gehirn ist bisher nur

sehr wenig bekannt.

1.3.2.1 Die parazellulare Transmigration

Wahrend jene Schritte der Adhasionskaskade, die die initiale Leukozyten-Endothel-
zell-Interaktion ('tethering’), das "Rollen’, die Adhasion und die Fortbewegung des
Leukozyten auf der Endothelzell-Oberflache umfassen, durch heterophile molekulare
Wechselwirkungen vermittelt werden, sind die bisher bekannten Molekul-Interaktio-
nen wahrend der Diapedese homophil. Diese homophilen Molekiil-Interaktionen um-
fassen zum einen die PECAM-1-PECAM-1-Wechselwirkung und zum anderen die
CD99-CD99-Interaktion (Muller, 2002). Die aktuellsten Erkenntnisse, die im Folgen-

den aufgefiihrt werden sind in Abbildung 1.5 zusammenfassend dargestellt.

PECAM-1

PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) wird sowohl von verschie-
denen Leukozyten und von Thrombozyten als auch von Endothelzellen exprimiert
(Newman, 1997). PECAM-1 zahlt zu den Membran-Proteinen der Immunglobulin-Su-
perfamilie (IgSF) (Newman et al., 1990) und wird von den Endothelzellen an deren la

teraler Seite konzentriert exprimiert (Muller et al., 1989). Es interagiert mit seiner A-
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mino-terminalen Domane homophil mit dem PECAM-1 benachbarter Endothelzellen
(Sun et al., 1996a; Sun et al., 1996b), was fir die stabile Lokalisation des PECAM-1
an den Endothelzellgrenzen verantwortlich gemacht wird (Albelda et al., 1991).
PECAM-1 wird ebenfalls von Leukozyten exprimiert.

Trotz der Unklarheit der molekularen Mechanismen, die der Leukozyen-Transmigra-
tion zugrunde liegen, gibt es fir PECAM-1 Hinweise, die fir dessen Beteiligung am
Transmigrationsprozess sprechen. Zum einen ist es moglich, durch den Einsatz blo-
ckierender Antikdrper gegen PECAM-1 die Diapedese von Leukozyten in das ent-
zundete Gewebe einzuschranken und zum anderen ist PECAM-1 in hoher Konzen-
tration in der Kontakizone der Endothelzellen lokalisiert, welche von zahlreichen
Autoren als Leukozyten-Transmigrationsroute beschrieben wird. Die homophile Inter-
aktion zwischen den Ig-Doménen 1 und 2 des PECAM-1 der Endothelzellen und je-
ner des PECAM-1 der Leukozyten ist fiir die Diapedese essentiell. Diese homophile
PECAM-1-PECAM-1-Wechselwirkung zwischen Endothelzellen und Leukozyten ist in
die Transmigration von Monozyten, Neutrophilen und Killerzellen involviert (Muller,
2001). Dies verdeutlichten auch die Studien von Sun et al. (1996a) und Sun et al.
(1998). Die Autoren zeigten, dass die Zugabe von Fab-Fragmenten monoklonaler
Antikérper gegen PECAM-1 die Leukozyten-Transmigration um bis zu 90% minderte.
Auch die Blockierungsstudien von (Liao et al., 1995), die einen Domanen-spezifischen
monoklonalen Antikérper gegen PECAM-1 einsetzten, zeigten eine Inhibierung der
Transmigration in vitro und in vivo (Bogen et al., 1994). Die Blockierung des
PECAM-1 sowohl der Leukozyten als auch der Endothelzellen hatte dabei jeweils
den gleichen Effekt (Muller et al., 1993).

Trotz der nachgewiesenen Involvierung des PECAM-1 bei der Transmigration ist die
exakte molekulare Funktionsweise der PECAM-1-PECAM-1-Interaktion noch nicht
aufgeklart. So wird vermutet, dass PECAM-1, das in der interendothelialen Kontakt-
zone angereichert ist, mit dem PECAM-1 der Leukozyten in Wechselwirkung tritt,
wahrend diese die Zell-Zell-Kontaktzone passieren. Die PECAM-1-PECAM-1-Interak-
tion der Leukozyten mit den Endothelzellen wahrend der Transmigration generiert ein
inside-out-Signal, das die Integrine der Immunzellen aktiviert. Diese Aktivierung wur-
de von Tanaka et al. (1993) flir das Integrin der B4-Familie von T-Zellen nachgewie-
sen und von Berman & Muller (1995), Berman et al. (1996) und Piali et al. (1993) fur
das Integrin der Bo-Familie von Neutrophilen, Monozyten, Killerzellen und T-Zellen.
(Tanaka et al., 1993) konnten zeigen, dass das cross-linking von PECAM-1 ausreich-
te, um die LFA-1- bzw. VLA-4-vermittelte Adhasion mit ICAM-1 bzw. VCAM-1 zu ak-
tivieren. Da auch Chemokine die Leukozyten-Integrine zu aktivieren vermogen, ist
allerdings fraglich, ob dazu die PECAM-1-PECAM-1-Wechselwirkung zwischen Leu-
kozyten und Endothelzellen notwendig ist (Muller, 2001). Wenn es wahrend der Dia-

pedese tatsachlich zu einer homophilen PECAM-1-Bindung zwischen den Endothel-
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zellen und den Leukozyten kdme, stellte sich zudem die Frauge, wie sich zuvor die
endotheliale PECAM-1-PECAM-1-Bindung voneinander 16st, damit das endotheliale
PECAM-1 mit dem PECAM-1 des Leukozyten interagieren kann. Die einzige Mog-
lichkeit des Leukozyten, eine homophile Interaktion seines PECAM-1 mit dem endo-
thelialen PECAM-1 einzugehen, ware die Anreicherung des PECAM-1 in seinem vor-
anschreitenden Pseudopodium, was allerdings bisher noch nicht nachgewiesen wer-
den konnte (Muller, 2001).

Trotz der nachgewiesenen PECAM-1-vermittelten Beeinflussung des zellularen Ak-
tin-Zytoskeletts, das bekanntermallen den ‘Motor’ der Transmigration darstellt
(Poggi et al., 1996), konnte bisher die direkte Beteiligung des PECAM-1 an der Leu-
kozyten-Diapedese nicht belegt werden (Aurrand-Lions et al., 2002). So zeigten
Duncan et al. (1999), dass durch die Applikation von Thioglykolat, IL-1p und Forma-
lin-inaktivierter S. aureus in PECAM-1-defekten knock-out-Mausen die Transmigra-
tion von Monozyten und Lymphozyten nicht beeintrachtigt wurde. Bisher konnte in
PECAM-1-defekten knock-out-Mausen ausschliel3lich beobachtet werden, dass es
als Antwort auf den entziindungs-induzierenden Stimulus IL-13 zur Anreicherung
polymorphnukleérer Zellen (PMN) in der Basalmembran postkapillarer Venen im Me-
senterium der Tiere kam (Duncan et al., 1999). Dementsprechend wird PECAM-1
eher eine Funktion bei der Migration der PMN's durch die Basalmembran zugespro-

chen (Johnson-Leger et al., 2000).

JAM und VE-Cadherin

Die Beteiligung der junctionalen Adhé&sionsmolekile JAM-1 (junctional adhesion
molecule-1) und VE-Cadherin der tight junctions bzw. der adherens junctions wah-
rend der Transmigration wird diskutiert (Muller, 2001).

JAM, wie auch PECAM-1, gehort zu der Ig-Superfamilie und wurde von Martin-
Padura et al. (1998) identifiziert. JAM interagiert homophil und tritt konzentriert in der
apikalen Region der Zell-Zell-Kontaktzone im Bereich der tight junctions auf (s. Abb.
1.5). Mit der Endothelzelle interagierende Leukozyten, die durch die interendotheliale
Kontaktzone transmigrieren, treten auf diese Weise mit JAM in Kontakt (Johnson-
Leger et al., 2000). Martin-Padura et al. (1998) zeigten, dass durch den Einsatz eines
monoklonalen Antikérpers (BV11) gegen JAM die Infiltration von Monozyten in vitro
und im Haut-Entziindungsmodell der Maus inhibiert werden konnte. Del Maschio et
al. (1999) konnten zudem nachweisen, dass der Einsatz des BV11-Antikdrper gegen
JAM den Leukozyten-Influx wahrend einer induzierten Meningitis im Maus-Modell
inhibierte. Die Lokalisation von JAM in der endothelialen Zell-Zell-Kontaktzone und

die Fahigkeit blockierender Anti-JAM-Antikdrper die Diapedese zu unterbinden, spre-
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chen fir eine Beteiligung des Proteins bei der transendothelialen Migration (Muller,
2001).

Interessante Ergebnisse erzielten zudem Ostermann et al. (2002), die in Blockie-
rungsstudien einen polyklonalen Antikérper einsetzten und zeigten, dass LFA-1 von
T-Zellen und Neutrophilen heterophil mit der Membran-proximalen Domane des
JAM-1 interagiert. Trotz der erfolgreichen Inhibierungsstudien ist die Funktion des
JAM wahrend der Leukozyten-Diapedese noch umstritten.

Die kooperative Interaktion von JAM und PECAM-1 wahrend der Transmigration wird
von Johnson-Leger et al. (2000) vorgeschlagen, indem sowohl das PECAM-1
(Ayalon et al., 1994) als auch das JAM den Leukozyten quasi durch die Zell-Zell-

Kontaktzone hindurch dirigieren.

Die Beteiligung des VE-Cadherins wahrend der Leukozyten-Transmigration wird kon-
trovers diskutiert. Blockierungsstudien des VE-Cadherins wahrend einer im Maus-
Modell induzierten Peritonitis, verursachte einen erhdéhten Neutrophilen-Einstrom
(Gotsch et al.,, 1997), wodurch gezeigt wurde, dass die Integritat der adherens
junctions eine Barriere der Neutrophilen-Diapedese darstellt. Dagegen zeigten in
vitro-Studien unter Flussbedingungen von Allport et al. (2000) und Shaw et al.
(2001), dass VE-Cadherin wahrend der Leukozyten-Diapedese transient von den
Junctions verschwindet. Das widerspricht der Funktion, die Gotsch et al. (1997) dem

VE-Cadherin wahrend der Leukozyten-Diapese zugesprochen haben.

CD 99

CD 99 ist ein 32-kDa O-glykosyliertes Molekiil, dass auf der Oberflache der meisten
Leukozyten exprimiert wird (Muller, 2002). Schenkel et al. (2002) konnten das Mole-
kil an den Zellgrenzen von Endothelzellen nachweisen. CD 99 wurde bisher als Co-
Stimulator von T-Zellen beschrieben. Erst jingst wurde seine Rolle wahrend der
transendothelialen Migration von Monozyten von Schenkel et al. (2002) entdeckt.
Wie auch PECAM-1, interagiert es wahrend der Transmigration homophil.

Monozyten, deren CD 99-Rezeptor blockiert wurde, blieben in der interendothelialen
Zell-Kontaktzone stecken, wobei sich die ‘leading edge’ des Leukozyten schon un-
terhalb der Endothelzellen befand. Damit unterscheidet sich die Funktion von CD 99
eindeutig von der des PECAM-1, das flir den initialen Prozess bei der Diapedese
verantwortlich ist (Muller, 2002). Die Funktion von CD 99 wurde bisher nur wahrend
der Monozyten-Transmigration untersucht, nicht aber wahrend der Neutrophilen- und
Lymphozyten-Diapedese. Auch ist die Rolle von CD 99 in den verschiedenen in vitro-

Entzindungsmodellen noch nicht bekannt (Muller, 2002).
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An der finalen Phase der Leukozyten-Diapedese ist CD 99 direkt beteiligt. Das Mole-
kil wird von allen Leukozyten-Typen und Erythrozyten exprimiert. Schenkel et al.
(2002) zeigten, dass auch die Endothelzellen CD 99 konstitutiv in der interendothelia-
len Kontaktzone exprimieren. Im Gegensatz zu Anti-PECAM-1 verursacht der Ein-
satz eines Anti-CD 99-Antikérpers die Blockierung des Leukozyten erst, wenn er
schon tief in die interendotheliale Zell-Kontaktzone vorgedrungen ist, also kurz vor
Abschluss der Diapedese (Aurrand-Lions et al., 2002).

Noch ist allerdings ungeklart, ob die Blockierung des Uropoden des Leukozyten, in
welchem die Adhasionsproteine besonders konzentriert auftreten, den Grund fiir den
Stillstand der Transmigration darstellt. Auch ist noch nicht bekannt, ob CD 99 speziell
in der Region des Leukozyten-Uropoden exprimiert wird. Hahn et al. (1997) konnte
allerdings zeigen, dass CD 99 Uber einen bisher noch unbekannten Signaltransduk-
tionsweg die LFA-1-Expression und -Affinitat reguliert. So ist CD 99 méglicherweise
indirekt in die Diapedese involviert, indem es die Integrin-Funktion im Uropoden wéh-
rend der Transmigration reguliert.

Die Rolle von CD 99 wahrend der Leukozyten-Diapedese wurde bisher ausschliel3-
lich fir die Transmigration von Monozyten untersucht. Inwiefern CD 99 wahrend der
Transmigration unterschiedlicher Immunzelltypen, wie der Lymphozyten oder der
Neutrophilen und verschiedener Endothelzelltypen ebenfalls eine essentielle Funk-

tion Ubernimmt, ist in zukinftigen Studien zu tUberprifen (Muller, 2002).

PECAM-1/JAM-1/CD 99: der "Muiltistep-Mechanismus™ der Diapedese

Jiingst konnte gezeigt werden, dass nicht ein einzelnes Molekil fir die Leukozyten-
Diapedese verantwortlich ist, sondern dass vielmehr das Zusammenspiel mehrerer
Molekile fir die transendotheliale Migration essentiell ist (s. Abb. 1.5). Diese aktu-
ellen Erkenntnisse Uber die Zusammenhange der Beteiligung von JAM-1, CD 99 und
PECAM-1 an der Leukozyten-Diapedese erklaren vielleicht, warum die Blutgefasse
wahrend der Diapedese des Leukozyten nicht permeabel werden (Muller, 2002).

Bisher wurde ausschliel3lich PECAM-1 direkt mit der Leukozyten-Diapedese in Ver-
bindung gebracht (Aurrand-Lions et al., 2002). Muller (2002) konnten nun allerdings
ein weiteres Molekiil, das CD 99 identifizieren, das fiir die Monozyten-Diapedese es-
sentiell ist und in der interendothelialen Kontaktzone exponiert wird. Die Autoren
zeigten in Antikérper-Blockierungsstudien, dass transmigrierende Monozyten zu-
nachst homophil mit dem endothelialen PECAM-1 interagierten und luminal fest ad-
harierten um die Diapedese einzuleiten. Die ebenfalls homophile CD 99-Interaktion
zwischen den Endothelzellen und den Leukozyten bewirkte darauf folgend, dass der
in die interendotheliale Kontaktzone eingedrungene Leukozyt, durch den endothelia-

len Spalt transmigriert. Dieser Mechanismus ereignet sich hdchstwahrscheinlich so-
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wohl unter nicht-entziindlichen als auch unter entzindlichen Bedingungen, da weder
CD 99 noch PECAM-1 durch einen inflammatorischen Stimulus beeinflusst werden
(Aurrand-Lions et al., 2002).

Bisher stitzten sich die Erkenntnisse auf die von (Martin-Padura et al., 1998) durchge-
fuhrten Studien, die zeigten, dass monoklonale Antikérper gegen JAM-1 die Transmi-
gration von Monozyten in vivo inhibieren. Da die Monozyten der Maus JAM-1 nicht
exprimieren, wurde von den Autoren postuliert, dass der eingesetzte Anti-JAM-1-An-
tikérper wahrend der Transmigration entweder die interendothelialen junctions um-
strukturiert, oder dass zusatzliche JAM-1-Liganden auf dem transmigrierenden Leu-
kozyten existieren.

Ostermann et al. (2002) deckten kurzlich diese Unklarheit auf, indem sie die LFA-1-
JAM-1-Bindung identifizierten. Die Autoren zeigten, dass die JAM-1-LFA-1-Interak-
tion, je nach dem ob JAM-1 auf der Endothelzell-Oberflache oder in den junctions ex-
primiert wird, entweder in die feste Adhasion oder in die Transmigration involviert ist.
Ostermann et al. (2002) identifizierten JAM-1 als Liganden fiir das Leukozyten-Inte-
grin LFA-1. Die zur Membran proximale lg-Doméane des JAM-1 interagiert mit LFA-1,
wahrend die von der Membran distale Ig-Doméane des JAM-1-Molekiils fur die homo-
phile Dimerisation in den interendothelialen junctions verantwortlich ist (Kostrewa et
al., 2001). Dieser strukturelle Dualismus ermoglicht die simultane Interaktion zwi-
schen dem Leukozyten und der Endothelzelle (LFA-1-JAM-1) und zwischen benach-
barten Endothelzellen (JAM-1-JAM-1). Die LFA-1-JAM-1-Bindung zwischen Leukozyt
und der luminalen Endothelzellseite verursacht die feste Adhasion des Leukozyten.
Diese feste Bindung wurde bisher nur durch die ICAM-1-LFA-1-Wechselwirkung be-
schrieben (Imhof & Dunon, 1995). Die von Ostermann et al. (2002) nachgewiesene
duale Funktion des LFA-1-Molekiils, das sowohl in die feste Adhasion als auch in die
Transmigration involviert ist, ist zur Aufklarung der transendothelialen Migration es-
sentiell. Unklar ist jedoch, ob die Transmigration durch die PECAM-1-PECAM-1-
oder durch die LFA-1-JAM-1-Interaktion eingeleitet wird und ob diese Interaktionen
eventuell zeitgleich ablaufen (Aurrand-Lions et al., 2002).

Im Gegensatz zu PECAM-1 oder CD 99 wird JAM-1 ausschlief3lich im nicht-entziind-
lichen Zustand der Endothelzellen innerhalb des junctionalen Komplexes exprimiert.
Das entziindungsaktivierte Endothel dagegen exponiert JAM-1 apikal auf seiner Zell-
oberflache (Ozaki et al., 1999). Das JAM-1-Molekill ist tber zytoplasmatische Adap-
terproteine mit den Claudinen der tight junctions assoziiert. Inflammatorische Signale
kdénnen insofern fir die Re-Lokalisation des JAM-1 sorgen, als das sie die Verbin-
dung des Proteins zu seinen Adapterproteinen beeinflussen (Aurrand-Lions et al.,
2002). Diese Bobachtung erhartet die Hypothese, dass die Endothelzellen aktiv die
Transmigration steuern, indem sie die Struktur der interzellularen junctions regulieren
(Aurrand-Lions et al., 2002).
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Abb. 1.5:

Darstellung der aktuellen Erkenntnisse der molekularen Mechanismen der transendothelia-
len Leukozyten-Migration (Stand Februar 2002).

A: Ein inflammatorischer Stimulus fiihrt auf der luminalen Seite der Endothelzell-Oberfléche zur Ex-
pression von ICAM-1. Dasselbe Signal verursacht, dass JAM-1 in den interendothelialen Spalt ver-
lagert wird, wohingegen die Lokalisation von PECAM-1 und CD 99 nicht beeinflusst wird.

B: Nach dem ‘tethering” dem "Rollen’ und der “festen Adhésion’, transmigriert der Leukozyt mit Hil-
fe von JAM-1, PECAM-1 und CD 99. Chemokine aktivieren die Leukozyten-Integrine, was zur Inter-
aktion des LFA-1 mit dem endothelialen ICAM-1 und JAM-1 fiihrt. Die sequentielle trans-homophile
Interaktion von PECAM-1 und CD 99 vermittelt schlie3lich die transendotheliale, parazellulére Mi-
gration des Leukozyten (Aurrand-Lions et al., 2002).

Die Beteiligung von Enzymen

Die Frage, inwieweit endogene Leukozyten-Proteasen aktiv an der Diapedese betei-
ligt sind, indem sie die junctionalen Molekule wahrend der parazellularen Neutrophi-
len-Diapedese degradieren, wird kontrovers diskutiert.

Zahlreiche der durchgeflihrten Studien zur Neutrophilen-Transmigration zeigten,
dass die Neutrophilen die Endothelzell-Barriere parazellular Gberwinden (Kishimoto
and Anderson, 1992; Granger et al., 1995; Burns et al., 1997; Panes & Granger,
1998). Carden et al. (1998) und Moll et al. (1998) konnten nachweisen, dass bei der
Uberwindung der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte die junctions durch die Neutro-
philen-Proteasen proteolytisch zersetzt werden. Die Elastase nimmt dabei eine zen-

trale Rolle ein, wie die Untersuchungen von Cepinskas et al. (1999) und Carden et
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al. (1998) zeigten. So konnten Carden und Mitarbeiter nachweisen, dass der Neutro-
philen-verursachte Abbau des VE-Cadherins durch einen Elastase-Inhibitor verhin-
dert werden konnte, was eindeutig die proteolytische Wirkung dieses Enzyms auf die
Protein-Komplexe der junctions wahrend der Neutrophilen-Transmigration belegt.
Auch Yoshida et al. (1995) zeigten, dass die Neutrophilen-Transmigration durch den
Einsatz eines blockierenden Antikdrpers gegen Elastase inhibiert wird. Ebenso konn-
ten die Autoren nachweisen, dass der Elastase-Antikdrper die durch aktivierte Neu-
trophile verursachte Retraktion der HUVEC's verhindert.

Die Frage, ob die Neutrophilen die Elastase wahrend der Diapedese in das extra-
zellulare Milieu sezernieren oder ob das Enzym in der Membran des Neutrophilen
gebunden bleibt, konnten Cepinskas et al. (1999) beantworten. Die Autoren zeigten,
dass sich die Membran-gebundene Elastase wahrend der Adhasion des Neutrophi-
len in dessen apikalen Membran-Bereich befindet, wogegen sie wahrend der Trans-
migration in die Neutrophilen-Pseudopodien verlagert wird, die in die Endothelzellen
eindringen. Auf diese Weise wird der Endothelzell-Monolayer lediglich an der Stelle
proteolysiert, an der der Neutrophile transmigriert. Somit kommt es wahrend der
Transmigration nicht zur Interferenz der Neutrophilen-Elastase mit anderen im Extra-
zellularraum zirkulierenden Proteasen. Wahrend der beginnenden Diapedese wird
die Elastase in diejenigen Membranbereiche des Neutrophilen und der Endothel-
zellen verlagert, die wahrend der Transmigration miteinander interagieren. Unklar ist
dabei allerdings, wie die Membran-gebundene Elastase der Neutrophilen auf die En-
dothelzell-Membran Ubertragen wird und ob die Endothelzell-gebundene Elastase in
aktiver Form vorliegt und somit die Retraktion der Endothelzellen und damit verbun-
den ein Offnen Zell-Zell-Kontakte bewirkt um dem Neutrophilen die parazellulare

Transmigration zu erméglichen (Cepinskas et al., 1999).

1.3.2.2 Die transzelluldre Transmigration

In den 60-er Jahren des letzten Jahrhunderts erforschte man erstmals ultrastrukturell
die Interaktion von Leukozyten und Endothelzellen. So untersuchten u. a. Marchesi &
Florey (1960) elektronenmikroskopisch die Adhasion von Leukozyten auf der entzin-
dungsaktivierten Endothelzell-Oberflache. Zu dieser Zeit wurde zudem erstmals die
Diapedese der Leukozyten im Detail untersucht. Samtliche der ersten elektronenmi-
kroskopischen Studien, die sich mit dieser Fragestellung beschéaftigten, zeigten, dass
die Neutrophilen mit Pseudopodien-ahnlichen Fortsatzen in die Endothelzellen ein-
dringen (Marchesi & Florey, 1960). Neuere Untersuchungen von Migliorisi et al.
(1987) zeigten zudem, dass sowohl Neutrophile als auch Monozyten mit ihren Pseu-
dopodien in die apikale Membran der Endothelzellen und nur selten in die interendo-

theliale Zone eindrangen. Williamson & Grisham (1961) konnten elektronenmikro-
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skopisch nachweisen, dass die Leukozyten, umschlossen von grof’en Endothelzell-
Vakuolen, in deutlicher Entfernung zu den tight junctions transmigrierten. Diese Beo-
bachtung lie3 vermuten, dass die Leukozyten von den Endothelzellen phagozytiert
wurden und nicht die interendotheliale Zell-Kontaktzone durchwanderten. Obwohl
diese morphologischen Befunde der transendothelialen Leukozyten-Diapedese sehr
eindeutig erscheinen, sind sie dennoch mit Vorsicht zu interpretieren, da die elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen dieser frihen Studien keine vollstdndigen se-
quentiellen Bilderreihen umfassten (Feng et al., 1998).

Feng et al. (1998) konnten erstmals mit Hilfe sequentieller elektronenmikroskopi-
scher Aufnahmen, die Computer-unterstiitzt dreidimensional ausgewertet wurden
zeigen, dass Neutrophile nach der Applikation von FMLP (formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine) die Endothelzell-Barriere der Hautvenen im Meerschweinchen-Modell
transzellular Gberwinden, ohne dabei die junctionale Zell-Zell-Kontaktzone zu beein-
trachtigen. Diese Befunde zeigten erstmals, dass die Neutrophilen-Transmigration
nicht zwingend parazellular erfolgt, wie bisher postuliert wurde, sondern dass Leuko-
zyten generell transzellular extravasieren kénnen (Feng et al., 1998). Auch
Greenwood et al. (1994) konnten die transzelluldre Transmigrationsroute ohne
gleichzeitigen Verlust der junctionalen Integritdt an Endothelzellen der Blut-Retina-
Schranke nachweisen.

Die bisherigen Untersuchungen der Diapedese ergaben generell, dass die Leukozy-
ten-Transmigration in Abhangigkeit von der Tierart, des Gewebetyps und des inflam-
matorischen Stimulus, sowohl parazellular als auch transzellular méglich zu sein

scheint, so dass diesbezliglich verallgemeinernde Aussagen kaum zu treffen sind.

1.3.3 Die BHS im Kontext der Leukozyten-Transmigration

Die Hauptfunktion der BHS liegt neben der Erhaltung der ionischen Homodstase im
Gehirn darin, den Eintritt von Zellen aus dem Blut zu regulieren. Der Zusammen-
bruch der Barrierefunktion der BHS in Verbindung mit der Infiltration von Leukozyten
ist ein charakteristisches Erscheinungsbild von ZNS-Erkrankungen wie z. B. der Mul-
tiplen Sklerose (Kwon & Prineas, 1994) oder dem Schlaganfall (Dietrich et al., 1993).
Die Mechanismen, die der BHS-Schadigung wahrend der Leukozyten-Rekrutierung
zugrunde liegen, sind bisher nicht bekannt. Auch ist nicht klar, ob die Leukozyten die
cerebrale Endothelzell-Barriere parazellular, also durch Zell-Zell-Kontakte hindurch,
oder transzellular passieren (Greenwood et al., 1994; Bolton et al., 1998). Méglicher-
wiese existieren beide Transmigrationsrouten (Bolton et al., 1998). Ebenfalls unklar
ist, inwiefern sich der Transmigrations-Mechanismus unter gesunden von dem unter

entziindlichen Bedingungen unterscheidet (Perry et al., 1997).
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Bolton et al. (1998) konnte erstmals in vivo zeigen, dass die durch die Injektion von
IL-1B induzierte Entziindungsreaktion im ZNS der Ratte eine Erh6hung der Phospho-
tyrosin-Konzentration verursachte, die mit einem Verlust von ZO-1 und Occludin der
tight junctions verbunden war. Die ultrastrukturellen Untersuchungen dieser Studie
zeigten zudem, dass die junctionalen Komplexe, die in die Neutrophilen-Migration in-
volviert waren, morphologische Veranderungen aufwiesen. Zwar konnten die Autoren
die Neutrophilen-Transmigration morphologisch nicht direkt dokumentieren, dennoch
war deutlich erkennbar, dass dort, wo sich die Neutrophilen noch in unmittelbarer Na-
he der Zell-Zell-Kontakte auf der abluminalen Endothelzellseite befanden, keine tight
junctions mehr zu erkennen waren. Dies deutete auf die Zerstérung bzw. ihre Off-
nung wahrend der Neutrophilen-Transmigration hin (Bolton et al., 1998). Dabei lasst
die genannte Arbeit unbeantwortet, ob die Neutrophilen den Verlust der tight
junction-Integritat induzierten, um daraufhin durch die interendotheliale Zell-Zell-Kon-
taktzone transmigrieren zu konnen, oder ob der junctionale Integritatsverlust eine
Konsequenz der transzellularen Neutrophilen-Diapedese war.

Wie die in vivo-Studie der Leukozyten-Transmigration von Bolton et al. (1998) ver-
deutlicht, bleibt weiterhin unklar, ob die Leukozyten die BHS unter gesunden und un-
ter pathologischen Bedingungen parazellular oder transzellular Gberwinden. Ob da-
bei Unterschiede verschiedener Immunzelltypen bzw. bei cerebralen Kapillarendo-
thelzellen unterschiedlicher ZNS-Regionen bestehen, ist ebenfalls noch nicht be-
kannt.

Einige wichtige Aspekte des Regulationsmechanismus der transendothelialen
Leukozyten-Migration, insbesondere am Endothelzelltyp der Blut-Hirn-Schranke,
kénnen unter in vivo-Bedingungen nicht untersucht werden. So ist in vivo eine de-
taillierte Analyse der durch die Entzindungsaktivierung bzw. die Leukozyten-Interak-
tion verursachten Funktionsstérung der BHS nicht mdglich, da die hierzu notwendi-
gen biophysikalischen Methoden am lebenden Organismus nicht durchflihrbar sind.
Auch die Lokalisation des Transmigrationsweges und die Untersuchung der Funktion
der tight junction-assoziierten Proteine wahrend der Leukozyten-Diapedese sind in
vivo nur bedingt mdglich, da in situ lediglich Immuno-'/abelling’-Analysen durchge-
fuhrt werden kénnen und nicht die zur Charakterisierung des komplexen Trans-
migrations-Mechanismus nétigen immunzytochemischen Analysen.

Die Aufklarung des Mechanismus der transendothelialen Leukozyten-Migration be-
darf einer detaillierten Analyse mit Hilfe eines umfangreichen Methodenspektrums
und macht somit ein in vitro-Modell der BHS erforderlich. Dieses setzt allerdings eine
sehr hohe in vivo-Kompatibilitdt voraus, da sich die typischen Endothelzell-Kulturarte-
fakte speziell bei der Bearbeitung dieser Fragestellung gravierend auf die Ergebnisse

auswirken wurden.
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Das Hauptproblem der meisten bisher etablierten in vitro-BHS-Modelle ist die im Ver-
gleich zur in vivo-Situation schwach entwickelte Barrierefunktion, die sich in einem
niedrigen transendothelialen Widerstand wiederspiegelt und verdeutlicht, dass die
tight junctions entsprechend schwach ausgepragt sind. Inflammatorische Stimuli, die
zur Entzindungsaktivierung eingesetzt werden, verursachen zudem Aufweitungen
an den Schwachstellen des Endothelzell-Monolayers (den interendothelialen Zell-
Zell-Kontakten), so dass die parazelluldre Leukozyten-Transmigration kulturbedingt
per se geférdert wird (Kvietys & Sandig, 2001). Die fehlende Komplexitat der interzel-
lularen tight junctions und die schwach entwickelte Region in ihrer unmittelbaren Na-
he machen die meisten in vitro-Endothelzell-Modelle fir Untersuchungen, die Zell-
Zell-Kontakte mit hoher in vivo-Kompatibilitat erfordern, ungeeignet. Die BHS-charak-
teristische komplexe Auspragung der tight junctions ist jedoch speziell fir die Cha-

rakterisierung der Transmigrationsroute von ausschlaggebender Bedeutung.

Aufgrund der komplexen Eigenschaften der cerebralen Kapillarendothelzellen und ih-
rer barrierebildenden tight junctions ist bisher kein adaquates in vitro-Modell der BHS
etabliert worden, das durch eine hohe in vivo-Ubereinstimmung der Untersuchung
und Aufklarung des Regulationsmechanismus der Leukozyten-Diapedese gerecht
werden konnte. Das Fehlen von geeigneten in vitro-BHS-Modellen resultiert daher in
mangelnden Erkenntnissen Uber den Regulationsmechanismus der Leukozyten-
Transmigration durch die cerebrale Endothelzellschicht.

In dieser Arbeit wurde die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, insbesondere die
Transmigration, erstmals unter chemisch definierten, serumfreien Kulturbedingungen
in einem in vitro-Modell der BHS untersucht, das in der Auspragung seiner tight
Junctions und damit in seiner Barriereeigenschaft eine sehr hohe in vivo-Kompatibili-
tat aufweist. Somit eréffnete sich in dieser Studie erstmals die Méglichkeit, mit Hilfe
eines breit gefacherten Methodenspektrums die Auswirkung der Leukozyten-Endo-
thelzell-Interaktion auf die Barrierefunktion der BHS sowie die Leukozyten-Diapedese
im Detail unter in vivo-ahnlichen Bedingungen zu beleuchten. Um die Grundlage fir
die Untersuchung des Transmigrations-Prozesses unter entziindlichen Bedingungen
zu schaffen, wurde zunachst durch eine kombinierte immunzytochemische, biophy-
sikalische, zellbiologische und morphologische Analyse die entziindungsabhangige
Veranderung der Blut-Hirn-Schranke charakterisiert.

Die Anwendung einer neuen nicht-invasiven biophysikalischen Methode, der soge-
nannten ECIS (electrical cell-substrate impedance sensing)-Technik, lieferte bei der
Untersuchung der Leukozyten-Endothelzell-Wechselwirkung auf die BHS-Funktion
erste Informationen Uber die quantitative Veranderung der Zell-Zell-Kontakte, des
Zell-Substrat-Kontakts und der Membrankapazitat. Durch die Korrelation dieser die

Barrierefunktion quantitativ beschreibenden biophysikalischen Methode mit der im-
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munzytochemischen Analyse der tight junction-assoziierten Proteine und den elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen der Endothelzellgrenzen wurde sowohl auf
molekularer als auch auf morphologischer Ebene eine umfassende Analyse des Ein-
flusses der Leukozyten-Interaktion auf die Barrierefunktion der BHS ermdoglicht. Die
Analyse des Leukozyten-Transmigrationsmechanismus, insbesondere die bis heute
noch nicht aufgeklarte Lokalisation der Transmigration durch das barrierebildende
Endothel der BHS, wurde durch elektronenmikroskopische Detail-Analysen beleuch-
tet.

Die Aufklarung des Regulationsmechanismus der Transmigration verschiedener Im-
munzelltypen durch die BHS ist von gréRtem klinischem Interesse, da erst dadurch
die Moglichkeit geschaffen wird Therapien zu entwickeln, die den fiir zahlreiche ZNS-

Erkrankungen charakteristischen Leukozyten-Einstrom ins Gehirn unterbinden.
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2. Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Cerebrale Kapillarendothelzellen aus dem Schweinehirn
2.1.1.1 Praparation

Die hier eingesetzte Praparationsmethode der cerebralen Kapillarendothelzellen aus
dem Schweinehirn (PBCEC) adulter Tiere erfolgte nach der Methode von (Tewes et
al., 1997). Prinzipiell basiert die Praparationsmethode auf zwei enzymatischen Ab-
bauschritten, durch die die Kapillarendothelzellen aus dem Gehirn-Parenchym isoliert
werden. Im ersten Schritt erfolgt die enzymatische Freisetzung der cerebralen Kapil-
laren aus dem Parenchym durch den Einsatz einer neutralen Protease, woraufhin die
Isolierung der Endothelzellen aus den Kapillarbruchstlicken mit Hilfe eines enzyma-
tischen Abbaus durch ein Collagenase/Dispase-Gemisch folgt. Im Einzelnen wurde
die Praparation, folgendermaflen durchgefiihrt:

Zunachst wurden die Gehirne direkt nach Entnahme aus dem Schéadel der frisch ge-
schlachteten Schweine in eisgekiihlten 70 %-igen Ethanol gegeben. Zum Transport
wurde der Alkohol durch Phosphatpuffer (PBS--) mit Zusatz von 200 U/ml Penicillin
und 200 pg/ml Streptomycin ausgetauscht. Kurz vor der Praparation wurde der Phos-
phatpuffer nochmals durch 4°C gekiihltes PBS ersetzt. Die zu praparierende Gehirn-
halfte wurde auf ein Tablett gelegt und von beiden Seiten kurz abgeflammt. Die Hirn-
haut mit den dazugehorigen Gefalden, der Hippocampus, der Hypothalamus, die Hy-
pophyse sowie der Plexus choroideus wurden sorgfaltig entfernt um zu gewahrlei-
sten, dass ausschliellich die Endothelzellen der Gehirnkapillaren isoliert wurden. Die
Gehirnhalften wurden daran anschlieliend mit Skalpellen und mit einem Krauter-
schneider fein zerkleinert und in 37°C warmem Praparationsmedium suspendiert
(100 ml/ Gehirn).

Die Freisetzung der Kapillaren erfolgte durch eine zweistiindigen enzymatischen Ab-
bau mit 1,3 % [w/v] Dispase Il unter standiger Durchmischung bei 37°C. Anschlie-
Rend wurden jeweils 100 ml der Gehirnsuspension mit 150 ml einer 4°C kalten Dex-
tranlésung der Dichte 1,061 g/cm® durchmischt. Durch die anschlie®ende 10-minuti-
ge Dichtezentrifugation bei 7100 x g und 4°C erfolgte die Trennung des fetthaltigen
Myelins von den Kapillarbruchstiicken, die sich als Pellet absetzten. Nach dem De-
kantieren des Uberstands und Entfernung des Myelins aus dem Zentrifugenbecher
wurden die pelletierten Kapillarbruchstlicke in 37°C warmen Aussaatmedium resus-
pendiert (9 ml/Hirn). Zur Abtrennung groRerer Kapillarbruchstiicke wurde die Sus-

pension durch ein Nylonsieb mit einer Maschengréfie von 180 um gegeben und die
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Kapillaren durch Scherkrafte mechanisch zerkleinert, indem die Suspension fliinfmal
mit Aussaatmedium auf einer Petrischale trituriert wurde.

Durch die Zerkleinerung der Kapillaren wurden optimale Ausgangsbedingungen flr
den zweiten enzymatischen Abbau geschaffen, der der Freisetzung der Endothelzel-
len aus der sie umgebenden collagenhaltigen Basalmembran der Kapillare diente.
Um diese abzubauen wurde ein Collagenase/Dispase II-Gemisch (0,1 % [w/v]) geldst
in Aussaatmedium mit einem Endvolumen von 10 ml/Gehirn eingesetzt. Die Inkuba-
tionszeit bei 37°C betrug je nach Enzymcharge 30 bis 45 Minuten. Diese Zellsuspen-
sion wurde in einem speziellen Rihrgefall mit freihdangendem Ruihrstab mit dem En-
zym gemischt, so dass die Endothelzellen mechanisch nicht geschadigt wurden. Der
Verlauf des enzymatischen Abbaus wurde mikroskopisch kontrolliert um eine enzy-
matische Schadigung der Endothelzellen durch eine zu lange Inkubationszeit zu ver-
hindern. Nach Abschluss des zweiten enzymatischen Abbaus wurde die Zellsuspen-
sion 10 Minuten bei 140 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und das resultierende
Pellet in Aussaatmedium resuspendiert. Da die Endothelzellen durch Erythrozyten
und Myelinreste noch verunreinigt waren, wurde eine Dichtegradienten-Zentrifugation

mit einem diskontinuierlichen Percoll-Gradienten angeschlossen. Hierzu wurden je-
weils 15 ml einer Percoll-Lésung der Dichte 1,07 g/cm3 in ein 50 ml Réhrchen vor-

gelegt und mit 20 ml einer Percoll-Lésung der Dichte 1,03 g/cm3 Uberschichtet (8
Hirne=Percoll-Gradient). Die Gradienten wurden mit jeweils 10 ml der Zellsuspension
Uberschichtet. Nach einer Zentrifugation von 10 Minuten bei 1380 x g und 4°C befan-
den sich die Endothelzellen in der Grenzzone der beiden Percoll-Lésungen, die Zell-
fragmente sowie die Myelinreste in der oberen Zone und die Erythrozyten im Pellet.
Die Endothelzellen wurden anschliefend vorsichtig entnommen und unter Zusatz
von 10 ml Aussaatmedium bei Raumtemperatur 10 Minuten bei 140 x g nochmals
zentrifugiert. Das die aufgereinigten Endothelzellen enthaltende Pellet wurde in 6 ml
Aussaatmedium/Hirn resuspendiert und auf sechs Collagen G-beschichtete 75 cm?-

Flaschen/Hirn ausgesaat.

Dextranldésung, p = 1,061 g/cm®

Earle's Salzldsung (10x) mit Phenolrot 10 % [v/V]
NaHCO3 25,5 mM
Dextran, & MW: 162.000 180 g/l

bidest. H,O (1 1) aufflllen
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Percoll-Lésung , p = 1,03 g/cm®

PBS— 80 % [v/Vv]
Percoll 18 % [viv]
Medium M 199 (10x) mit Phenolrot 2 % [viv]

Percoll-Lésung , p = 1,07 g/cm®

PBS— 40 % [v/V]
Percoll 54 % [vIV]
Medium M 199 (10x) mit Phenolrot 6 % [v/V]
PBS™—

NaCl 140 mM
KCI 2,7 mM
Na;HPO, 8 mM
KH,PO, 1,5 mM
in bidest. H,O

PBS™

NaCl 140 mM
KCI 2,7 mM
Na;HPO, 8 mM
KH,PO, 1,5 mM
MgCl, 0,5 mM
CaCl, 0,9 mM
in bidest. H20

Praparationsmedium
Medium M199 Earle (1x) mit Phenolrot

NaHCO; 2,2 g/l
L-Glutamin 0,7 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Gentamycin 100 pg/ml
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Aussaatmedium
Medium M199 Earle (1x) mit Phenolrot

NaHCO; 2,2 gll
L-Glutamin 0,7 mM
Penicillin 100 U/ml
Gentamycin 100 pg/ml
Ochsenserum 10% [v/Vv]

Kulturmedium
Medium M199 Earle (1x) mit Phenolrot

NaHCO; 2,2 gll
L-Glutamin 0,7 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Ochsenserum 10% [v/Vv]

2.1.1.2 Subkultivierung der PBCEC

Die Kultivierung der cerebralen Kapillarendothelzellen erfolgte bei 37°C und 5 Vol.-%
Kohlendioxid in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare in Kulturflaschen aus Po-
lystyrol mit einer Wachstumsflache von 75 bzw. 190 cm?.

Zur Entfernung abgestorbener Zellen und restlicher Erythrozyten wurden die Endo-
thelzellen am zweiten Kulturtag (2. DIV) zunéchst zweimal mit PBS™ gewaschen und
anschlieBend mit 10 ml (75 cm?) bzw. 20 ml (190 cm?) Kulturmedium je Kulturflasche
inkubiert. Nach der Passage der PBCEC am dritten Kulturtag (3. DIV) und deren
Aussaat in Aussaatmedium, erfolgte am vierten Tag (4. DIV) die Umstellung der se-
rumhaltigen auf serumfreie chemisch definierte Zellkulturbedingungen.

Die frisch praparierten PBCEC enthielten stets eine geringe Menge Fremdzellen, ins-
besondere Perizyten. Um deren Menge zu minimieren, erfolgte eine fraktionierte
Trypsinierung, die sogenannte "Passage’ der Endothelzell-Kulturen. Dadurch, dass
sich die PBCEC leichter unter dem Einfluss des Trypsins vom Substrat |6sen als die
Fremdzellen, ist eine Trennung und somit eine Reinkultur der Kapillarendothelzellen
moglich. Die "Passage’ wurde durchgeflhrt, nachdem die Endothelzellen ca. 70 %
der Flache der Kulturflaschen bedeckten (iiblicherweise am 3. DIV). Vor der Inkuba-
tion der PBCEC mit dem Trypsin, wurden sie zunachst zweimal mit PBS gewaschen
um Reste des Kulturmediums und divalente Kationen zu entfernen, die den nachfol-
genden enzymatischen Abbau der Endothelzell-Adhasionsproteine und damit das

Ablosen der Endothelzellen vom Substrat durch das Trypsin verhindern wirden. Je-
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weils 4 ml der Trypsin-Losung (0,05 % in PBS™) wurde auf eine 75 cm?-Kulturflasche
bzw. 8 ml auf eine 190 cm?Kulturflasche zu den Endothelzellen gegeben.

Eine enzymatische Schadigung der Endothelzellen wurde durch die Verwendung ei-
ner geringen Trypsin-Konzentration in Kombination mit einer ziigigen Vorgehenswie-
se, die zudem mikroskopisch kontrolliert wurde, verhindert. Das Ablosen der Zellen
wurde nach einer wenige Minuten andauernden Einwirkzeit des Enzyms bei Raum-
temperatur durch sachtes Klopfen der Kulturflaschen erreicht. Um ein Ablésen der
Fremdzellen zu verhindern, wurden ca. 10 % der Zellen auf dem Kulturflaschen-Sub-
strat belassen und der Vorgang beendet, indem die Flaschen senkrecht auf-gestellt
wurden. Die Enzym/Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur bei 140 x g fir
10 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in Aussaatmedium aufge-
nommen und die Zellsuspension in ein Glasgefaly lberfiihrt. Da die Aussaatdichte
der PBCEC von ausschlaggebender Bedeutung zur Erzielung eines hohen transen-
dothelialen elektrischen Widerstands war, wurde vor der Aussaat der Endothelzellen
auf die entsprechenden Kulturgefalie die Zellzahl in einer Biirker-Kammer bestimmt.
Die unterschiedlichen Kulturgefae, deren Beschichtung und die jeweils eingesetzte
Aussaatdichte der PBCEC sind in Tabelle 2.1 dargestellt.

2.1.1.3 Beschichtung der Kulturgefalle

Zur Beschichtung der 75/190 cm?-Kulturflaschen wurden 1 ml bzw. 2,5 ml einer mit
H,O bidest 1:30 verdiinnten Collagen G-Stammldsung gleichmaRig auf dem Fla-
schenboden verteilt und bei 37°C im Warmeschrank eingetrocknet. Die Petrischalen
eines Durchmessers von 10 cm? beziehungsweise 28 cm? wurden mit 100 bzw.
300 pl der Collagen G-Lésung beschichtet. Bei der Beschichtung der Transwell®-Fil-
tereinsatze wurde selbstprapariertes Rattenschwanzcollagen (s. u.) verwendet, von
dem je Filtereinsatz 100 pl in einer Verdinnung von 1:21 mit bidest. H,O gleichmaRig
verteilt wurde. Nach einer 24-stiindigen Inkubation im Warmeschrank bei 37°C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare wurden die Filterplatten vorsichtig bewegt, um
die Collagenlésung erneut zu verteilen. AnschlieBend wurden diese gedffnet in die
Sterilbank gestellt bis die Beschichtung vollstandig auf den Filtermembranen einge-
trocknet war.

Die Goldelektroden wurden mit jeweils 2 ml einer 0,5 %-igen Gelatine-L6sung fir
mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielliend wurde die L6-
sung vorsichtig abgenommen und die zuriickbleibende Gelatine durch eine 20-minu-
tige Inkubation mit einer 2,5 %-igen Glutardialdehyd-Lésung quervernetzt. Durch ei-
ne darauffolgende 30-minitige Beschichtung mit 70%-igem Ethanol wurden die

Goldelektroden sterilisiert. Zur Entfernung der Rickstédnde des Glutardialdehyds aus
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der Beschichtung folgten abschlieliend 4-5 Waschschritte und eine 24-stlindige Inku-
bation mit bidest. H,O.

Collagen G-Stammlésung

90% Collagen Typ I, 10% Collagen Typ Il
in 12 mM HCI (3 mg/ml Collagen G)

Rattenschwanzcollagen

vorwiegend Collagen Typ |

in 0,1%iger Essigsaure (0,54 mg/ml)

2.1.1.4 Praparation des Rattenschwanzcollagens

Zur Isolierung des Rattenschwanzcollagens wurden abgeschnittene Rattenschwanze
grindlichst mit Seife gewaschen, die Endstlicke abgeschnitten und eine Arterien-
klemme in einem Abstand von 1 cm vom Ende des Schwanzes angeklemmt. Das
Verdrillen des Schwanzes verursachte ein Aufbrechen der duferen Hautschichten,
so dass die Collagenfasern aus den aufgebrochenen Stellen herausgezogen werden
konnten. Durch eine 24-stiindige Inkubation in 50 ml einer 0,1%igen [w/v] Essigsau-
re-Lésung wurde das Collagen nur teilweise in Lésung gebracht. Zur Abtrennung des
nicht gelésten Collagens wurde deshalb eine 3-stiindige Zentrifugation bei 4°C und
5.000 x g durchgeflhrt und der das restliche Collagen enthaltende Uberstand ent-
nommen. Der Gesamtproteingehalt wurde mit Hilfe des Bicinchoninsaure-Tests be-

stimmt.

Tabelle 2.1:
Beschichtung der verschiedenen Kulturgefdae und Aussaatdichte der PBCEC.

Kulturgefall Beschichtung Aussaatdichte Experiment
Kulturflasche Collagen G 1x10* Zellen/cm® | Immunoblot
(75/190 cm?) (1:30) 2,2x10* Zellen/cm?

Petrischale Collagen G 2,5x10* Zellen/cm? | Apoptose-Be-
(10/28 cm?) (1:30) 5x10° Zellen/cm? | stimmung
Transwell®-Filter Rattenschwanz- |1,5x10° Zellen/cm? TER, ICC
(1,33 cm?/0,4 Poren &) |collagen (1:21) TEM, REM,
Goldelektroden Gelatine (0,5%) |3x10° Zellen/cm? | ECIS

(5,3 cm?)

TER: Transendothelialer (Resistance) Widerstand; ICC: Immunozytochemie;

elektronenmikroskopie; REM: Rasterelektronenmikroskopie
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2.1.1.5 Mediumwechsel

Nachdem die Endothelzellen einen konfluenten Zellmonolayer ausgebildet hatten, er-
folgte die Umstellung der serumhaltigen auf serumfreie Kulturbedingungen. Diese
Medienumstellung erfolgte stets am 4. DIV. Da die PBCEC sehr empfindlich auf den
Medienwechsel reagierten, was sich in einer Beeintrachtigung des transendothelialen
Widerstands (TER) aufierte, war es sehr wichtig extrem vorsichtig vorzugehen. Den
Transwell®-Filtersystemen wurde das Medium zunéchst aus der basolateralen Kam-
mer vollstandig entnommen und erst danach vorsichtig jenes aus der apikalen Kam-
mer. Um die Barrierefunktion der PBCEC nicht zu beeintrachtigen, durfte die Zell-

schicht wahrend des Mediumwechsels zu keinem Zeitpunkt trocken fallen.

DMEM/Ham’s F12 mit Supplementen (CDM)
DMEM/Ham’s F12 mit Phenolrot

NaHCO; 1,2 g/l
L-Glutamin 6,5 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Hydrocortison 55 nM

2.1.1.6 Gewinnung konditionierter Medien der PBCEC

Die Gewinnung der von den PBCEC konditionierten Medien erfolgte am 7. DIV,
nachdem der transendothelialen Widerstand bestimmt wurde. Um den polaren Effekt
der entziindungsstimulierenden Substanzen oder der Leukozyten auf die PBCEC zy-
mographisch zu analysieren, wurde das konditionierte Medium den Transwell®-Fil-
tern aus der apikalen (50 pl) oder basolateralen (150 pl) Filterkammer entnommen
und entweder direkt in der zymographischen Analyse unterzogen, oder aber bei —
20°C eingefroren. Auch den mit PBCEC bewachsenen Goldelektroden (100 ul) und

den Zellkulturflaschen (1 ml) wurde konditioniertes Medium entnommen.

2.1.2 Die Leukozyten-Isolierung

Die Isolierung der Leukozyten erfolgte aus dem Vollblut (neutrophile Granulozyten)
beziehungsweise den cervikalen Lymphknoten (CD4" T-Helferzellen) des Schweins.
Beide Zelltypen wurden noch am gleichen Tag ihrer Praparation experimentell einge-

setzt.
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2.1.2.1 Neutrophile Granulozyten

Die Isolierung der neutrophilen Granulozyten erfolgte aus dem Vollblut des
Schweins. Zur Vermeidung der Blutgerinnung wurde das Blut noch am Schlachthof
mit einer 4 %-igen Natriumcitratlésung versehen, so dass eine Endkonzentration von
0,4 % [w/V] resultierte. Der Transport erfolgte bei Raumtemperatur in 50 ml Plastik-
rohrchen.

Der erste Schritt der Isolierung der Neutrophilen bestand in einer Trennung der Ery-
throzyten von den Ubrigen Bestandteilen des Blutes u. a. der tbrigen Immunzellty-
pen. Durch die Erhéhung der Dichte des Blutes erfolgte eine Sedimentierung der Ro-
ten Blutkérperchen, wahrend die brigen Bestandteile des Blutes, u. a. die Leukozy-
ten im Uberstand verblieben. Zur Sedimentation wurde das Blut in einen 250 mi-
Glasmelfizylinder gefullt und mit 10 Vol.-% einer 6 %-igen Dextranldsung gut durch-
mischt. Nach einer 60-minitigen Sedimentation der Erythrozyten bei Raumtempera-
tur, wurde der die Leukozyten enthaltende Uberstand abgenommen und bei 350 x g
10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das resultierende Pellet enthielt neben
den Leukozyten noch einen Restanteil an Erythrozyten. Diese wurden entfernt, in-
dem das Pellet in 2 ml kalten Reinstwasser maximal 20 Sekunden resuspendiert
wurde. Da die Erythrozyten keine ausgleichenden lonenpumpen besitzen, platzten
sie aufgrund der veranderten Osmolaritat. Die Leukozyten dagegen kénnen fiir die-
sen geringen Zeitraum durch ihre lonenpumpen ihr inneres Milieu aufrecht erhalten.
Der Prozess wurde gestoppt, indem die Zellen mit 40 ml 4°C kalter gepufferter
Hank's Salzldsung (HBSS) durchmischt wurden und bei 350 x g fir 7 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert wurden. Je nach Rotfarbung des Pellets durch die ver-
bliebenen Erythrozyten wurde der Vorgang wiederholt, bis es schlie3lich eine weil3e
Farbe aufwies. Das ausschlieRlich Leukozyten enthaltende Pellet wurde in 6 ml
HBSS resuspendiert.

Zur Aufreinigung der Neutrophilen aus dieser Zellsuspension war es notwendig, die
Lymphozyten und Monozyten abzutrennen. Dies wurde mittels einer Dichtezentrifu-
gation erreicht, indem jeweils 6 ml Histopaque 83° (Losung definierter Dichte) in ein
15 ml Polypropylen-Réhrchen vorgelegt und mit 3 ml der Leukozytensuspension
Uberschichtet wurde. Nach der anschlieRenden 30-minitigen Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 350 x g befand sich die Monozyten-/Lymphozyten-Fraktion G-
ber der Histopaque 1083®-Lésung und die schwereren Neutrophilen im Pellet. Der U-
berstand wurde abgenommen und die Neutrophilen zweimal mit jeweils 10 ml HBSS
gewaschen (7 min Zentrifugation bei Raumtemperatur und 350 x g). Abschlie3end
wurden die Neutrophilen in 3 ml auf Raumtemperatur erwarmtes CDM aufgenommen
und in einem Polypropylen-Réhrchen in den 37°C warmen, wasserdampfgesattigten

Brutschrank mit 5 Vol.-% CO, gestellt. Sehr wichtig wéhrend der Préparation war die
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Vermeidung von Temperatur-Schwankungen, die zu einer Aktivierung und
Vernetzung der Leukozyten untereinander gefihrt hatten.

Kurz vor der Applikation der neutrophilen Granulozyten zu den PBCEC wurde ein Vi-
talitatstest durchgefiihrt um sicherzustellen, dass die Neutrophilen zum Zeitpunkt des

Experiments vital waren.

2.1.2.2 T-Helferzellen

Die Lymphozyten wurden aus dem cervikalen Lymphkonten des Schweins isoliert. Im
Speziellen wurde die Zellpopulation der CD4*-T-Helferzellen gewonnen.

Zu diesem Zweck wurden Lymphknoten aus dem Halsbereich frisch geschlachteter
Schweine entnommen und in eisgekiihltes PBS™ gelegt. Im Gegensatz zur Prapara-
tion der Neutrophilen, war es bei der Isolation der T-Helferzellen wichtig unter eisge-
kihlten Bedingungen zu arbeiten. Zunachst wurde die die Lymphknoten umschlie-
Rende Bindegewebskapsel und das Fettgewebe entfernt und der gereinigte Lymph-
knoten mit eiskaltem HBSS abgespult. Mit Hilfe eines Skalpells wurde der Lymph-
knoten angeschnitten und die Lymphozyten mit eiskaltem HBSS mit einer Spritze mit
aufgesetzter Kantlle herausgespilt. Die Zellsuspension wurde in einem 50 ml Poly-
styrol-Réhrchen aufgefangen und 10 Minuten bei 350 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde anschlief3end in 5 ml eiskalten HBSS mit
0,5 % BSA resuspendiert.

Zur Isolation der CD4"-T-Helferzellen wurde das CELLection™ Pan Mouse IgG Kit
der Firma Dynal verwendet. Dieses Zell-Isolations-Kit enthalt sogenannte Dynal-
beads®, superparamagnetische Kiigelchen aus Polystyrol, die mit humanen Anti-
Maus 1gG4 Antikérpern beschichtet sind und an alle Maus IgG Subklassen binden.
Indem die zu isolierenden Zellen mit einem entsprechenden Antikérper markiert wer-
den, der gegen jede Tierart, auller gegen Maus gerichtet sein darf, ist es mdglich
diese Zielzellen durch die Bindung an die Dynalbeads®, die wiederum an den Erst-
antikérper der Zielzellen kreuzreagieren zu binden und mit Hilfe eines Magneten aus
dem Zellgemisch herauszuziehen. Der Pan Maus IgG Antikérper ist durch einen
DNA-Linker an die Dynabeads® gebunden. Durch eine im sogenannten "Releasing’
Puffer enthaltene DNase wird der Linker gelést und die zu isolierenden Zellen von
den Dynalbeads® entkoppelt. Die abgetrennten Metallkiigelchen kénnen dann ab-
schlieRend durch einen Magneten aus dem Zellgemisch herausgefischt werden.

Zur Markierung der CD4"-T-Helferzellen wurde die Zellsuspension zundchst mit ei-
nem Anti-Schwein-CD4 Antikorper in einer Konzentration von 1:500 in gepufferter
HBSS mit 0,5 % BSA (bovine serum albumin) 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Zell-Antikérper-Gemisch in 30 ml HBSS aufgenommen und jeweils

dreimal bei 350 x g fir jeweils 7 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Nach dem
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letzten Waschschritt wurde das Pellet in 4 ml HBSS aufgenommen und die Zellzahl
auf 10-40 x 10° Zellen/ ml eingestellt.

Vor Einsatz der Dynalbeads®, mussten diese zunidchst gewaschen werden, da in
dem Puffer, in dem sie gelagert wurden Natriumazid zur Konservierung enthalten
war. Die gewinschte Menge wurde in ein Eppendorf-Gefal} uberfihrt, dieses in den
Magnethalter gestellt und der Uberstand abgenommen. Danach wurde das Réhrchen
aus dem Halter genommen, die Dynalbeads® in 1 ml HBSS suspendiert und erneut
in den Magnethalter gestellt. Der Uberstand wurde wiederum entnommen und die
Dynabeads® nach Entnahme aus der Halterung erneut in Puffer aufgenommen. Der
Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Die Inkubation der Dynalbeads® mit der
Zellsuspension erfolgte fir 15 Minuten bei 4°C unter leichter Rotation. Das Dyna-
beads®/Zielzell-Ratio sollte 5:1 betragen, was 1 x 10’ Dynabeads®/ml Zellsuspension
entsprach. Die Inkubation erfolgte in 5 ml-Polystyrol-Réhrchen. Nach der Inkuba-
tionsphase wurde das Réhrchen flir eine Minute in den Magnethalter gestellt. Da-
durch das die Dynalbeads® mit den gebundenen Zielzellen durch den Magneten an
der Réhrchen-Innenwand gehalten wurde, konnte der Uberstand problemlos entnom-
men werden. AnschlieRend wurde das Réhrchen aus der Magnethalterung genom-
men und die Dynalbeads® mit den gebundenen Zellen in 500 ul CDM suspendiert
und in einen 1,5 ml- Eppendorf-Gefal Uberfuhrt. Dieser Waschvorgang wurde drei-
mal wiederholt und die Dynalbeads® schlieRlich in 200 ul vorgewarmtes (37°C) CDM
aufgenommen. Bei einem Einsatz von mehr als 5 x 10" Dynalbeads® musste das
CDM-Volumen entsprechend erh6ht werden.

Um die Dynalbeads® von den Zielzellen abzutrennen, wurden 4 pl des sogenannten
‘Releasing-Puffers’ /108 Dynabeads® zum Zell-Dynalbeads®-Gemisch hinzugege-
ben. Die Inkubation erfolgte 15 Minuten bei Raumtemperatur unter leichter Rotation.
Anschlieliend wurde das Eppendorf-Gefald in den Magnethalter gestellt, der die ab-
gelosten Zielzellen enthaltene Uberstand abgenommen und in ein neues GefaR mit
vorgelegten 200 yl CDM Uberfihrt. Um die restlichen Zielzellen zu erhalten, wurde
der Vorgang nochmals wiederholt. AbschlieRend wurde die Zellzahl der CD4"*-T-Hel-
ferzellen bestimmt.

Um die Lebensféhigkeit der CD4"-T-Helferzellen vor dem Einsatz im Experiment si-
cherzustellen, wurde der sogenannte BrdU-Proliferations-Assay und eine Vitalitats-

bestimmung mit Trypanblau (s. Kapitel 2.1.2.3) durchgefihrt.
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CELLection™ Pan Mouse 1gG Dynbeads

PBS 2ml
BSA 0,1 %
NaNH; 0,02 %

"Releasing’ Puffer

DNase 15.000-20.000 U in
PBS 320 pl

2.1.2.3 Vitalitatsbestimmung der Leukozyten

Trypanblaufarbung

Zur Vitalitdtsbestimmung wurden die Leukozyten 30 Minuten nach ihrer Isolation und
nochmals kurz vor ihrem Einsatz in dem jeweiligen Experiment mit einer Trypanblau-
Lésung gefarbt. Dazu wurde ein Aliqot der Zellsuspension mit einer 0,5 % Trypan-
blau-Lésung versetzt, 2 bis 5 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend die Zahl
der gefarbten und ungefarbten Zellen in einer Biirker-Zahlkammer ermittelt. Tote Zel-
len, deren Membranen nicht mehr intakt sind, wurden mit Trypanblau gefarbt. Vitale

oder tote Zellen, deren Membranen aber noch intakt sind (!) sind ungefarbt.

Der Prozentsatz der vitalen Zellen errechnet sich nach folgendem Schema:

ungefarbte Zellen
% lebende Zellen:

ungefarbte Zellen + gefarbte Zellen

BrdU Proliferations-Assay (T-Helferzellen)

Die Proliferation von T-Lymphozyten wird durch Mitogene induziert und kann als ein
Maf fiir die Vitalitat der Zellen herangezogen werden. Deshalb wurde die Vitalitat der
dargestellten T-Lymphozyten mittels eines BrdU-Assays bestimmt. Das Pyrimidin-
Analogon BrdU (5-Bromo 2-desoxyuridin) wird dabei an Stelle des Thymidins in die
DNA eingebaut und kann anschlieRend immunzytochemisch detektiert und quantifi-
ziert werden.

Da die T-Helferzellen zur Durchfiihrung des BrdU-Assays 2 Tage aktiviert wurden,
war es notwendig sie wahrend dieses Zeitraums in serumhaltigem Medium zu kulti-

vieren (RPMI + 5 % FCS). 1 x 10° Zellen wurden zunachst mit 5 ug/ml Concanava-
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linA (ConA) Uber einen Zeitraum von 48 Stunden stimuliert. Nach dieser Zeitspanne
hatten sich am Boden der 24-well-Platte adharent zahlreiche Klone gebildet, die in
Form von Zellhaufen lichtmikroskopisch deutlich erkennbar waren. Nach der Aktivie-
rung wurde das serumhaltige Medium gewechselt und durch serumfreies CDM er-
setzt, bevor 100 ul BrdU-Lésung (100 uM BrdU)/ml Medium zu den T-Helferzellen
appliziert und 8 Stunden bei 37°C inkubiert wurde. Wahrend dieses Zeitraums wurde
das BrdU von den Zellen inkorporiert und in die DNA der proliferierenden Zellen ein-
gebaut. AnschlieRend wurden die Zellen resuspendiert und 10 Minuten bei 300 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand ab-
genommen und die 24-well-Platte mit den am Boden haftenden T-Helferzellen eine
Stunde bei 60°C getrocknet. Darauf folgend wurden die Zellen 30 Minuten mit
FixDenat tberschichtet um die DNA zu denaturierten und das BrdU fir den Antikor-
per besser zuganglich zu machen. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig ab-
genommen, die Platte erneut bei 300 x g 10 Minuten zentrifugiert und der restliche U-
berstand abgesaugt. Die Zellen wurden danach 90 Minuten bei Raumtemperatur mit
Anti-BrdU-POD (1:100) inkubiert und der Uberstand erneut entnommen, indem die
Platte 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert wurde. Es folgten drei weitere Wasch-
schritte mit dem Waschpuffer bei Raumtemperatur und 300 x g. Zur Detektion des an
das BrdU gebundenen Anti-BrdU-PODs, wurde ein H,O»-haltiges Substrat appliziert,
das durch die an das BrdU gebundenen Peroxidase (POD) zu einem Farbkomplex
umgesetzt wurde. Die Zellen wurden mit 300 pl/well der Substratlésung Gberschichtet
und bei Raumtemperatur 5-30 Minuten inkubiert und die enzymatische Farbreaktion
durch 1 M H,SO, gestoppt. Die Detektion des entstandenen blauen Farbkomplexes

erfolgte im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm.

Bestimmung der Superoxid Produktion (neutrophile Granulozyten)

Die O, -generierende NADPH-Oxidase ist ein Multi-Enzymkomplex, der in hoher Ko-
pienzahl in Phagozyten und hier insbesondere in Neutrophilen vorkommt. Er besteht
aus dem Membran-gebundenem Heterodimer Flavocytochrom b und den zytosoli-
schen Proteinen p47phox (phox steht fir ,phagocyte oxidase®), p67phox, p40phox
und einem niedermolekularem G-Protein (entweder Rac1 oder Rac2). In ruhenden
Zellen liegen die Untereinheiten des Multi-Enzymkomplexes separat vor; nach Akti-
vierung translozieren die zytosolischen Faktoren zur Membran und binden dort an
Flavocytochrom b. In vitro kann die Superoxid-Produktion durch den Phorbolester
TPA (PMA) (TPA = PMA = Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) induziert werden.

Die Superoxid-Produktion kann zur Vitalitatsbestimmung neutrophiler Granulozyten

benutzt werden. Dabei werden die Zellen mit TPA stimuliert und die Menge der frei-
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gesetzten reaktiven Sauerstoffspezies durch Reduktion von Cytochrom c in Gegen-
wart und Abwesenheit der Superoxiddismutase (SOD) photometrisch bestimmt.

Zur Bestimmung der Superoxid-Produktion wurden die neutrophilen Granulozyten (5
x 10° Zellen/ml) in 1 ml HBSS mit 5 mM Glucose und 80 uM Cytochrom ¢ als Zu-
satze suspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 100 nM TPA flr 30 Minuten
bei 37°C stimuliert und die Reaktion durch Zentrifugation (1500 x g fir 10 Minuten)
gestoppt. Die O*-Generation wurde durch die Reduktion von Cytochrom ¢ photomet-
risch bei 550 nm bestimmt. Die spontane O,-Generation wurde in einem Parallelan-
satz durch Zugabe von Superoxiddismutase (50 pug/ml) bestimmt und von allen Wer-

ten substrahiert.

Tabelle 2.2:

Neutrophilen-Aktivitédts-Messung:

Neutrophile (aktiv.) Neutrophile (nicht aktiviert)
Zellzahl 5 x 10%/ 200 pl HBSS 5 x 10°/ 200 pl HBSS
TPA 100nM TPA/ ml HBSS 100 pl HBSS
Cytochrom c 80 uM 80 uM
SOD 50 ug/mi 50 pg/ml

Neutrophilen-Aktivitdts-Messung: (jeweils 3-fach-Bestimmung), Referenzmessung: (jeweils 1-fach-
Messung)

HBSS = Hanks' buffered salt solution mit Zusatz von 5 mM Glucose, SOD = Superoxiddismutase,
TPA = PMA = Phorbol-12-Myristat-13-Acetat.

2.1.2.4 Gewinnung konditionierter Medien der Leukozyten

Nach der Isolierung und Zellzahl-Bestimmung der Neutrophilen beziehungsweise der
T-Helferzellen, wurden die Immunzellen zunachst fir einige Stunden im Warme-
schrank bei 37°C und wasserdampfgesattigter Atmosphare (5 Vol.-% CO, + 95%
Luftgemisch) in CDM inkubiert. Zur Gewinnung des Leukozyten-konditionierten Medi-
ums wurde nach gutem Durchmischen der Zellsuspension jeweils 1 ml bei 350 x g
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
genommen und bei —20°C eingefroren oder aber direkt experimentell eingesetzt. Das
Zellpellet wurde wiederum in 1 ml frischem CDM resuspendiert und die Zellen im
Warmeschrank inkubiert. Die Medien wurden in einer Zeitspanne von 4 Minuten bis
16 Sunden von den Leukozyten konditioniert und zu jeweils unterschiedlichen Zeit-

punkten entnommen.
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2.2 Elektronenmikroskopie

2.2.1. Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) dient der Oberflachenabbildung von Prapa-
raten. Das Prinzip beruht auf der Detektion von Sekundarelektronen, die durch einen
Elektronenstrahl aus der Probe herausgeschleudert werden. Zur Bereitstellung die-
ser Sekundarelektronen muss die Oberflache der Probe mit Gold beschichtet wer-
den, bevor sie in das Mikroskop eingeschleust wird. Im Mikroskop wird daraufhin ein
Hochvakuum erzeugt, damit sich der von der Kathode ausgehende Elektronenstrahl
geradlinig ausbreiten kann. Der Elektronenstrahl ‘scannt’ die Oberflache der Probe,
ein Detektor registriert die dabei entstehenden unterschiedlich streuenden Sekundar-
elektronen, die in ein elektronisches Signalmuster und schliefdlich in ein fir das
menschliche Auge wahrnehmbares Bild umgewandelt werden.

Um den Anforderungen der Elektronenmikroskopie zu entsprechen, missen die Pro-
ben fixiert und getrocknet werden. Da es bei einer Lufttrocknung zu Trocknungsarte-
fakten kommen wiirde, die sich in einer starken Veranderung der Oberflachenstruktur
der Probe aulert, ist es notwendig, das Gewebe, nachdem es fixiert wurde, in einer
aufwendigen Prozedur, der sogenannten “Kritisch-Punkt-Trocknung™ (KPT) zu trock-
nen. Bei der KPT der Praparate wird das Ethanol in den Zellen gegen flissiges CO;
vorsichtig ausgetauscht, welches dann in einem geschlossenen System durch eine
Temperaturerh6hung und dem damit verbundenen Druckanstieg Gber den "Kritischen
Punkt’ (KP) in den gasformigen Zustand uberfiihrt wird. Zum Zeitpunkt des KP, der
fur CO, bei 31°C und einem Druck von 73,8 bar vorliegt, geht die Flissigkeit ohne
Phasengrenze vom flissigen in den gasférmigen Zustand tber. Die Probe wird somit
ohne die flr die Lufttrocknung charakteristischen Artefakte wie z. B. Schrumpfungen,
Risse und Briiche getrocknet.

Die Fixierung soll die Gestalt der Zellen stabilisieren und die Strukturen gegeniiber
Entwasserung, Trocknung und dem Vakuum im Mikroskop unempfindlich zu ma-
chen. Durch die Fixierung werden saure Hydrolasen in Plasma und Kern unwirksam,
die normalerweise nach Stillstand der Stoffwechselvorgénge die Autolyse der Zellen
verursachen wirden. Je nach Probentyp, wie zum Beispiel vollstandiger Organismen
mit oder ohne Cuticula, Gewebestiicke oder aber Zell-Monolayer, wird das Fixie-
rungsprocedere stark variiert. Dabei werden sowohl unterschiedliche Fixantien,
Waschpuffer und Inkubationszeiten eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden PBCEC, Plexusepithelzellen und Aortagewebe rasterelektro-
nenmikroskopisch untersucht. Die cerebralen Kapillarendothelzellen und die Plexus-
epithelzellen wurden zu diesem Zweck auf den Transwell®-Filtersystemen kultiviert,

so dass eine TER-Bestimmung vor ihrer Fixierung madglich war.
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Zunachst wurde den Filtern das Medium der basolateralen Filterkammer komplett
entnommen. Die Fixierung der Zellen erfolgte ausschlieBlich in der apikalen Filter-
kammer. Dabei war es sehr wichtig, dass bei den Fixierungs- und Waschschritten die
Zellschicht mit der jeweiligen Flissigkeit bedeckt blieb und nicht trocken fiel. Nach-
dem das Medium aus der apikalen Kammer des Filtersystems vorsichtig entfernt
wurde, wurden die Zellen zunachst mit 300 ul 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4) je api-
kaler Filterkammer gewaschen. Danach folgte die Fixierung der PBCEC durch Uber-
schichtung der Endothelzellen mit 2 % Glutaraldehyd-Lésung in 0,1 M Cacodylat-
puffer fur maximal 10 Minuten bei 4°C. Nachdem das Fixans entfernt wurde, wurden
die Zellen dreimal mit Waschpuffer (0,1 M Cacodylatpuffer mit 0,2 M Saccharose, pH
7,4) gewaschen. Zur Durchfiihrung der KPT, die aus verfahrenstechnischen Griinden
in Ethanol durchgefiihrt werden musste, war es notwendig das wassrige Milieu der
Zellen graduell gegen Ethanol auszutauschen. Zu diesem Zweck wurden die fixierten
PBCEC einer Ethanol-Entwasserungsreihe unterzogen, die bei Raumtemperatur
schrittweise in folgenden Konzentrationen fiir jeweils 10 Minuten erfolgte: 30 %, 50
%, 70 %, 85%, 96 % (2 x) und 100 % (2 x). Verwendet wurde reinster Ethanol, wel-
cher mit H,O bidest. entsprechend verdinnt wurde. In dem 100 %-igen Ethanol war
es moglich die Zellen bei 4°C einige Tage aufzubewahren. Die Fixierung und Ent-
wasserung der Plexusepithelzellen erfolgte gleichermallen wie bei den PBCEC.

Das Aortagewebe wurde direkt nach der Entnahme aus dem Schwein in eiskaltem
PBS™ Puffer transportiert und zunachst in CDM gelegt und noch am gleichen Tag
fixiert. Zur REM-Praparation des Aortagewebes wurde lediglich die Fixierungszeit um
5 Minuten verlangert.

Zur Vorbereitung fir die KPT wurden die Filtermembranen mit den Endothelzellen
vorsichtig aus dem Filtereinsatz ausgeschnitten und in ein spezielles Probengefal
des KPT-Gerates uberfuhrt. In der Druckkammer der KPT Apparatur erfolgte der
Austausch des Ethanols gegen CO,. Das eingeleitete CO, verursachte bei einer ein-
gestellten Temperatur von 10°C in der Probenkammer einen Druckanstieg auf 50 bar
und war unter diesen Bedingungen fliissig. Das Ethanol/CO,-Gemischs wurde 7-8
mal gegen reines CO, ausgetauscht bis kein Ethanol mehr zu detektieren war. Dar-
aufhin wurde die Temperatur in der Kammer langsam bis zum KP und dartber hin-
aus bis auf ca. 40°C erhoht, was zu einer Druckerhdhung von 90 bar und zur Uber-
fuhrung des flissigen Zustands des CO, in den gasférmigen Zustand fiihrte. Durch
die Uberhéhung der Temperatur tber den KP hinaus wurde vermieden, dass beim
darauffolgenden langsamen Ablassen des CO,-Gases einen Rekondensation erfolg-
te. AnschlieBend wurden die PBCEC bewachsenen Filtermembranen der Kammer
entnommen und fiir die Goldbedampfung vorbereitet.

Die Filtermembranen wurden zunachst auf spezielle, elektronenleitende Klebestrei-

fen ('Leit-Tabs’) aufgebracht, die zuvor auf 8 x 12 mm? grofke Alubleche geklebt wur-
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den. Danach wurden die Proben mit Gold bedampft und waren fiir die Untersuchung
im Rasterelektronenmikroskop bereit. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte
an einem Hitachi S-530 Rasterelektronenmikroskop mit einer installierten GroRbild-
kamera der Firma Mamiya. Als Filmmaterial dienten schwarz/weis-APX-100-Rollfiime

der Firma Agfa.

2.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermdglicht die Betrachtung zellula-
rer Strukturen in einer Auflésung, welche die Lichtmikroskopie durch den begrenzen-
den Parameter der Wellenlange des sichtbaren Lichts von 400 bis 700 nm nicht er-
reichen kénnte. Elektronen erreichen bei einer entsprechenden Beschleunigung Wel-
lenlangenbereiche von 0,005 nm, was einer ca. 100.000-fach kleineren Wellenlange
als der des sichtbaren Lichts entspricht. In der Praxis werden letztendlich Auflésun-
gen von 1 nm erzielt. Da das Durchdringvermdgen der Elektronen sehr gering ist,
mussen ultradiinne Schnitte (< 100 nm ) der Proben erstellt werden. Zu diesem
Zweck ist es notwendig, mit dem Ultramikrotom Ultradiinnschnitte des jeweiligen Ge-
webes, beziehungsweise der Zellkulturen anzufertigen, die zudem nach deren Fixie-
rung in ein Kunstharzgemisch eingebettet werden missen. Die Schnitte missen zur
Betrachtung im Elektronenmikroskop mit elektronendichten Substanzen, wie z. B.
Osmiumtetroxid und Uranylacetat kontrastiert werden, da ansonsten keine Struktur
erkennbar ware. Das fiir das Auge wahrnehmbare Bild ergibt sich aus der Detektion
und Verrechnung der Kontrastunterschiede der Probe im Elektronenmikroskop.

Fur die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit, wurden die auf den Filtersystemen kultivierten PBCEC verwendet. Zur Fixie-
rung der PBCEC wurde zunachst das Medium aus der basolateralen Kammer voll-
standig entfernt. Das Medium der apikalen Kammer wurde soweit entnommen, dass
die Zellschicht mit Medium bedeckt blieb. Prinzipiell wurde stets darauf geachtet,
dass die Zellschicht nicht trocken fiel. Nach dem Absaugen des Mediums und einma-
ligem Waschen mit 0,1 M Cacodylatpuffer wurden die Zellen 15 Minuten mit 2 % Glu-
tardialdehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer bei 4 °C fixiert und anschlielend zweimal mit
Waschpuffer (0,1 M Cacodylatpuffer und 0,2 M Saccharose) gewaschen. Eine zweite
sich anschlielende einstiindige Fixierung mit 1%-iger Osmiumtetroxid (OsO,)-L6-
sung bei 4°C, flhrte zur optimalen Stabilitat der zellularen Strukturelemente und so-
mit zum Schutz der Zellen vor der chemisch-physikalischen Einwirkung wahrend der
Einbettung der Proben in Kunstharz. Gleichzeitig bewirkte die Fixierung der Zellen
mit der elektronendichten OSO, —Ldsung eine Vor-Kontrastierung der Proben, da

0S0O, besonders gut an die ungesattigten Fettsauren der Zellmembranen bindet. Auf
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diese Weise werden die Zellstrukturen bei deren Betrachtung im Elektronenmikro-
skop sichtbar.

Um die Zellen mit dem Ultramikrotom schneiden zu kénnen, war es notwendig die
Proben zuvor in Kunstharz einzubetten. Da sich das Einbettungsmittel nicht mit dem
wassrigen Milieu in der Zelle vermischt, muss der Impragnierung der Zellen mit dem
Einbettungsmittel eine Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe vorange-
hen. Demzufolge wurden die PBCEC wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben in Ethanol mit
aufsteigender Konzentration entwassert und anschlielend die zellbewachsenen Fil-
termembranen aus der Filterhalterung ausgeschnitten. Da sich das in den Zellen be-
findliche Ethanol ebenfalls nicht mit dem Kunstharz mischt, wurden die Zellen in Pro-
pylenoxid inkubiert, dass als "Vermittler' des Ethanols mit dem Kunstharz fungiert.
Die Proben wurden zunachst 10 Minuten in ein 1:1 Propylenoxid-Ethanol-Gemisch G-
berfuhrt. Daraufhin wurden sie zweimal jeweils flir 5 Minuten in reinem Propylenoxid
inkubiert. Die Infiltration der Zellen mit Kunstharz erfolgte Gber Nacht bei Raum-
temperatur in einem 3:1 Propylen-Kunstharz-Gemisch. Durch ein nicht vollstandiges
Abdecken der Gefalte verdampfte ein Grofdteil des leicht fliichtigen Propylenoxids, so
dass die Zellen am darauffolgenden Tag in reinem Kunstharz vorlagen und in die mit
dem Harz gefiillten Einbettférmchen (berfiihrt werden konnten. Vor der Uberfiihrung
der Proben in die Einbettformen wurde ein Tropfen Kunstharz auf einen gereinigten
Objekttrager gegeben, in den jeweils eine Filtermembran gelegt und 5 Minuten bei
60°C inkubiert wurde. Nach zweimaliger Wiederholung dieses Vorgangs wurden die
einzelnen Proben abschlieRend in die Einbettformen mit vorgelegtem Kunstharz
Ubertragen. Die Polymerisation des Harzes erfolgte 24-72 Stunden bei 60°C.

Nach der Aushartung wurden die in Kunstharzbléckchen eingebetteten Proben aus
ihrer Form entfernt und mit Hilfe einer sogenannten Trimmvorrichtung der Firma
Zeiss des Typs 475057, in der eine Rasierklinge installiert war, eine trapezférmige
Flache herausgearbeitet, die fir die Erstellung der Ultradiinnschnitte nicht gréRer als
1 mm? sein sollte. Die vorbereiteten Bléckchen konnten danach in das Ultramikrotom
des Typs Ultracut E (FA. Reichert Jung) eingeschraubt werden. Zunachst wurden mit
selbst angefertigten Glasmessern Semidinnschnitte (1 ym) von der eingebetteten
Probe hergestellt. Die zuvor mit einer Rasierklinge trapezférmig geschnitzte Kunst-
harzoberflache wurde auf diese Weise fur die sich anschlieRenden Ultradlnnschnit-
te, die mit dem Diamantmesser angefertigt wurden, geglattet. Die Semidinnschnitte
wurden in dem mit Wasser geflllten Trog, der sich direkt hinter der Schneideflache
befindet aufgefangen und konnten mit Hilfe einer kleinen Drahtschlinge dem Trog
entnommen werden. Danach wurden sie in einen Wassertropfen Uberfiihrt, der zuvor
auf einen mit Gelatine beschichteten Glasobjekttrager gegeben wurde. Dieser wurde
auf eine 70 °C warme Heizplatte gelegt, so dass die Schnitte langsam eintrockneten.

Durch eine 2-minttige Inkubation der Schnitte mit Toluidinblau-Lésung auf der Heiz-
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platte wurden die Zellen angefarbt, so dass die Semidiinnschnitte im Lichtmikroskop
betrachtetet werden konnten, bevor die zeitaufwendigen Ultradiinnschnitte der Pra-
parate fur die Analyse im Elektronenmikroskop angefertigt wurden.

Die Ultradlnnschnitte (75 nm) wurden ebenfalls auf der Wasseroberflache des
hinter dem Diamantmesser befindlichen Trogs aufgefangen und auf selbsthergestell-
ten mit Pioloform befilmten Kupfernetzchen von der Wasseroberflache gefischt. Die
Schnitte auf den Kupfernetzchen wurden danach mit Uranylacetat in einem Kontra-
stiergerat der Firma Leica des Typs EM Stain nachkontrastiert.

Die Dokumentation erfolgte an einem Elektronenmikroskop des Typs EM109 (Fa.
Zeiss) mit eingebauter Kamera (Fa. Leica). Als Filmmaterial dienten schwarz/weis
Grol3formatfilme der Firma Agfa des Typs APX 100.

Waschpuffer (pH 7,4)
Cacodylat 0,1 M

Saccharose 02M

Kunstharzgemisch

Mischung A:
Epon 812 (Glyceridether 100): 31,0 ml
DDSA (Dodecenylbern): 50,0 ml
Mischung B:
Epon 812 (Glycerid Ether 100) 50,0 ml
MNA (Mathylnadicanhydrid)_ 42,5 ml

Mischung A und B (1: 1) + 1,5 Vol. % DMP 30
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE)

Als Elektrophorese wird die Bewegung von geladenen Molekilen in einem elekitri-
schen Feld bezeichnet. Sie dient der Auftrennung von Molekilen aufgrund deren La-
dung und GréRe. Zur Auftrennung von Proteinen werden fast ausschliel3lich Polya-
crylamid-Gele verwendet, die aus einem Polyacryamid-Netz bestehen, das wiederum
durch die radikalische Polymerisation von Acrylamid- und N°, N'-Methylenbisacryla-
mid-Molekilen entsteht. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes werden die
Proteine im Gel aufgetrennt. Dabei beeinflusst die angelegte Spannung, der Vernetz-
ungsgrad des Gels, sowie der pH-Wert und die lonenstarke des Mediums als auch
die Molekileigenschaften selbst (Ladung, Masse und Konformation), die Mobilitat der
Proteine im Gel.

Das bei der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) zu-
gesetzte anionische Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) ist ein amphiphiles Mole-
kul, das hydrophobe Wechselwirkungen sowie elektrostatische Bindungen zerstort,
so dass die Proteine in denaturierter Form vorliegen. SDS Uberdeckt zudem die Ei-
genladung der Proteine, so dass deren Auftrennung im Gel ausschlieRlich aufgrund
ihres Molekulargewichts erfolgt und nicht basierend auf den unterschiedlichen La-
dungen der Proteine. Die Grundlage dieser Molekulargewichtsauftrennung basiert
darauf, dass die meisten Polypeptide eine identische Menge an SDS pro Gramm
Protein binden und deshalb dasselbe Ladung-zur-Masse-Verhaltnis entsteht.

Die Proteinauftrennung erfolgte Gber eine SDS-PAGE nach Laemmli (1970) in einer
Minigel-Apparatur der Firma Sigma Aldrich. Das diskontinuierliche Gelsystem der
Grofle 10 cm x 10 cm x 0.5 mm bestand aus einem 4%-igem (0.101% N,N'-methy-
lenbis(acrylamid)) Sammelgel (Breite: 3 cm) und einem 6-8%-igen (0.266% N,N'-me-
thylenbis(acrylamid)) Trenngel (Breite: 7 cm). Das maximale Fullvolumen der Pro-
bentaschen betrug 15 pl. Die in Probenpuffer suspendierten Zell-Lysate wurden
durch Anlegen einer Spannung von 70 V (ca. 10 mA) im Sammelgel konzentriert und
bei Erreichen des Trenngels mit 150 V (ca. 20 mA) aufgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte durch eine Lésung mit 25 mM Tris/192 mM Glycin (pH 8.3) und 0.1 % SDS

als Laufpuffer.
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Tabelle 2.3:

Pipettierschema der SDS-Gele

10+10 cm?® Gele 20+20 cm? Gele
Sammel- Trenngel Sammel- Trenngel

gel gel

4% 6% 8% 10% 4,3% 6,5% 8% 10%
H.O
(bidest.) 1,85 33| 29 2,5 6,5 16 14,5 | 12,5
Sammelgel- 0,75 ) ) i 25 ) ) )
puffer
Trenngel-
puffer - 1,5 - 7,5
Polyacrylamid/
Bisacrylamid 0,5 12| 1,6 2 1,5 6,5 8,0 10
(30:0,8)
APS
(10%ig) 20 ul 100 pul 300 ul
TEMED 12 12

APS: Ammoniumperoxodisulfat in pigest. H2O; TEMED: Tetramethylethylendiamin.
(Angaben wenn nicht anders angegeben in ml).

Sammelgelpuffer (pH = 6,8)

TRIS/HCI 05M
SDS 0,4% [w/v]
Trenngelpuffer (pH = 8,8)

TRIS/HCI 1,5M
SDS 0,4% [wiV]

Acrylamid-Lésung

Polyacrylamid/ Bisacrylamid (30:0,8)
Laufpuffer

TRIS 0,1M
Glycin 0,1M
SDS 0,1% [w/v]
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Laemmli-Puffer (2x)

Sammelgelpuffer
SDS

Glycerin
Bromphenolblau
Dithiothreitol

5ml

10% [w/v]
10% [v/v]
0,005% [w/v]
150 mM

Als Molmassenreferenz diente der “biotinylated SDS molecular weight standard’™ und

der “prestained SDS molecular weight marker von der Firma Sigma Aldrich, der ver-

schiedene vorgefarbte Proteine enthalt und durch deren Auftrennung der Verlauf der

Elektrophorese sichtbar gemacht wurde.

‘prestained SDS molecular weight marker’

az-Macroglobulin 180 kDa
B-Galactosidase 116 kDa
Fructose-6-Phosphat Kinase 84 kDa
Pyruvate Kinase 58 kDa
Fumarase 48,5 kDa
Lactat Dehydrogenase 36,5 kDa
Triosephosphat Isomerase 26,6 kDa
biotinylated SDS molecular weight standard

az-Macroglobulin 180 kDa
B-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase B 97,4 kDa
Phosphorylase B 97,4 kDa
Katalase 58,1 kDa
Alkohol Dehydrogenase 39,8 kDa
Carbon Anhydrase 29 kDa
Trypsin-Inhibitor 20,1 kDa
Lysozym 14,3 kDa
Aprotinin 6,5 kDa

2.3.1.1 Probenaufbereitung

Je nach Proteintyp und deren Lokalisation in der Zelle wird die Probenaufbereitung

zur jeweiligen Analyse im Immunoblot unterschiedlich durchgefihrt.
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Zur Untersuchung der tight junction-assoziierten Proteine der PBCEC wurde wie folgt
vorgegangen. Zunachst wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen entfernt und
die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS™ gewaschen. AnschlieBend wurde 1 ml des
Protease-Inhibitor-Cocktails der Firma Boehringer Mannheim, gel6st in SPBS-Puffer
(1 Tablette in 10 ml SPBS) in jeweils eine 75 cm? Kulturflasche gegeben und die Zel-
len mit einem Zellschaber von ihrem Substrat gekratzt. Das Zellgemisch wurde 10
Minuten bei 400 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen
und das Pellet in 200 pl Protein-Inhibitor-Cocktail/ SPBS (s.0.) resuspendiert. Zum
Aufschluss der Zellen wurde die Zellsuspension mit Hilfe eines Potters homogenisiert
und zusatzlich mehrmals durch eine 26-gauge-Kaniile (& 45 x 25 mm) gepresst um
die Zellen durch die Scherkrafte aufzuschlieRen. Zur Bestimmung des Gesamtprote-
ingehalts des Zelll-Lysats wurde der Bradford-Assay (s. Kapitel 2.3.1.2) der Firma
Biorad durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Proben in gleichem Volumenanteil in
doppelt konzentriertem Laemmli-SDS-Probenpuffer (2 x SDS) aufgenommen. Um die
DNA die dazu fuhrt, dass die Proteine miteinander verkleben zu zerstéren, wurden
die Proben 3 Minuten bei 80°C erhitzt und mehrmals durch eine 26-gauge-Kanliile (&

45 x 25 mm) gepresst. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei -20 °C.

SPBS-Puffer

NaPi (pH 7,4) 50 mM
NaCl 0,32 M
Na-EDTA 1 mM
Na Pi (pH 7.4)

200 mM NayHPO4 x 2H,0 7,1196 g
mit H,O bidest. auf 200 ml auffillen

200 mM NaH,PO4 x 2H,0 6,2404 g

mit H,O bidest. auf 200 ml auffillen

beide LOsungen zusammengeben

2.3.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Da der Western-Blot dem quantitativen Vergleich eines ausgewahlten Proteins dient,
ist es zwingend notwendig in jede der Probentaschen die gleiche Menge an Gesamt-
protein aufzutragen. Zu diesem Zweck wird vor der Suspension der Probe in SDS-

Probenpuffer grundsatzlich eine Gesamtprotein-Bestimmung durchfihrt. Zur Bestim-
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mung der Gesamtproteinmenge des Zelll-Lysats der PBCEC erfolgte wurde der
Bradford-Assay durchgeflhrt.

Zur Kalibrierung wurde Rinderserumalbumin in Konzentrationen zwischen 10 ug und
100 pg/ml eingesetzt. Jeweils 200 pl der Proteinldsung geldst in H,O bidest., wurden
mit 800 pl des Proteinreagenz der Firma Biorad 10 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert und anschlieRend die Extinktion der Proben bei einer Wellenlange von
595 nm bestimmt. Je 2, 4 und 6 ul der PBCEC-Proben mit unbekannter Proteinkon-
zentration wurden in 200 uyl H,O bidest. gegeben und mit 800 ul Proteinreagenz (Fa.
Biorad) gemischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei
595 nm gemessen. Als Kontrollwert diente ein proteinfreier Probenansatz, dessen

Extinktion von dem Messwert der Proteinprobe subtrahiert wurde.

2.3.1.3 Proteinbestimmung nach (Lowry et al., 1951)

100 pl der Probenlésung (mit unbekanntem Proteingehalt) wurden mit 200 pl 20%-
iger TCA-L6sung (Trichloroacetic acid, TCA) versetzt, geschittelt und 5 Minuten auf
Eis inkubiert, um die Proteine vollstandig zu fallen. Nach 5-minltiger Zentrifugation
bei Raumtemperatur und 14.000 x g wurde das Protein-Pellet in 100 pl NaOH (0,1 M)
resuspendiert. Zu dieser Suspension wurde 1 ml der "Lésung C (s. u) gegeben und
nach mehrmaligem Schitteln 10 Minuten inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von
100 pl der "Lésung D° (s. u). Nach Beendigung der Farbreaktion nach ca. 30 Minuten
wurde die Absorption bei 560 nm vermessen. Zur Kalibration wurde Rinderserumal-
bumin in den Konzentrationen 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml und 0,5

mg/ml als Standard eingesetzt.

Lésung A: 2 % Na,COj3 [wiV]
0,1 M NaOH
Lésung B: 1 % K-Na-Tartrat [w/v]

0,5% CUSO4 X 5H20 [W/V]

Lésung C: Mischung von Lésung B + Lésung A

im Verhaltnis 1:50 bei Versuchsbeginn herstellen

Lésung D: Folin-Ciocalteus-Reagenz + H,O (1:1)
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2.3.2 Immunoblot
2.3.2.1 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulose (Western Blot)

Der elektrophoretische Transfer der SDS-PAGE-separierten Proteine auf Nitrocellu-
lose (0.45 um) (westernblotting) wurde in einer semidry-blotting-Kammer der Firma
Sigma Aldrich durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel zunachst 15 Mi-
nuten in Transferpuffer inkubiert. In der blotting-Kammer wurde das Gel auf die der
Grolke des Gels entsprechende Nitrocellulosemembran gelegt und von oben und un-
ten in jeweils drei Lagen Whatman-Papier eingebettet. Zuvor wurde sowohl das
Whatman-Papier, als auch die Membran mit Transferpuffer getrankt (semidry-Verfah-
ren) und durch vorsichtiges Andriicken mit einem Glasstab von Luftblasen befreit.
Durch das Anlegen einer Stromstérke von 0,5 mA/cm? erfolgte der Proteintransfer
aus dem Gel von der Kathodenseite auf die Nitrocellulosemembran der Anodenseite
Uber Nacht bei Raumtemperatur. Der Transfer wurde durch eine reversible Protein-
farbung (Ponceau-S: 2 g/l in 3 % TCA) Uberprift. Zu diesem Zweck wurde die Memb-
ran 10 Minuten in der Ponceau-S-Lésung bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uber-
schuissige Farbstoff wurde durch H,O dest. entfernt und blieb nur an den Proteinban-
den haften. Da Ponceau-S mit den hydrophoben Bereichen der Proteine in Wechsel-
wirkung ftrittt, ist es zur Anfarbung nahezu aller Proteine geeignet. Nach der Detek-
tion der Proteinbanden wurde der Farbstoff durch weiteres Spiilen mit H,O dest. Voll-

standig von der Membran entfernt.

Transfer-Puffer (pH = 8,3)

TRIS 20 mM
Glycin 150 mM
SDS 0,1% [w/v]
Methanol 20% [wiv]

Ponceau-S-Lésung

Ponceau-S 2 g/l

Trichloressigsaure 3 %

2.3.2.2 Western Blot

Die Quantifizierung der Expressionsrate der tight junction-assoziierten Proteine
Z0-1, Occludin und Claudin-5 der PBCEC unter verschiedenen Bedingungen erfol-
gte mit Hilfe des Western-Blot Verfahrens.
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Zunachst wurden die Proteine, wie in Kapitel 2.3.2.1 beschrieben, von dem Poly-
acrylamidgel durch Elektroblotting auf die Nitrocellulose Ubertragen. Auf diese Weise
wurden sie zur Detektion durch die spezifischen Antikérper zuganglich. Vor der Inku-
bation der Membran in der Antikérper-L6sung wurde die Nitrocellulosemembran zur
Absattigung ihrer positiven Ladungen und der unspezifischen Bindungsstellen der
Proteine mit einer 5 %-igen Milchpulverlésung in TBST-Puffer 30 Minuten inkubiert.
Darauf folgte eine 1,5-stlindige Inkubation bei Raumtemperatur in der jeweiligen
Erst-Antikorper-Lésung in 0.5 % Milchpulver-TBS-Puffer (Antikbrper-Konzentratio-
nen: s. u.). Nach anschlieBendem dreimaligen Waschen mit 5 % Milchpulver-TBST-
Puffer fir jeweils 10 Minuten wurden die Nitrocelluloseblots mit einem Anti-Rabbit
IgG-Peroxidase (bei Einsatz des Erst-Antikorpers Anti-Claudin-5 und Anti-Occludin)
oder einem Anti-Rat IgG-Peroxidase (bei Verwendung des Erst-Antikdrpers Anti-ZO-
1) gekoppelten Zweit-Antikdrper (Konzentration s. u.) 30 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert. Daran anschlielend wurde die Membran erneut jeweils dreimal 10 Mi-
nuten mit 0,5 % Milchpulver-TBST-Puffer gewaschen. Zur Entfernung des Milchpul-
vers wurde die Membran zweimal 10 Minuten mit TBST-Puffer gespllt, bevor die
Nachweisreaktion des jeweiligen Proteins erfolgte.

Nachdem die tight junction-assoziierten Proteine nachgewiesen wurden (s. u.: Nach-
weis der Antikdrperreaktion), wurden die Antikdrper durch eine einstlindige Inkuba-
tion in stripping-Puffer bei Raumtemperatur unter leichter Rotation von der Membran
gewaschen und ein Vimentin-Nachweis angeschlossen. Vimentin ist ein Protein der
extrazellularen Matrix, das unter verschiedenen Kulturbedingungen der PBCEC auf
gleichem Niveau exprimiert wird, so dass dadurch ein sichtbarer Vergleich der Auf-
tragsmenge des Gesamtproteingehalts in die Geltaschen als zusatzliche Kontrolle
zur Gesamtproteinbestimmung ermoglicht wurde.

Die Vorgehensweise des Vimentin-Nachweis war identisch mit derjenigen des Nach-
wieses der tight junction-assoziierten Proteine. Die Antikdrper-Konzentrationen sind

im Anhang angegeben.

Nachweis der Antikérperreaktion:

Als Nachweissystem der Antikérperreaktion diente das ECL™ (enhanced chemi-
luminescence)-"Western Blotting Detection System™ der Firma Amersham. Dieses
Reagenz enthalt Luminol und Wasserstoffperoxid. Die an den Zweit-Antkorper ge-
bundene Peroxidase reduziert das Wasserstoffperoxid und oxidiert dabei das Lumi-
nol. Kurz nach der Oxidation befindet sich das Luminol im angeregten Zustand und
emittiert beim Ubergang in den Grundzustand das Licht, welches auf einem 'ECL

High Performance Luminescence Detection® -Film visualisiert wird.
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Der mit dem Erst- und jeweiligen Peroxidase-gekoppelten Zweit-Antikdrper behan-
delte Nitrocelluloseblot wurde eine Minute mit 1 ml Nachweisreagenz (500 ul Kompo-
nente | + 500 yl Komponente Il) gespult und auf einer Glasplatte mit transparenter
Folie Uberzogen, die nach ca. 5-mindtiger Einwirkzeit zur Visualisierung der Protein-

banden auf den ECL High Performance Luminescence Detection Film gelegt wurde

Nachweis des Molekulargewicht-Standards:

Der biotinylierte Molekulargewichtsstandard wurde zusammen mit den PBCEC-Pro-
ben in einer Konzentration von 0,1 ug/Geltasche auf das Polyacrylamidgel aufgetra-
gen und elektrophoretisch zusammen mit den Proben aufgetrennt. Nachdem die
Nachweisreaktion der jeweiligen spezifischen Proteine abgeschlossen war, wurde
die Membran 10 Minuten in TBST-Puffer gespllt und erneut zur Absattigung unspe-
zifischer Bindungsstellen dreimal fur jeweils 10 Minuten mit einem 5 %-igen Milchpul-
ver-TBST-Puffer gewaschen. Anschlieftend erfolgte die 30-minltige Markierung des
biotinylierten Standards mit einer Streptavidin-gekoppelten Peroxidase (Stocklésung:
0.5 pg/pl) in einer Verdiinnung von 1:20000 bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden
die Blots erneut dreimal 10 Minuten mit einem 0.5 %-igen Milchpulver-TBST-Puffer
gewaschen und zur Entfernung des Milchpulvers zweimal 10 Minuten mit einem
TBST-Puffer gesplilt. Die Visualisierung der Antikdrper-markierten Proteine erfolgte,

LTM

wie bereits beschrieben, durch das ECL'™ -Western Blotting Detection System.

TBST-Puffer

TRIS/HCL (pH 8,0) 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05 %

“Striopen” der Nitrocellulose-Membran

Durch das sogenannte ‘strippen” der Nitrocellulose-Membran werden die Antikdrper
von der Membran gespllt, ohne gleichzeitig die Proteine mit zu entfernen. Auf diese
Weise ist es mdglich, die Nitrocellulose-Membran nochmals einer Antikdrper-Detek-
tion zu unterziehen.

Zur Entfernung der Antikérper wurde die Membran 90 Minuten bei Raumtemperatur
in “stripping -Puffer inkubiert und anschliefiend 3 mal mit TBS (ohne Tween 20) je-
weils 10 Minuten gewaschen, bevor die Membran fir den folgenden Antikérper-

Nachweis verwendet werden konnte.

58



Methoden

“Stripping -Puffer

Glycin 2M,Ph22
SDS 0,1 % [wiv]
Tween 20 1 % [v/v]

2.3.3 Imnmunzytochemische Methoden

Zur immunzytochemischen Analyse der Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5 so-
wie des E-Selektins wurden die cerebralen Kapillarendothelzellen auf Transwell®-Fil-
tersystemen (J 1,13 cm2) kultiviert. Der immunzytochemische Nachweis der jeweili-
gen Proteine der PBCEC erfolgte grundsatzlich nach der Bestimmung des TERs
(transendothelialer Widerstand) am 7. DIV. Zunachst wurden die Zellen durch zwei-
maliges Waschen mit je 500 yl PBS™ von ihrem Kulturmedium befreit, worauf die Fix-
ierung und/oder Permeabilisierung der Zellen folgte, die fir den jeweils verwendeten
Antikérper individuell optimiert wurde. Folgende Fixierungen beziehungsweise Per-

meabilisierung der PBCEC wurden durchgefiihrt:

Z0-1, Occludin und Claudin-5:

Die Fixierung und Permeabilisierung durch eine 5-mindtige Inkubation mit Etha-
nol/Eisessig (97:3) bei -20°C wurde gleichzeitig durchgefihrt.

Nach der Fixierung bzw. Permeabilisierung wurden die Zellen finfmal mit jeweils
500 ul PBS™ /Filter gewaschen und anschliefiend dreimal mit je 300 pl/Filter 3 %-
igem Ziegenserum in PBS™ zur Absattigung der unspezifischer Bindungsstellen ge-
spult. Darauf erfolgte eine 30-minitige Inkubation der PBCEC bei 37°C mit je 200 pl
3 %-igem Ziegenserum in PBS™ mit Zusatz von 0,1 % Triton-X-100 je Filter, was e-
benfalls der Absattigung der unspezifischer Bindungsstellen diente und gleichzeitig
eine Permeabilisierung der Zellmembran verursachte. AnschlieBend wurden die
PBCEC zweimal mit PBS™ gewaschen und mit dem jeweiligem Erst-Antikérper-Ge-
misch aus 0,5 % Ziegenserum in PBS™ Uberschichtet (120 pl/Filter). Im Anschluss
daran wurden die Kulturen jeweils dreimal 10 Minuten bei Raumtemperatur mit je
200 pl/Filter mit 3 %-igem Ziegenserum in PBS™ mit Zusatz von 0,1 % Triton-X-100
gewaschen. Vor der 30-minltigen Inkubation bei 37°C mit dem Fluoreszenz-markier-
ten Zweit-Antikdrper (s. u. und Tabelle A 2) erfolgte eine weitere Absattigung mit
3 %-igem Ziegenserum in PBS™ (20 Minuten bei 37°C).

59



Methoden

E-Selektin:

Die Fixierung der PBCEC in 4 %-iger Paraformaldehyd/PBS"-Lésung bei Raumtem-
peratur erfolgte erst nach der 5-mindtigen Inkubation der PBCEC mit dem E-Selektin-
Antikorper. Allerdings wurden die Endothelzellen vor der Inkubation mit dem E-Selek-
tin mit eiskaltem PBS™ gewaschen, was einer geringfligigen Fixierung entsprach. Ei-
ne Permeabilisierung der PBCEC war nicht nétig, da sich das Epitop des E-Selektins
auf der Zelloberflache befindet.

Die Inkubation des Erst-Antikorpers (120 ul/Filter) erfolgte Uber Nacht bei 4°C in
Wasserdampf gesattigter Atmosphére in 0,5 % Ziegenserum/PBS™ (Antikorper-Kon-
zentration: s. u. und Anhang), nachdem die unspezifischen Bindungsstellen durch ei-
ne 30-minltige Inkubation mit 3 %-igem Ziegenserum (200 pl/Filter) in PBS™ ohne
Zusatz von Triton-X-100 abgesattigt wurden. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
nach zweimaligem Waschen mit PBS™ durch 4 % Paraformaldehyd in PBS™ 5 Minu-
ten bei Raumtemperatur fixiert und erneut 5 mal gewaschen. Vor der 30-minltigen
Inkubation bei 37°C mit dem Fluoreszenz-markierten Zweit- Antikdrper erfolgte eine
wietere Absattigung mit 3 %-igem Ziegenserum in PBS™ (20 Minuten bei 37°C). Die
verschiedenen Zweit-Antikdrper wurden in 0,5 %-igem Ziegenserum/ PBS™ verdiinnt.
Die eingesetzten Endkonzentrationen ist unten aufgefiihrt und in der Antikérper-Ta-
belle (s. Anhang) ersichtlich.

Die Kontrollexperimente sowohl der tight junction-assoziierten Proteine als auch des
E-Selektins, die dem Nachweis unspezifischer Fluoreszenzfarbung des sekundaren
Antikdrper dienten, wurden in Abwesenheit des jeweiligen primaren Antikdrpers
durchgeflhrt.

Eingesetzte Erst-Antikorper:

Anti-ZO-1 (monoclonal aus Ratte): 2 pg/ml
Anti-Occludin: (polyclonal aus Kaninchen) pg/ml
Anti-Claudin-5: (monoclonal aus Kaninchen) 5 pg/ml
Anti-E-Selektin: (monoclonal aus Maus) 1 pg/ml

Die Fluoreszensmarkierung erfolgte je nach Erst-Antikdrper durch folgende Fluores-

zenzmarkierte Zweit-Antikorper:

Eingesetzte Zweit-Antikorper-:

Ziege-Anti-Ratte-IgG (Alexa-Fluor® 488 (rot) oder 568 (griin)) 2 ug/ml
Ziege-Anti-Maus-IgG (Alexa-Fluor® 488 (rot) oder 568 (griin)) 2 ug/ml
Ziege-Anti-Kaninchen-lgG (Alexa-Fluor® 568 (griin)) 2 ug/mli

60



Methoden

Nach der Inkubation mit dem jeweiligen Zweit-Antikorper wurden die PBCEC dreimal
mit je 500 ul PBS™/Filter gewaschen, die einzelnen Filtermembranen mit Hilfe eines
Skalpells aus der Filterhalterung herausgetrennt, auf einem Glasobjekttrager mit ei-
nem speziell fir die Fluoreszenzmikroskopie entwickelten Einbettmedium (H,O-Poly/
Mount, Fa. Polysciences) eingebettet und durch Auflegen eines Deckglases versie-
gelt. Vor der Untersuchung mit dem Laserscanning-Mikroskop (LSM), war es not-
wendig das Einbettmedium mit den Proben tber Nacht bei Raumtemperatur aushéar-
ten zu lassen.

Die Analyse der Immunfluoreszenzen erfolgte am LSM des Typs TCM (Fa. Leica in
Kombination mit den fir die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe entsprechenden Anre-
gungsfiltern. Die Bilderstellung erfolgte digital mit der entsprechenden Software der

Firma Leica.

2.3.4 Enzymbiochemische Methoden

2.3.4.1 Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat

Zur Messung der Enzymaktivitit der Caspase-3 wurde das CaspACE™

Assay Sys-
tem “Fluorometric® der Firma Promega verwendet. Hierbei wurde dem nach der Lyse
erhaltenen Zellextrakt das Substrat Ac-DEVD-AMC zugesetzt. Dieses besteht aus
der fir Capase-3 spezifischen Spaltungssequenz DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) und dem
Fluorochrom AMC (7-Amino-4-Methylcoumarin). Das Substrat erzeugt unter Bestrah-
lung mit UV-Licht der Wellenlange 360 nm eine blaue Fluoreszenz. Die Caspase-3
setzt AMC durch Spaltung frei, welches unter den gleichen Bedingungen gelb-griin
fluoresziert. Diese gelb-grine Fluoreszenz ist proportional zur der Caspase-3-Aktivi-
tat im Zellextrakt und wird bei einer Emmissionswellenlange von 460 nm gemessen.
Um die ausschlielliche Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat zu gewahrleisten, wur-
de als Negativkontrolle der Zellextrakt vor Zusatz des Substrates mit Ac-DEVD-CHO
inkubiert. Ac-DEVD-CHO ist ein kompetitiver Inhibitor der Caspase-3, der gebunden
wird, aber aufgrund seiner Aldehydfunktion nicht gespalten werden kann.

Vor der Durchfiihrung des Assays wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und mit Zell-Lysis-Puffer versetzt. Die eigentliche Lyse der Zellen erfolgte durch vier-
maliges Einfrieren in flissigem Stickstoff und anschlieRendem Auftauen bei 37°C.
Nach einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 14000 x g und 5°C wurden die Uberstan-
de der Probe abgenommen. 100 pl dieses Uberstandes wurden fiir die Proteinbe-
stimmung nach Lowry et al. (1951) (s. Kapitel 2.3.1.2) eingesetzt, die restliche L6-
sung wurde bei der Durchfiinrung des CaspACE™ Assay Systems verwendet. Das

Pipettierschema ist in Tabelle 2.4 dargestellt.
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Die Proben wurden anschlieRend eine Stunde bei 37°C mit dem Substrat inkubiert.
Bei der Negativkontrolle erfolgte eine Vorinkubation mit dem Inhibitor fir 30 Minuten
bei 37°C. Die Fluoreszenz der Proben wurde bei einer Excitationswellenlange von
360 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm gemessen. Bei den gesamten

Proben wurde die Fluoreszenz dreifach bestimmt. Fir jede Kulturbedingung wurden

aullerdem mindestens zwei Zellextrakte vermessen.

Tabelle 2.4:

Pipettierschema fiir die bei dem CaspACETM Assay System eingesetzten Lésungen.

Losung Volumen [ul] Volumen [ul] Volumen [ul]
(Probe) (Negativkontrolle) (blank)
Assay-Puffer 37 37 37
100mM DTT 10 10 10
Zell-Lyse-Puffer / / 54
Zellextrakt 54 54 /
2,5mM Inhibitor
2,5mM Substrat 2 2
DT = Dithiothreitol
Zell-Lysis-Puffer
HEPES (pH 7,5) 25 mM
MgCl; x 6H,0 5mM
EDTA 5 mM
DTT 5mM

Protease-Inhibitor-Cocktail (‘complete®” -Tablette)
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Die Berechnung der Caspase-3-Aktivitat erfolgte aus den gemessenen relativen

Fluoreszenzintensitaten (RFI) anhand der folgenden Formel:

RFI T obe _RF] an l
Aktivitdt (Caspase —3) = (Probe) (tlank) pmo
Inkubationszeit-m,,,,, - X -Vol,,,, | ug -min
Dabei ist
RFl(probe): der Mittelwert der RFI der Probe (n = 3)
ﬁ(bmk): der Mittelwert der RFI des blanks (n = 3)

Inkubationszeit: die Zeit zwischen Zugabe des Substrates und der Messung in min.
Mprotein : die Masse an Protein in der Probe in ug
X: Steigung der Kalibrationsgeraden der AMC-Fluoreszenz in nM

(siehe Abbildung 2.1).

Vol (probe): Volumen der eingesetzten Probenldsung (54pl)
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Abb. 2.1:

RFI als Funktion der AMC-Konzentration. Kalibration zur Bestimmung der Caspase-3-Aktivi-
téit (Mittelwerte, n=3)
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2.3.4.2 Bestimmung der Matrixmetalloproteasen (Zymographie)

Zum Nachweis der Matrixmetalloproteasen (MMPs) wurde eine sogenannte Zymo-
graphie durchgefihrt. Wie schon bei der SDS-Page beschrieben (s. Kapitel 2.3.1),
werden die Proben zur Durchflihrung der Zymographie ebenso auf ein Gel aufgetra-
gen und die Proteine in einem angelegten Spannungsfeld aufgrund ihrer unterschied-
lichen MolekiilgrofRe aufgetrennt.

Im Unterschied zum Immunoblot mit vorangehender Elektrophorese wird bei der Zy-
mographie nicht die Quantitat eines speziellen Proteins bestimmt, sondern die Aktivi-
tat eines Enzyms. Da jedoch in jede Geltasche die gleiche Probenmenge gegeben
wird, ist je nach Auspragung der nachgewiesenen Bande im Gel ein semiquantitati-
ver Vergleich der Proben untereinander madglich. Die Grundlage der Zymographie ist
der enzymatische Abbau der im Trenngel enthaltenen Gelatine durch die unter-
schiedlichen Matrixmetalloproteasen, die je nach MolekulgréfRe mit entsprechender
Laufstrecke durch Renaturierung, Entwicklung, Farbung und Entfarbung des Gels
durch helle Banden auf blauem Hintergrund sichtbar gemacht wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Matrixmetalloproteasen der unter entziindlichen
Bedingungen konditionierten Medien der PBCEC, bzw. nach deren Interaktion mit
den neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden die
verschiedenen konditionierten Medien der Endothelzellen und Neutrophilen direkt in
die Probentaschen des Gels aufgetragen. Im Einzelnen wurde die Zymographie fol-
gendermalen durchgeflihrt:

Zunachst wurde ein 10 %-iges Trenngel, in welches 0,1 % Gelatine co-polymerisiert
wurde, mit einem 4 %-igem Sammelgel innerhalb einer Glasplatten-Apparatur Uber-
schichtet und in einer Minigel-Apparatur der Firma Sigma Aldrich installiert. Die Pro-
ben wurden im Verhaltnis von 1:1 mit nicht reduzierendem zweifach konzentriertem
Probenpuffer gemischt und jeweils 10 pl in jede Geltasche gefiillt. Als Molekularge-
wichtsmarker wurde ein HMW-Marker der Firma Amersham und ein vorgefarbter
Marker (7B) der Firma Sigma Aldrich verwendet, der im Gel als dunkelblaue Banden
deutlich erkennbar war. Weiterhin wurde eine MMP-Positivkontrolle (Fa. Sigma
Aldrich) aufgetragen, die die zu erwartenden Matrixmetalloproteasen enthielt und zur
Kontrolle der nachgewiesenen MMPs der konditionierten Medien diente.

Die das Gel enthaltenen Glasplatten wurden in der mit Laufpuffer gefillten Apparatur
installiert und eine Spannung angelegt. Die angelegte Spannung betrug fiir das Sam-
melgel 60 V und wurde, nachdem die Proben das Trenngel erreichten, auf 120 V er-
héht. Nachdem der Gel-Lauf beendet war, wurde das Gel zweimal jeweils 30 Minu-
ten in 50 ml Renaturierungspuffer unter leichter Rotation inkubiert. Das im Renaturie-
rungspuffer enthaltene nichtionische Detergenz Triton-X 100 entfernt das SDS aus
dem Gel, so dass die MMPs renaturieren und ihre aktive Struktur zurlickerlangen.

Die sich anschlieRende Entwicklung erfolgte Uber Nacht bei 37°C in 75 ml Entwick-
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lungspuffer. Dieser enthalt u. a. Calcium-lonen, die die MMPs als Co-Faktoren zum
Abbau der im Gel vorhandenen co-polymerisierten Gelatine bendtigen. Durch eine
anschlieRende Fixierung in einer Methanol/Eisessig-Lésung wurden die Proteine de-
naturiert und somit im Gel fixiert. Darauf folgend wurde das Gel in einer Coomassie
Brilliant Blue-Losung fir 30 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. Da das Gel durch
die enthaltene Gelatine nach der Farbung gleichmafig blau gefarbt war, wurde es in
zwei Schritten vorsichtig mit einer Methanol/Eisessig-Lésung entfarbt, bis die Enzym-
banden durchsichtig-farblos erschienen und der blaue Kontrast des Hintergrunds
wieterhin erhalten blieb. Das Gel mit den nachgewiesenen MMPs wurde abschlie-
Rend zur Dokumentation konserviert, indem es flir 10 Minuten bei Raumtemperatur
in einem Methanol/Glycerin-Gemisch inkubiert und schlielBlich zwischen zwei Cello-
phanfolien getrocknet wurde.

Die zymographische Detektion der MMPs wurde freundlicherweise von Frau C. Loh-

mann, Institut fir Biochemie (WWU-Muenster) durchgefiihrt.

Trenngel 10% / 0,1% Gelatine

Acrylamid 30% 2,0 ml
Trenngelpuffer 1,76 ml
Gelatine 1% in MilliQ 0,6 ml
(aus Schweinehaut)

H,O bidest 1,64 ml
TEMED und APS (10%) 15
Sammelgel (4%) ohne Gelatine

Acrylamid 30% 400 pl
Sammelgelpuffer 780 pl
HO bidest 1,82 ml
TEMED und APS (10%) 15
Sammelgelpuffer (pH = 6,8)

TRIS/HCI 05M

SDS

Trenngelpuffer (pH = 8,8)

0,4 % [wiv]

TRIS/HCI
SDS

1,5M
0,4 % [WiV]
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Acrylamid-Losung 30 %

Polyacrylamid / Bisacrylamid (30:0,8)
Laufpuffer (1x)

TRIS 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1% [w/v]
H2O bidest. ad 1000 ml
Probenpuffer (2x) , pH 6.8

TRIS-HCL 126 mM
Glycerol 20% [wiv]
SDS 4 % [wiv]
EDTA 2mM
Bromphenolblau 4-5 Korner
H2O bidest. ad 10ml
Renaturierungspuffer (1x)

Triton-X 100 2,79
H>O bidest ad 100g
Entwicklungspuffer (1x) pH 7,5

TRIS/HCL 50 mM
NaCl 200 mM
CaCl; x 2 H,O 5mM
Brij 35 0,02 % [viw]
H2O bidest. ad 50 ml
Vorfixierer

Methanol 50 % [viw]
Eisessig 10 % [viw]
H2O bidest. 40 % [viw]
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Farbelosung

Isopropanol

Eisessig

Coomassie BB

H.O bidest. 500 ml

Entfarber 1 und 2

25 % [ viw]
10 % [viw]
0,25% [viw]

Methanol
Eisessig
H,O bidest

GelDry Solution

50 %[v/w)/10 %[viw]
10 % [viw] / 10 %[v/w]
40 % [viw]/ 80 %[viw]

Methanol
Glycerin
H,O bidest.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 'DNA-Ladder
2.4.1.1 Isolierung der DNA

Die Isolierung der DNA aus den cerebralen Kapillarendothelzellen des Schweins er-
folgte nach einer modifizierten Methode von Herrmann et al. (1994). Der Vorteil die-
ser modifizierten Methode lag vor allem in der Vermeidung giftiger organischer L6-
sungsmittel.

Zunachst wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers in
1 ml PBS™ von der Petrischale abgeldst. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 4°C
und 200 x g wurde das Zellpellet in 90 pl Lysispuffer resuspendiert. Nach einer weite-
ren 5-miniitigen Zentrifugation bei 4°C und 1600 x g wurde der Uberstand gesammelt
und die Extraktion mit dem identischen Volumen des Lysispuffers wiederholt. Die
vereinigten Uberstande, sowie die in 180 ul PBS™ resuspendierten Pellets wurden mit
20 pl einer 10 %-igen [w/v] SDS-Ldsung versetzt. Zur Beseitigung der RNA, wurden
die Suspensionen mit RNase A (Endkonzentration 5 ug/ul) versetzt und 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Darauf folgte ein zweistlindiger enzymatischer Abbau der Prote-
ine mit Proteinase K (Endkonzentration 2,5 ug/ul) bei 56°C. Die Fallung der DNA
wurde durch Zusatz von 150 yl 10 M Ammoniumacetat und 1,25 ml 100 %-igem, eis-
kalten Ethanol und 30-mindtiger Inkubation bei —70°C erreicht. Nach einer 15-
mindtigen Zentrifugation bei 4°C und 12.000 x g wurde das DNA-Pellet mit 1 ml
80 %-igem, eiskalten Ethanol gewaschen und erneut 15 Minuten bei 4°C und 12.000
x g zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde tber Nacht bei 37°C im Warmeschrank ge-
trocknet und in 10 pl 0,5 x TAE-Puffer (Tris-acetat-EDTA-Puffer) resuspendiert. Die

Proben wurden daraufhin einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen.

Lysis-Puffer

Tris/HCI (pH 7,5) 50 mM
EDTA 20 mM
NP-40

H,O bidest.

2.4.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden Nucleinsduren aufgrund ihrer mole-
kularen GroéRe aufgetrennt. Zu diesem Zweck wurde ein Gel aus 1 %-iger Agarose-
Lésung mit 0,5 x TAE-Puffer (50 pl) und 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) hergestellt
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und in eine Gelkammer gegossen. Die vorbereiteten Proben (s. Kapitel 2.4.1) wurden
mit 2 yl Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der
Proben erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 5 V//em?. Die DNA-Fragmente
wurden nach der Interkalierung des Ethidiumbromids durch UV-Licht-Bestrahlung der

Wellenlange von 302 nm visualisiert.

Ladepuffer
Xylencyanol 0,25 % [wiV]
Bromphenolblau 0,25 % [w/V]
Ficoll 15 % [wiv]
TAE-Puffer

2.4.1.3 Detektion der DNA-Fragmente

Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde der Cell Death Detection ELISA™ der Fir-
ma Roche verwendet.

Die Zellen wurden zunéchst auf 10 cm? Petrischalen zweimal mit PBS™ gewaschen
und in 1 ml PBS™ abgeschabt. Von dieser Zellsuspension wurden zweimal 165 pl (ca.
5 x 10* Zellen) entnommen und jeweils mit 835 pl Lysispuffer 30 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschlielend folgte eine 10-minitige Zentrifugation bei 10°C
und 200 x g. Jeweils 20 pl des Uberstands wurden entnommen und in eine mit Strep-
tavidin-beschichtete Mikrotiterplatte Gberfihrt und mit 80 ul/well Immunoreagenz
(Gemisch aus Anti-Histon-Biotin- und Anti-DNA-POD-Antikérpern) zwei Stunden bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der Anti-Histon-Biotin-Antikdrper
bindet gleichzeitig an die Mikrotiterplatte und die Histon-Komponente der Nucleo-
somen, wohingegen der Anti-DNA-POD-Antikdrper mit der DNA-Komponente der
Nucleosomen kreuzreagiert. Nach der Inkubation mit dem Immunoreagenz wurde
jedes well der Mikrotiterplatte jeweils dreimal gewaschen. Durch dreimaliges Wa-
schen mit 200 pl/well Inkubationspuffer wurden die Uberschissigen Antikdrper ent-
fernt und die Proben mit 100 ul/well einer POD-Substrat-Losung (2,2-Acinobis[3-
ethylbenzthiazoline-sulfonic acid], ABTS) 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und danach photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm (Referenz = 492nm)
mit dem ELISA-Reader vermessen. Als Positivkontrolle diente eine vom Hersteller
mitgelieferte DNA-Histon-Komplex-Losung.
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2.5 Biophysikalische Methoden

2.5.1 Grundlagen der Impedanzspektroskopie
2.5.1.1 Der transendotheliale elektrische Widerstand

Der elektrische Widerstand einer Endothelzellschicht stellt eine empfindliche und gut
zugangliche MessgroRe fir die Barriereeigenschaften des Endothels dar. Der trans-
endotheliale elektrische Widerstand (TER) korreliert dabei nach (Schneeberger and
Lynch, 1992) reziprok mit der Permeabilitat der Endothelzellschicht gegentiber anor-
ganischen lonen. Die Zusammenhange zwischen dem elektrischen Widerstand einer
Zellschicht und ihrer Barrierefunktion kénnen anschaulicher fur eine Gleichstrommes-
sung dargestellt werden. Zur Interpretation der verschiedenen Mess-Parameter dient
ein Ersatzschaltbild nach (Powell, 1981), welches die Endothelzellschicht als eine An-
ordnung Ohmscher Widerstande beschreibt (s. Abb. 2.2). Dabei setzt sich der Ge-
samtwiderstand (TER) aus einem transzellularen Widerstand Ryans, der den Wider-
stand der apikalen Plasmamembran (R,), des Zytoplasmas (R.,:) und der basolatera-
len Plasmamembran (Rp) beinhaltet, sowie aus einem parazellularen Widerstand
Rpara,, der den Widerstand der tight junctions (Ry) und des Interzellularspaltes (Rics)

beschreibt, zusammen.

apikal

parazellulir transzellulér

O

basolateral

Abb. 2.2:
Ersatzschaltbild einer Endothelzellschicht nach Powell (1981).

R.= Widerstand der apikalen Zellmembran, Rcy= Widerstand des Cytoplasmas, R,= Widerstand
der basolateralen Zellmembran, Ry= Widerstand der tight junctions, Rics = Widerstand des Inter-
zellularspalts.

Fiir den transzelluldren Widerstand gilt: Rirans = Ra + Reyt + Rp .

Flir den parazelluldren Widerstand gilt: Rpara = R¢ *+ Rics .

Fiir den transendothelialen elektrischen Widerstand gilt:

1 1 1
TER = Rirans + Rpara .
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Bei dichten Zellschichten mit sehr hohem TER setzt sich dieser aus einem trans-
zellularen und einem parazellularen Widerstand zusammen. Ein niedrigerer TER wird
dagegen mafgeblich durch den parazellularen Widerstand, d. h. durch eine erhdhte

parazelluldre Leckpermeabilitat (Leitfahigkeit) bestimmt (Fromter & Diamond, 1972).

2.5.1.2 Physikalische Grundlagen

Der Einsatz der Impedanzspektroskopie zur Messung des TERs bietet gegeniber ei-
ner Gleichstrommessung den Vorteil einer hohen Messgenauigkeit und Reproduzier-
barkeit unabhangig vom Widerstand des apikalen und basolateralen Mediums. Durch
die Verwendung von Wechselspannungen kleiner Amplitude ist die transendotheliale
Widerstandsmessung fir die Zellen nicht invasiv und beeinflusst ihren elektrischen
Zustand kaum. Weiterhin lassen sich durch dieses Verfahren auch oberflachenspezi-
fische Parameter, wie etwa die Kapazitat einer Zellschicht bestimmen.

Die Impedanzspektroskopie basiert auf der Bestimmung des elektrischen Wider-
stands als Funktion der Frequenz einer als Erregersignal dienenden sinusférmigen
Wechselspannung kleiner Amplitude und definierter Frequenz. Die Frequenz wird da-
bei von 1 Hz- 10° Hz kontinuierlich variiert (continuous wave-Verfahren). Die ent-
sprechenden Impedanzen werden bei jeder Frequenz separat bestimmt und in einem
Impedanzspektrum zusammengetragen.

Der Wechselstromwiderstand, der auch als Impedanz Z (») bezeichnet wird, ist cha-
rakterisiert durch seinen Betrag |Z| und der Phasenverschiebung ¢ zwischen Span-
nung und Strom. Zur Vereinfachung von Rechenoperationen lasst sich die Impedanz
als komplexe Grofe in Abhangigkeit von der Wechselspannung und vom Wechsel-

strom darstellen (Gleichungen 2.1 bis 2.3):

Fir die Wechselspannung U(t) gilt bei einer Frequenz :
U(t) = Uy e (Gl. 2.1)

U(t) = Momentanwert der Spannung

Up = Spannungsamplitude
o = Kreisfrequenz (2nf)
t = Zeit

i=-1
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Fir den Wechselstrom I(t) gilt:
I(t) = 1o €+ (Gl. 2.2)

I(t) = Momentanwert der Stromstarke

lp = Stromamplitude
¢ = Phasenverschiebung zwischen Spannung U(t)

und Stromstarke I(t)

Die Impedanz Z(w) lIasst sich mit Hilfe des Ohmschen Gesetzes wie folgt berechnen:

e’ = |z|e (Gl. 2.3)

Als messbare Parameter der Impedanz Z(») wird der Betrag der Impedanz |Z| so-
wie die Phasenverschiebung ¢ bestimmt.

Komplexe GroRen lassen sich am besten als Vektor in einer Gausschen Zahlenebe-
ne darstellen, in welcher der Realteil auf der Abszisse und der Imaginarteil auf der
Ordinate aufgetragen wird. Dabei entspricht der Betrag der Impedanz |Z| der Lange
des Vektors, wahrend sich die Phasenverschiebung ¢ in dem Winkel zwischen Vek-

tor und realer Achse widerspiegelt (Abb. 2.3).

Im(Z) A

Re(Z)

Abb. 2.3:

Darstellung der Impedanz Z in einer Gausschen Zahlenebene.
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Der Realteil Z" und Imaginarteil Z~ der komplexen Impedanz Z lassen sich in einem

kartesischen Koordinatensystem folgendermalen ausdriicken:
Z=27+iz"

Fir den Betrag |Z| und die Phasenverschiebung ¢ ergeben sich daraus folgende Zu-

sammenhange:

|Z| - /ZIZ+ZH2

= arctan 2
P 70 )

2.5.1.3 Die Bestimmung des TER mittels der Impedanzspektroskopie

Zur Bestimmung des transendothelialen elektrischen Widerstandes wurden die cere-
bralen Kapillarendothelzellen auf Filtern mit einer Wachstumsflache von 1,13 cm?
bzw. 0,33 cm? kultiviert. Fir die Messung wurden die Filter in eine mit CDM gefllte
Messkammer Wegener et al. (1996) umgesetzt (s. Abb. 2.4). Die Messung erfolgte in
wasserdampfgesattigter Atmosphére bei 37 °C und 5 % COs.

Die Messkammer besteht aus einer auf einem Glasobjekttrager aufgedampften Gold-
elektrode mit einem Durchmesser von 25 mm, um die herum eine ca. 2 cm hohe
Glasumrandung zum Beflllen des entstandenen GefalRes mit Medium installiert wur-
de. In diese Goldelektroden-Apparatur konnte der Filter gesetzt und von der apikalen
Seite eine Platin-Ringelektrode in das Medium uber die mit Zellen bewachsene Filter-

membran getaucht werden.

/

/

Goldelektrode

Abb. 2.4:

Schematische Darstellung der MeBkammer zur Bestimmung des TERs.
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Die erhaltenen Impedanzen |Z| wurden doppelt logarithmisch gegen die entspre-
chenden Messfrequenzen aufgetragen und ergaben auf diese Weise ein Impedanz-
spektrum des mit Endothelzellen bewachsenen Transwell®-Filtersystems. Um aus
diesem Spektrum Informationen Uber den transendothelialen Widerstand (TER), so-
wie Uber die Kapazitat der Zellschicht (Cz) zu erhalten, wurden die Messdaten zu-
nachst durch eine mathematische Funktion beschrieben (*gefittet’). Die Funktion be-
ruht auf einem elektrischem Ersatzschaltbild der Zellschicht und enthalt mehrere Va-
riablen, die durch einen iterativen Fit an die gegebenen Messdaten angepasst wer-
den.

Als Ersatzschaltbild fiir endotheliale und epitheliale Monoschichten wurden nach
Wegener et al. (1996) erstellt. Diese Anordnung ist in Abbildung 2.5 dargestellit.
Demnach entspricht der zu bestimmende TER dem parallel geschalteten ohmschen
Widerstand Rgze. Der Elektrolytwiderstand des apikal und basolateral befindlichen
Mediums entspricht dem seriell geschalteten ohmschen Widerstand Rg,. Die Kapa-
zitat der Zellschicht wird durch den parallelgeschalteten Kondensator Cz beschrie-
ben. Der Kondensator Cg in Reihenschaltung gibt die Summe der Kapazitaten der

Gold- und Platinelektroden-Grenzflachen an.

Rpulk

CPE

Cas

Abb. 2.5:
Ersatzschaltbild zur Datenanalyse der Impedanzmessungen.

Rzs: transendothelialer elektrischer Widerstand; Czs" Kapazitat der Zellschicht; Rpux: Widerstand
der Elektrolytlésung, CPE: konstantes Phasenelement

Die Impedanz dieses Ersatzschaltbildes lasst sich nach Gleichung 2.4 als Funktion

von der Frequenz der angelegten Wechselspannung ausdrtcken:

2
R cos(nz/2 wC. R* sin(nz/2
|Z|(a)): Rbulk : Ay 2 : ( - ) + zs Ay 2 : ( - )
1HwC. R  Aw HwC R )Y Ao

zs zs zs zs

J (Gl.2.4)

In Abbildung 2.6 ist ein typisches Impedanzspektrum der cerebralen Kapillarendo-
thelzellen dargestellt, wobei auch das nach dem Ersatzschaltbild berechnete Spek-

trum eingezeichnet wurde.
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IZ] [2]

f[Hz]

Abb. 2.6:

Impedanzspektrum einer Monoschicht cerebraler Kapillarendothelzelle, kultiviert auf einem
Transwell ®-Filter.

Rechnerische Anpassung des dargestellten Ersatzschaltbildes (s. 0.) zur Ermittlung des transendo-
thelialen elektrischen Widerstandes.

Zellschicht: Ry = 429 Qxm? Cp, = 1.04 uF/cm? Elektrode + Filter: A(CPE) = 35.6 uF/cmzs'”; n=
0.89 ; Rpu = 59.5 2

2.5.2 ECIS
2.5.2.1 Messprinzip

Das Prinzip des ECIS (Electric Cell-Substrate Impedance Sensing)-Verfahrens be-
ruht auf der Bestimmung des Wechselstromwiderstandes (Impedanz) einer zu unter-
suchenden Zellschicht als Funktion der Frequenz des Erregersignals. Die Anderung
der Elektrodenimpedanz, hervorgerufen durch die Anwesenheit der Zellen auf der
Elektrodenoberflache wird genutzt, um Informationen Uber die Morphologie und Dy-
namik der Zellen auf der Elektrode zu gewinnen. Die gemessene Gesamtimpedanz
besteht aus verschiedenen Beitragen. Dabei sind die Grolle des Spaltes zwischen
Zellen und Substrat, sowie die Starke der barrierebildenden Zell-Zell-Kontakte (tight
Junctions) sowie die Topologie der Plasmamembran entscheidend fir die Wechsel-
stromwiderstéande der Zellschicht auf der Goldelektrode. Die aus den Zell-Zell- bzw.
Zell-Substrat-Kontakten resultierenden parazelluldren Impedanzbeitrage lassen sich
bei der Kultur der Zellen auf Filtersubstraten nicht voneinander separieren, wahrend
im ECIS-Messaufbau eine experimentelle Unterscheidung mdéglich wird.

Im Unterschied zur Impedanzspektroskopie an den Transwell®-Filtersystemen, wer-

den die Zellen direkt auf der Oberflache von Goldelektroden kultiviert, die auf einem
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Glasobjekttrager aufgedampft sind. Das Prinzip der ECIS-Technik ist die Messung
der elektrischen Impedanz des Systems und die anschlielende Extraktion der mor-
phologischen Information der auf der Elektrode befindlichen Zellen aus den Impe-
danzdaten (s. Abb. 2.7). Das wird mdglich, da die Arbeitselektrode 300-mal kleiner
als die Messelektrode ist und die Arbeitselektrode dadurch zum “Flaschenhals™ fiir
den flieRenden Strom wird. Auf diese Weise wird die gemessene Impedanz des ge-
samten Systems durch die Zell-bewachsene Arbeitselektrode bestimmt, wohingegen
die Zellen auf der groRen Messelektrode keinen Einfluss austben. Das den Endo-
thelzell-Monolayer Uberschichtende Kulturmedium fungiert als elektrischer Leiter und

schliel3t somit den elektrischen Stromkreis zwischen den beiden Elektroden.

hediurm

e R, - &I

Arbeitselektrode Gegenelektrode
Impedanz
Widerstand (f) Kapazitat ()

Abb. 2.7:
Grundlegendes Prinzip des ECIS-Verfahrens.

Nach der Adhasion auf der Goldoberflache verhalten sich die Zellen in erster Nahe-
rung wie nichtleitende, isolierende Partikel, die den aufgepragten Wechselstrom
zwingen, um die Zellen herum zu flieBen. Im adharenten Zustand bilden die Zellen
auf der Elektrode Zell-Substrat- sowie Zell-Zell-Kontakte aus. Beide Kontaktformen li-
mitieren den Stromfluss von der Arbeitselektrode Uber das Medium zur Gegenelekt-
rode und modulieren somit die experimentell bestimmte Elektrodenimpedanz. Im Ge-
gensatz zu vielen anderen elektrochemischen Messmethoden ermdglicht das ECIS-
Modell eine Unterscheidung der Impedanzbeitrage zwischen den beiden verschie-

denartigen oben genannten Kontakten der adharenten Zellen (s. Abb. 2.8).
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Abb. 2.8:

Schematische Darstellung des Stromflusses durch eine auf einer Goldelektrode adhérente
Zellschicht.

Der gesamte Stromfluss wird in zwei nach ihrem Verlauf unterschiedliche Beitrage
aufgeteilt, den transzellularen und den parazellularen Stromfluss (s. Abb. 2.8). Der
transzellulare Strom wird hauptsachlich durch die kapazitiven Eigenschaften der Zell-

membranen bestimmt.

Die ECIS-Methode ist bereits vielfach auf verschiedenste zellbiologische Fragestel-
lungen angewandt worden, wobei anhand verschiedener Messmodi jeweils unter-
schiedliche Informationen gewonnen werden. Es ergeben sich drei Parameter, die
die Eigenschaften der Zellschicht beschreiben: C,, entspricht der Kapazitat der Plas-
mamembran, Ry, ist der Widerstand zwischen den Zellen und a beschreibt den Impe-
danzbeitrag aus dem Zell-Substrat-Kontakt.Mit Hilfe des ECIS-Verfahrens und einem
zur Analyse der Rohdaten dienenden Modell von Giaever & Keese (1991) ist es
maglich, Uber den gesamten Frequenzbereich zwischen den Impedanzbeitragen der
Zell-Zell- sowie Zell-Substrat-Kontakte zu unterscheiden. Dabei werden die Zellen als
kreisformige Scheiben mit einem Radius r; betrachtet, die einen mittleren Abstand h
zur Goldoberflache einnehmen (s. Abb. 2.9).
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Abb. 2.9:

Schematische Darstellung des Modells von (Giaever and Keese, 1991) zur Auswertung der
Impedanzspektren von zellbewachsenen Goldelektroden.

a beschreibt den Impedanzbeitrag aus dem Zell-Substrat-Kontakt, Ry, ist der Widerstand zwischen
den Zellen und Cn, entspricht der Kapazitét der Plasmamembran.

Das Modell wird durch eine Ubertragungsfunktion ausgedriickt, die Ry, o und C,, als
Parameter enthalt. Diese Parameter werden so optimiert, dass eine bestmdgliche
Ubereinstimmung zu den gemessenen Daten entsteht und das Abweichungsquadrat

minimiert wird. Die so erhaltenen Parameter beschreiben die Zellschicht.

2.5.2.2 Modell zu Auswertung der Impedanzspektren

Zur Auswertung der Impedanzspektren, die mit der ECIS-Technik aufgenommen
wurden, wird das Modell von (Giaever and Keese, 1991) verwendet, dass im folgen-
den nochmals mathematisch erlautert wird.Die Impedanzbeitrage der Zellschicht
setzen sich aus den drei ermittelten Parametern o, R, und C,, zusammen. Dabei
drickt a die frequenzabhangige Impedanz innerhalb des Zell-Substrat-Kontaktes aus
und ist definiert als o = re(p/h)*®. In diesem Ausdruck bezeichnet r, den Radius der
Zelle, p den spezifischen Elektrolytwiderstand im Spalt zwischen Zelle und Substrat
und h den Abstand zwischen Zelle und Substrat. Die spezifische Kapazitat der Zell-
schicht, betimmt durch die dielektrischen Eigenschaften und die Morphologie der
Plasmamemranen, wird durch C,, beschrieben. Nach (Giaever and Keese, 1991) kann
die Impeanz zellbedeckter Goldelektroden durch eine Ubertragungsfunktion ausge-
drickt weren.

Die iterative Anpassung der Ubertragungsfunktion an die gemessenen Impedanz-
spektren zur Bestimmung der Parameter Ry, o und C,, erfolgte nach dem Verfahren
von Wegener et al. (2000).

In der Abbildung 2.10 ist die Ubereinstimmung zwischen den experimentell ermittel-
ten Daten und dem Modell nach Giaever & Keese (1991) nach Anpassung der Para-

meter exemplarisch dargestellt.
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2] [2]

Abb. 2.10:
Typisches Impedanzspektrum einer mit PBCEC bewachsenen ECIS-Goldelektrode.

Die durchgezogene Linie représentiert die angepasste Ubertragungsfunktion.
Zellschicht: Ry, = 214.1 2cm? Cp, = 1.12 uF/cm? a = 31.9 QO‘5cm;Elektrode: A(CPE) = 14.0
uF/ecm?s™";n = 0.96 ; Rpux = 176.6 Q

Im allgemeinen kann man fir die quantitative Auswertung eines Impedanzspektrums
ein Ersatzschaltbild erstellen, das anhand von klassischen elektrischen Bauteilen die
elektrischen Eigenschaften des Systems so genau wie méglich beschreibt. Dazu
muss das Ersatzschaltbild die gleiche Frequenzabhangigkeit der Impedanz wie das
System selbst aufweisen. Die Verwendbarkeit idealer elektrischer Bauteile zur Be-
schreibung eines realen elektrochemischen Systems ist jedoch limitiert. Daher muss
unter Umstanden auf nicht-ideale elektrochemische Impedanzelemente zuriickgegrif-
fen werden. Aus den Parametern o, R, und C,, des ECIS-Modells und einigen zu-
satzlichen elektrischen Komponenten, die die elektrischen Eigenschaften der Elektro-
de und des Mediums berticksichtigen, lasst sich naherungsweise eine das ECIS-Mo-

dell veranschaulichende Ersatzschaltung erstellen (s. Abb. 2.11).
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Abb. 2.11:

A: Schematische Darstellung der Ersatzschaltung einer Zellschicht auf Goldelektroden ba-
sierend auf dem Modell von Giaever und Keese (1991).

B: Elektrochemisches System: Zellen auf einer planaren Goldoberflache umgeben von Elek-
trolytlésung.

R»: Widerstand des Interzellularspaltes, Cp: Kapazitdt der Plasmamembran, a: Impedanzelement
zur Beschreibung des frequenzabhdngigen Impedanzbeitrages aus dem Zell-Substrat-Kontakt ,
Roui: Widerstand der Elektrolytiésung, CPE: konstantes Phasenelement

Die Ersatzschaltung, die in dieser Arbeit verwendet wurde, besteht im Wesentlichen
aus ohmschen Widerstdnden mit der Impedanz R und einer Phasenverschiebung

1
von 0, Kondensatoren C mit der Impedanz _C und einer Phasenverschiebung von
1o

- % sowie den nicht-idealen Impedanzbeitrdgen durch ein konstantes Phasenele-

ment CPE (constant phase element) und dem Impedanzbeitrag des Zell-Substrat-
Kontaktes a. Das CPE ist ein empirisches Impedanzelement, das keinerlei Entspre-
chung in einem idealen elektrischen Bauteil findet, aber die Impedanz an der Grenz-

flache zwischen einer Edelmetallelektrode und einer Elektrolytlésung adaquat be-

schreibt. Die Impedanz betragt und fUr die Phasenverschiebung gilt dem-

o
(iw)' 4
entsprechend —n% mit n = [0,1]. Die Frequenzabhangigkeit der Impedanz wird ent-

scheidend vom Parameter n bestimmt und liegt zwischen denen eines ohmschen Wi-
derstandes (n = 0, R = 1/A) und eines idealen Kondensators (n = 1, C = A). Rpuk be-
schreibt die elektrischen Eigenschaften des Kulturmediums. Die elektrischen Eigen-
schaften des Zell-Layers werden durch den Kondensator mit der Kapazitat C, und
den ohmschen Widerstand R, sowie der frequenzabhangigen Komponente o darge-
stellt. Cy, ist parallel zu Ry und diese drei Komponenten seriell mit CPE und Ry, ver-

schaltet.
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Die Berechnung der Gesamtimpedanz dieses Netzwerkes verschiedener Bauteile er-
folgt nach den Kirchhoffschen Gesetzen durch die Verknipfung der Impedanzbetra-
ge der jeweiligen Bauteile in Abhangigkeit ihrer Verschaltung. Bei einer Reihenschal-
tung werden die Einzelimpedanzen summiert, wahrend bei einer Parallelschaltung
die Addition der reziproken Impedanzen zur reziproken Gesamtimpedanz erfolgt. Da-
durch kann die schon erwahnte Ubertragungsfunktion aufgestellt werden, die durch
iterative Anpassung des Modells an das gemessene Spektrum eine Charakterisie-

rung des Systems ermoglicht.

2.5.2.3 Messaufbau

Zur Durchfiihrung der ECIS-Messungen wurden die cerebralen Kapillarendothelzel-
len in Messkammern aus Glas kultiviert. Die Glasumrandung wurde mit Silikonkleber
auf einem Objekttrager aufgebracht, auf den die Arbeits- und Gegenelektrode als
diinne Goldschicht aufgedampft waren (s Abb. 2.12). Die Endothelzellen wurden auf
der Goldschicht, die zuvor mit Gelatine beschichtet wurde (s. Kapitel 2.1.1.3) wie ge-

wohnlich kultiviert und zur Messung in die Messapparatur eingespannt (s. Abb. 2.12).

A B

® Glasplatte

Gegenelektrode

/
— Objekttrager Schraubdeckel

=)

Arbeitselektrode

aufgedampfte Goldfilme

Abb. 2.12:

Schematische und reelle Darstellung einer Goldelektrode in der Aufsicht und in der Seiten-
ansicht.

Die fotographische Darstellung unten links zeigt eine Goldelektrode, die zur Messung auf dem
Messtischchen festgeklemmt ist.
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Jede Kammer enthalt drei kleine voneinander unabhangige Arbeitselektroden mit ei-
ner Flache von jeweils 0,03 cm?, sowie eine co-planar angeordnete gemeinsame gro-
Re Gegenelektrode, deren Flache 3,8 cm? betragt und somit im Vergleich zur Arbeits-
elektrode 100-fach gréRer ist. Dadurch kann deren Impedanzbeitrag im Vergleich zu
der Arbeitselektrode vernachlassigt werden. Beide Elektrodentypen sind Uber das
Kulturmedium leitend verbunden (s Abb. 2.7). Wahrend der gesamten Messung be-
findet sich die Messkammer in einem Brutschrank bei 5 % CO,, 37 °C und wasser-
dampfgesattigter Atmosphare.

Um wahrend der Messung zwischen den drei Arbeitselektroden umschalten zu kén-
nen, wurde ein Relais-Modul verwendet, welches mit dem Impedanz-Analysator (S|
1260, Solartron Instruments) verbunden ist. Relais-Modul und Impedanz-Analysator
werden von einem herkdmmlichen PC gesteuert, der auch die ECIS-Messdaten er-
fasst und speichert. Das nachfolgende Blockschaltbild skizziert den experimentellen
Aufbau (Abb. 2.13).

ECIS
S1-1260
Brut-
Relai schrank
PC 37°C

Abb. 2.13:
Schematischer Messaufbau des ECIS-Experiments.

Ein Relais erméglicht das Umschalten zum Impedanzanalysator (SI-1260). Die Steuerung von SI-
1260 und Relais erfolgt liber einen PC. Die Messkammer befindet sich im Brutschrank bei 37 °C
und ist mit dem Relais verbunden.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die entzindungsabhangigen morphologischen und moleku-
laren Veranderungen der PBCEC wahrend der Interaktion mit Leukozyten zu charak-
terisieren. Im Mittelpunkt stand dabei der bisher ungeklarte komplexe Mechanismus
der transendothelialen Migration der Leukozyten, der das finale Ereignis der Entzin-
dungskaskade am Endothel darstellt. Ob die Transmigration immunkompetenter Zel-
len Uber das cerebrale Endothel dabei trans- oder parazellular erfolgt, sollte durch
biophysikalische Techniken, die eine nicht-invasive Analyse gewahrleisteten, in Kom-
bination mit immunzytochemischen und ultrastrukturellen Untersuchungen im Detail

beleuchtet werden.

3.1 Das Entzindungsmodell der BHS in vitro

Die grundlegende Voraussetzung fir die Untersuchung des transmigratorischen Pro-
zesses immunkompetenter Zellen Gber das cerebrale Endothel war zunachst die Eta-
blierung eines umfangreich charakterisierten Entziindungsmodells der Blut-Hirn
Schranke (BHS). Als Zellkulturmodell dienten primarkultivierte Endothelzellen aus
den Hirnkapillaren des Schweins, deren Barrierefunktion in vitro nahezu vollstandig
erhalten blieb. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Regulation der Perme-
abilitatseigenschaften und die Beurteilung der Endothelzell-Differenzierung der BHS
im nicht-entziindlichen Zustand und im Entzindungsfall. Erst im darauffolgenden
Schritt sollte mit einem umfangreichen Methodenspektrum der Durchtritt der Leuko-

zyten durch das Endothel im Entzindungsmodell der BHS charakterisiert werden.

3.1.1 Der Einfluss der Kulturbedingung

Vorbedingung fir die Entwicklung des in vitro-Modells der BHS zur Untersuchung
entziindlicher Prozesse war die Kultivierung der PBCEC unter serumfreien also che-
misch definierten Bedingungen. AusschlieRlich unter diesen Kulturbedingungen war
die Charakterisierung sowohl des Cytokin-verursachten entziindungsinduzierenden
Effekts, als auch des Einflusses der Leukozyten auf das Endothel durchfihrbar.

Am 7. DIV war die Barrierefunktion der PBCEC Ublicherweise maximal ausgepragt,
weshalb zur Standardisierung der Experimente an den cerebralen Kapillarendothel-
zellen, die ohnehin den Primarkultur-typischen UnregelmaRigkeiten unterworfen wa-

ren, die Untersuchungen an diesem Kulturtag erfolgten.
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3.1.1.1 Impedanzspektroskopische Untersuchungen

Die Grundlage des Entziindungsmodells bildete die Kultivierung cerebraler Kapillar-
endothelzellen auf Transwell®-Filtersystemen, die den Zellen auch in vitro das polare
Umfeld boten, wie sie es in vivo vorfinden. Dabei entsprach das apikale Komparti-
ment des Filters dem Blutgefalllumen und die basolaterale Filterkammer der hirnge-
wandten Seite der Kapillare.

Die Ausbildung der sogenannten tight junctions bildet die anatomische Grundlage
der Blut-Hirn-Schranke. Da sich deren Ausbildung und damit die Barrierefunktion der
eingesetzten Endothelzellen am einfachsten durch die Messung des elektrischen Wi-
derstands darstellen lasst, wurden zur Etablierung und Optimierung des Entzin-
dungsmodells der BHS zunachst transendotheliale Widerstandsmessungen durchge-
fuhrt.

Der Einfluss von Hydrocortison und Serumersatz

Ziel war zunachst die Optimierung der Serum- und Hydrocortison-Supplementierung
des Entziindungs-Modells der BHS in vitro. Hydrocortison, das in der Endothelzell-
Kultur Ublicherweise eingesetzt wird, wirkt bekanntermaflen entziindungshemmend.
Es musste deshalb in seinen Auswirkungen auf das Entziindungsmodell der BHS
sorgfaltig untersucht werden. Der Einsatz von Serumersatz-Supplementen sollte zei-
gen, inwiefern sich diese auf die Barriereeigenschaften der PBCEC auswirkten, um
letztendlich auf den Serum- bzw. Hydrocortison-Zusatz in der Kultur der cerebralen
Kapillarendothelzellen verzichten zu kénnen.

In Abbildung 3.1 dargestellt ist der Einfluss unterschiedlicher Kulturmedien auf den
transendothelialen Widerstand (TER) der PBCEC.
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Abb. 3.1:
Der Einfluss unterschiedlicher Kulturmedien auf den TER der PBCEC.

Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) bzw. M 199 Earle (1x) mit
Phenolrot (M 199); Die Substanzen Seromed (Fa. Biochrom), Nutridoma (Fa. Boehringer) und SR I/
(Serum Replacement, Fa. Sigma) sind kdufliche Medienzusétze, die in der angegebenen Konzen-
tration dem jeweiligen Medium (CDM oder M 199) zugegeben wurden und somit am Tag des routi-
nemé&Rig durchgefiihrten Medienwechsels am 4. DIV zur Endothelzell-Kultur gegeben wurden.
Bestimmung des TER am 7. DIV. Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung
dargestellt (n = 10).

Durch den Zusatz des "Serum Replacement II" (SR Il, Fa. Sigma) zum Kulturmedium
der PBCEC wurden annahernd so hohe TER-Werte erzielt wie durch den Zusatz von
Hydrocortison. Problematisch bei der Verwendung des SR Il war allerdings die In-
duktion einer signifikant gesteigerten Apoptoserate in den PBCEC (s. Kapitel
3.1.1.3). Zudem war es nicht moéglich, die Zusammensetzung dieses Supplements zu
bestimmen. Da die Ubrigen der dargestellten Kulturmedien-Zusatze ("Seromed™ und
"Nutridoma’) zu einer starken Reduzierung des TERs der PBCEC flhrten, die sich in
einem Verlust der Barriereeigenschaften der Blut-Hirn-Schranke wiederspiegelte,
wurde auf diese im Entziindungs-Kulturmodell der BHS verzichtet.

Demgegenlber zeigte sich, dass die Kultivierung der PBCEC in serumfreiem, che-
misch definierten Medium (CDM) mit Zusatz von Hydrocortison zu einer signifikanten
Verstarkung der endothelialen Barrierefunktion flhrte, die in Abbildung 3.2 aufgefihrt
ist.

85



Ergebnisse

1000
900 —- T T
800 -
700
600 —_

500 -
400 :
300 -
200 -
100

TER (Q x cm?)

ohne HC 5,5 HC 55 HC 550 HC

Kulturbedingung

Abb. 3.2:
Der Einfluss der Hydrocortison-Konzentration auf den TER der BHS in vitro.

Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz verschiedner
Konzentrationen von Hydrocortison (HC) (s. Angaben in der Graphik: 5,5, 55, 550 nM HC) bzw.
ohne Zusatz von HC.

Die Bestimmung des transendothelialen Widerstands (TER)erfolgte am 7. DIV. Die TER-Werte sind
als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Der transendotheliale Widerstand der PBCEC, kultiviert in reinem CDM ohne Supple-
mente, dargestellt in Abbildung 3.2, erreichte einen Wert von durchschnittlich 350 Q x
cm?. Im Gegensatz dazu filhrte die Zugabe von Hydrocortison (HC) zu einem kon-
zentrationsabhangigen Sattigungsverlauf des TERs, der bei 55 nM HC mit durch-
schnittlich 820 Q x cm? sein Maximum erreichte und sich durch eine weitere Erhoh-
ung der HC-Konzentration nicht mehr steigern lie®. Einzelne Maximalwerte, die hier
nicht dargestellt wurden, erreichten Werte von bis zu 2000 Q x cm?. Durch den Zu-
satz von Hydrocortison war es mdglich, den transendothelialen Widerstand der
PBCEC uber mehrere Tage auf hohem Niveau zu halten, wie die Abbildung 3. 3

zeigt.
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Abb. 3.3:

Der Einfluss der Hydrocortisonkonzentration auf den TER der BHS in vitro im zeitlichen Ver-
lauf.

Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz verschiedner
Konzentrationen von Hydrocortison (HC) (s. Angaben in der Graphik: 5,5, 55, 550 nM HC) bzw. o-
hne Zusatz von HC.

Die zwei Messungen des transendothelialen Widerstands am 7. DIV erfolgten im Abstand von 8 h.
Die Messung der TER-Werte am 8. DIV erfolgte 24 h nach der zweiten Messung des 7. DIV. Die
Bestimmung des TER am 10. DIV erfolgte 48 h nach der Messung des 8. DIV. Die TER-Werte sind
als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Die in Abbildung 3.2 und 3.3 dargestellten hohen transendothelialen Widerstande der
PBCEC unter Hydrocortison-haltigen Kulturbedingungen lieRen sich ausschlief3lich

auf den Transwell®-Filtersystemen mit Filtermembranporen des Durchmessers von

0,4 um erzielen.

Da jedoch Leukozyten einen Durchmesser von ca. 5 um aufweisen und somit nicht
von der apikalen Filterkammer durch die Membranporen in das basolaterale Kompar-
timent des Filtersystems gelangen kdnnen, eignete sich dieser Filtertyp nicht zur
Charakterisierung der Transmigration von Leukozyten. Zu diesem Zweck war es not-
wendig, die PBCEC auf Filtern mit Membranporen der von 8 um Durchmesser zu
kultivieren, die einen Durchtritt der Immunzellen durch die Filtermembran ermdglich-
ten. Wie in der Abbildung 3.4 zu sehen ist, war es allerdings auf diesen Filtersyste-
men nicht mdglich, hdhere TER-Werte als 200 Q x cm? zu erzielen. Da in dieser Ar-
beit ohnehin nicht die quantitative, sondern die qualitative Charakterisierung des
Transmigrationsprozesses der Leukozyten durch den cerebralen Endothelzell-Mono-
layer im Focus der Untersuchungen stand, wurde auf die quantitative Bestimmung
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der Transmigrationsrate durch Auszahlen der Immunzellen im basolateralen Filter-

kompartiment verzichtet.

V7] Transwell-Filtertyp 3401 / Porengrofe 0,4 pm
[ 1 Transwell-Filtertyp 3422 / Porengrifie 8,0 um
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Abb.3.4:
Der Einfluss des Transwell®-Filtertyps auf den TER der PBCEC.

Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 bzw.
550 nM Hydrocortison (HC). Bestimmung des transendothelialen Widerstands (TER) am 7. DIV.
Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Da sich der Zusatz von Hydrocortison in hohem Male positiv auf die Barriereeigen-
schaften der PBCEC auswirkte, wurde dessen Einfluss auf die Endothelzell-Morpho-
logie im Kulturverlauf mit Hilfe der ECIS (electric cell substrate impedance sensing)-
Technik zeitaufgeldst analysiert.

Die Fahigkeit der ECIS-Technik, die Zellmorphologie beschreibenden drei Parameter
Ry, (Zell-Zell-Kontakt), C, (Membrankapazitat) und o (Zell-Substrat-Kontakt) separiert
voneinander zu messen, ermdglichte es, diese mit den Ergebnissen der elektronen-
mikroskopischen und immunzytochemischen Untersuchungen direkt zu vergleichen.
So lieR sich der Parameter R, der Endothelzellschicht, der ein quantitatives Mal} fur
die Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte der PBCEC darstellt, direkt mit den Ergebnissen
der immunzytochemischen Analysen der tight junction-assoziierten Proteine korrelie-
ren. Die Parameter R, und C, lieen sich mit den rasterelektronenmikroskopischen
(REM) Untersuchungen vergleichend gegenuberstellen. Dabei entsprach die mor-
phologische Auspragung der Zellgrenzen der PBCEC dem Wert des Parameters R,
und die ultrastrukturelle Ausbildung der Plasmamembran der Membrankapazitat C,.

Durch den Einsatz der ECIS-Technik wurde zudem die Charakterisierung eines wei-
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teren morphologischen Parameters erméglicht, und zwar die des Zell-Substrat-Kon-
takts (o), der mit dem bisher in dieser Arbeit aufgefihrten Methodenspektrum noch
nicht erfasst werden konnte. Durch die detaillierte nicht-invasive ECIS-Analyse der
die Endothelzell-Morphologie beschreibenden Parameter Ry, o und Cy, in hoher zeit-
licher Auflésung wurde das Entziindungs-Modell der BHS in vitro umfassend charak-
terisiert.

Mit Hilfe der ECIS-Methode wurde die Entwicklung des barrierebildenden Zell-Zell-
und Zell-Substrat-Kontakts zeitaufgelost dargestellt. Dabei wurde diejenige Kultur-
phase der PBCEC analysiert, in der sich, bedingt durch den Hydrocortison-Zusatz,
die wichtigste Eigenschaft der Blut-Hirn-Schranke, die Barrierefunktion, entwickelte.
Zur impedanzspektroskopischen Analyse des barriereverstarkenden Effekts des Hy-
drocortisons auf die ECIS-Parameter R, o und C,, der PBCEC, wurde das serumhal-
tige Kulturmedium, wie standardmaRig tblich am 4. DIV gegen CDM mit Zusatz von
55 nM Hydrocortison ausgetauscht. Die ECIS-Messung wurde von diesem Zeitpunkt
an bis zum 6. DIV, der Tag an dem die Barrierefunktion der PBCEC normalerweise
voll entwickelt war durchgefihrt.

Die Abbildung 3.5 B zeigt, dass sich der Zusatz von Hydrocortison im CDM der
PBCEC gleichermalien verstarkend sowohl auf die Zell-Zell- (Rp) als auch auf die
Zell-Substrat-Kontakte (o) der Endothelzellen auswirkte. Dabei kam es zu einem bi-
phasischen Verlauf der Messkurve fir R, und o. Innerhalb der ersten 7 Stunden stie-
gen die Werte der ECIS-Parameter R, und o gleichermalen an, wobei R, innerhalb
dieses Zeitraums 36 % seines Endwertes erreichte, o dagegen 55 %. Der wietere
zeitliche Verlauf der Werte fiir R, und o zeigte eine stetige Verstarkung der beiden
Parameter, die fir R, nach 50 Stunden in einen Sattigungswert Gberging. Der Wert
des Parameters o dagegen stieg auch nach 50 Stunden bis zum Abbruch der Mes-
sung weiter geringfligig an. Insgesamt kam es zu einem steileren Anstieg des Kur-
venverlaufs von Ry, im Vergleich zu o, so dass a am Ende der Messung nur 53% des
Ry-Endwertes aufwies.

Im Vergleich dazu kam es bei der Umstellung der PBCEC von serumhaltigen auf se-
rumfreie Kulturbedingungen ohne Hydrocortison-Zusatz zu einer stetigen, aber
wesentlich geringfligigeren Steigerung von Ry, und a. Ein biphasischer Kurvenverlauf
von o war nicht zu beobachten (s. Abb. 3.5 A). Dagegen zeigte der Kurvenverlauf
von Ry, dass es nach Verlauf der ersten 7 Stunden zu einer starkeren Zunahme sei-
nes Wertes kam. Diese biphasische Steigerung war genau gegensatzlich zu der Stei-
gerung des Zell-Zell-Kontakts unter HC-haltigen Kulturbedingungen. Generell er-
reichten die Endwerte flr R, in Abwesenheit von Hydrocortison nur 54 % des End-
werts der HC-haltigen Kulturbedingungen, o dagegen nur 42 %. Die Membrankapazi-

tat (Cy,) blieb in beiden Fallen konstant.
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Abb. 3.5 A und B:

Der Einfluss des Hydrocortisons auf die ECIS-Parameter Ry, e und C,, der PBCEC.

Zeitlicher Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Rs), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts () nach Umstellung der PBCEC von serumhaltigen auf se-
rumfreie Kulturbedingungen mit Zusatz von Hydrocortison. Chemisch definiertes Medium (CDM),
Hydrocortison (HC).

A: Nach Umstellung von serumhaltigen auf serumfreie Kulturbedingungen (CDM ohne HC).
B: Nach Umstellung von serumhaltigen auf serumfreie Kulturbedingungen (CDM mit 55 nM HC).

Rs (0) = 27 Q2 x cm? (A), Ry (0) = 36 2x cm’ (B); a (0) = 14 P° x cm (A), a (0) = 15 P° x cm (B)
und Cm (0) = 1,8 uF/cm? (A), Cm (0) = 1,2 uF/cm? (B) geben die Absolutwerte dieser GréRen zu Be-

ginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf R, (0), « (O)und Cy, (0) nor-
miert.
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Der Einfluss des Serums

Die impedanzspektroskopischen Messungen des transendothelialen Widerstands
(TER), dargestellt in Abbildung 3.6, verdeutlichen, dass die Ausbildung des barriere-
bildenden Phanotyps der BHS in vitro in starkem Male von der Anwesenheit des Se-
rums im Kulturmedium der PBCEC bestimmt wurde. Dabei zeigte sich, dass Serum
einen polaren Einfluss auslbte, der sich darin duRerte, dass das Serum lediglich bei
Einwirkung von der basolateralen Seite der Endothelzellen (Hirnseite) zu einem weit-
gehenden Verlust der Barrierefunktion flhrte. Dieser Effekt wurde besonders in Ab-
wesenheit von Hydrocortison im CDM der PBCEC deutlich (s. Abb. 3.6). Interes-
santerweise wurde der TER durch Serum-Zugabe von der apikalen Seite der Zellen

wesentlich geringfugiger beeinflusst.
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Abb. 3.6 A-C:

Der polare Einfluss von Serum auf den TER der PBCEC.

A: Der Einfluss des Serums in Abwesenheit von Hydrocortison im CDM.
B: Der Einfluss des Serums in Anwesenheit von 55 nM Hydrocortison im CDM.
C: Der Einfluss des Serums in Anwesenheit von 550 nM Hydrocortison im CDM.

Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) ohne bzw. mit Zusatz verschiedener Kon-
zentrationen von Hydrocortison (HC) (s. Grafik). Die Messung erfolgte am 7. DIV, 4 h nach Zugabe
des Serums. Als Serum diente Ochsenserum (OS), das zu 10 Vol. % in die apikale (50 ul) bzw. in
die basolaterale (150 ul) Filterkammer appliziert wurde.

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).
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Die Untersuchung des basolateralen Serumeffekts auf den TER der Endothelzellen,
kultiviert in Hydrocortison-haltigem CDM zeigte, dass die Wirkung des Serums suk-
zessiv durch eine Steigerung der Hydrocortison-Konzentration gedampft, aber den-
noch deutlich detektierbar blieb (vergl. Abb. 3.6 A, 3.6 B und 3.6 C). Die vierstiindige
Inkubation der PBCEC mit hitzeinaktiviertem Serum von der basolateralen Filterseite
fuhrte ebenfalls zur Senkung des TERs, die allerdings weniger drastisch war, als
nach der Zugabe des nicht hitzeinaktiviertem Serums. In der Abbildung 3. 7 A und
3.7 B ist der Einfluss des hitzeinaktivierten und des nicht hitzeinaktivierten Serums in

Anwesenheit von 550 nM Hydrocortison vergleichend dargestellt.
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Abb. 3.7 A und B:
Der polare Einfluss von hitzeinaktiviertem Serum auf den TER der PBCEC.

A: Applikation des Serums in das apikale (ap)Filterkompartiment.
B: Applikation des Serums in das basolaterale (bas) Filterkompartiment.

Inkubationsmedium: Chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 550 nM Hydrocortison
(HC). Die Messung erfolgte am 7. DIV, 4 h bzw. 21 h nach Zugabe des Serums in die apikale (ap)
bzw. basolaterale (bas) Filterkammer. Als Serum diente 10 Vol. % Ochsenserum (OS), das zuvor
durch eine 30-minlitige Inkubation bei 56 °C hitzeinaktiviert wurde (hitzeinaktiviertes Ochsenserum
(hOS)). Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Der Effekt des Serums auf die Morphologie der PBCEC wurde zusatzlich mit Hilfe
der ECIS-Technik unter Hydrocortison-freien Kulturbedingungen analysiert (s. Abb.
3.8). Da die Zellen direkt auf den Goldelektroden kultiviert wurden und eine basolate-
rale Serum-Applikation somit nicht méglich war, konnte der barriereschwachende ba-
solaterale Serumeffekt im ECIS-Experiment nicht untersucht werden.

Der in Abbildung 3.8 dargestellte Einfluss des Serums auf die Parameter Ry, o und
Cn der PBCEC zeigte, dass das Serum von der apikalen Zellseite zunachst innerhalb
der ersten 1, 5 Stunden zu einer 50 %-igen Senkung von Ry, flhrte. Der Parameter o
wurde zeitgleich mit Ry, auf ca. 70 % seines Ausgangswertes gesenkt, stieg aller-
dings schon nach ungefahr 50 Minuten wieder an und erreichte zusammen mit Ry, in
einem Zeitraum von 9 bis 10 Stunden wieder annahernd seinen Ausgangswert. Die
Membrankapazitat wurde durch die Serum-Applikation nicht beeinflusst. Wie die
ECIS-Messung insgesamt zeigte, flihrte die Zugabe von Serum zu einer kurzfristigen
und reversiblen Schwachung des Zell-Zell- und des Zell-Substrat-Kontakts der
PBCEC.
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Abb. 3.8:

Der Einfluss des Serums auf die ECIS-Parameter Ry, o und C,, der PBCEC.

Zeitlicher Verlauf des Zell-Zell-Kontakts (Rp), der Membrankapazitét (Cn) und des Zell-Substrat-
Kontakts (a) nach Applikation von 10 Vol. % Ochsenserum zu den PBCEC, kultiviert in CDM mit
Zusatz von 55 nM HC. Die Messung erfolgte am 7. DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil
markiert die Zugabe des Serums

Ry (0) = 180 2 x cm?; @ (0) = 30 P° x cm und Cnm, (0) = 1,2 uF/ecm? (A), 1,05 uF/cm® geben die
Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden
auf Ry (0), a (O)und Cp, (0) normiert.

3.1.1.2 Ultrastrukturelle und immunzytochemische Untersuchung

Interessanterweise spiegelten sich die Ergebnisse der impedanzspektroskopischen
Widerstandsmessungen exakt im morphologischen Zustand der cerebralen Endo-

thelzellen unter den verschiedenen Kulturbedingungen wieder.
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Filter *~° 4.
Filterpore

Abb. 3.9 A und B:
Vergleichende ultrastrukturelle Untersuchung der PBCEC

A: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der PBCEC, kultiviert in chemisch definier-
tem Medium (CDM) mit Zusatz von 550 nM Hydrocortison (HC).
Der Pfeil im unteren Bildabschnitt verdeutlicht den dichten Zell-Substrat-Kontakt. Die Ausstiil-
pungen an den Zellgrenzen (Pfeil, oberer Bildabschnitt) werden als marginal folds (MF) bezei-
chnet.
VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 0, 2 um.

B: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der PBCEC, die in chemisch definiertem
Medium ohne Hydrocortisonzusatz kultiviert wurden. Es erfolgte eine 4-stiindige Inkubation mit
10 Vol. % Ochsenserum von der basolateralen Seite des Filtersystems.
Der Pfeil im unteren Bildabschnitt zeigt das Ablésen der Zellen vom Substrat; der rote Kreis
verdedutlicht die Zell-Zell-Kontaktzone.
VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 0, 64 um. (Da die Zellen durch die Anschwel-
lung enorm vergré3ert wurden, wurde die Bildvergré8erung um das 3-fache reduziert).

Die Fixierung der PBCEC zur TEM-Analyse erfolgte am 7. DIV.

Wie die TEM-Aufnahme in der Abbildung 3.9 A verdeutlicht, entwickelten die Endo-
thelzellen im serumfreien, Hydrocortison-haltigem Medium eine klar definierte tight
junction-Region, wiesen einen flachig langgestreckten Zellkorper auf und waren dicht
an dem Kultursubstrat verankert. Ausschliel3lich unter serumfreien, Hydrocortison-
haltigen Kulturbedingungen kam es zur Ausbildung der Ausstllpungen an den Zell-
grenzen, den sogenannten marginal folds, die als typische in vivo Endothelzell-Struk-
turen gelten. Dieses morphologische Bild der PBCEC stand in unmittelbarem Zusam-
menhang mit den in Abbildung 3.5 B dargestellten ECIS-Parametern Ry, (Zell-Zell-
Kontakt) und a (Zell-Matrix-Kontakt) und den hohen TER-Filtermesswerten unter die-
ser Kulturbedingung.

Wie dagegen in der Abbildung 3.9 B zu sehen ist, verursachte der Serumzusatz in
das basolaterale Filterkompartiment in Abwesenheit von Hydrocortison ein Abldsen
der Zellen vom Substrat (s. Abb. 3.9 B, Pfeil), verbunden mit einem hypertonisch wir-
kenden Zellkérper. Darliber hinaus entwickelten die Zellen die tight junction-Region
kaum. Der Vergleich der morphologischen Auspragung der PBCEC mit den TER-

Messergebnissen unter dieser Kulturbedingung demonstriert wiederum die Parallele
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der elektronenmikroskopischen Beobachtungen mit den impedanzspektroskopischen

Befunden.

Abb. 3.10 A-D:
Vergleichende REM-Untersuchung der PBCEC mit Endothelzellen peripherer Gefd3e in situ.

A: Aortaendothel vom Schwein, in situ.

B: Aortaendothel vom Schwein, in situ.

C: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.

D: Endothelzellen einer kleinen Vene (Uterus, Ratte) in vivo. Quelle: T. Fujita et al (1986) “ Zellen
und Gewebe”.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Zellkern (ZK).Die Pfeile in den Abbildun-
gen zeigen die marginal folds der Endothelzellen.
VergréBerung: der MaR3stabsbalken entspricht in Abb. A, B und C 10 um, in Abbildung D: 20 um.

Der Vergleich der TEM-Aufnahmen mit den REM-Bildern der PBCEC unter den ver-
schiedenen Kulturbedingungen zeigte ein identisches Bild in der Auspragung der
marginal folds (vergl. Abb. 3.9 und 3.10).

Die REM-Aufnahmen der PBCEC, kultiviert unter Hydrocortison-haltigen Kulturbedin-
gungen zeigten, dass die marginal folds identisch wie die des gesunden Endothels in
vivo ausgepragt waren (vergl. Abb. 3.10 A und D mit 3.10 C). Die REM-Bilder des
Aortenendothels des Schweins in situ wiesen ebenfalls die Endothel-spezifischen
Strukturen an den Zellgrenzen auf.

Zusatzlich zu den TEM-Untersuchungen der PBCEC, die die morphologische Ent-

wicklung der Endothelzellen jeweils unter den fiir sie glinstigsten und ungtinstigsten
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Kulturbedingungen demonstrierten, wurden erweiternd REM-Studien weiterer Kultur-
bedingungen durchgefiihrt. Dabei stand die Auspragung der Zellgrenzen im Fokus
der Untersuchungen. Die Korrelation der morphologischen Auspragung der marginal
folds mit den impedanzspektroskopisch ermittelten TER-Filtermesswerten und dem
ECIS-Parameter R, wurden durch die impedanzspektroskopischen Analysen und die
im Folgenden aufgeflihrten REM-Untersuchungen verdeutlicht (vergl. Abb. 3.2, 3.5,
3.6 und Abb. 3.11 und 3.12).

Abb. 3.11 A-D:
Vergleichende REM-Untersuchung der PBCEC unter verschiedenen Kulturbedingungen.

A: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC.

B: PBCEC, kultiviert in CDM mit 550 nM HC
C: PBCEC, kultiviert in CDM mit 55 nM HC.
D: PBCEC, kultiviert in CDM mit 55 nM HC.

Die Fixierung der PBCEC zwecks der REM-Analyse erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile in den Abbildun-
gen verdeutlichen die Zellgrenzen.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Zellkern (ZK).

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A und B 8 um und in Abbildung C und
D 1,6 um.

Die vergleichende Untersuchung der cerebralen Kapillarendothelzellen, kultiviert in
CDM mit Zusatz von 55 nM bzw. 550 nM Hydrocortison, zeigte weder Unterschiede
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in der Auspragung der marginal folds, noch in der Entwicklung ihrer Zellmembranen
(vergl. Abb. 3.11 B, C und D). Im Gegensatz dazu entwickelten die PBCEC in CDM
ohne Hydrocortison-Zusatz die marginal folds an den Zellgrenzen nicht, bildeten aber
dennoch einen gut entwickelten Zell-Monolayer aus (s. Abb. 3.11 A).

Diese Beobachtung korrelierte mit den TER-Messungen die zeigten, dass die
PBCEC die Endothelzell-spezifischen marginal folds ausschliel3lich dann bildeten,
wenn sie entsprechend hohe TER-Werte entwickelten. Die Zugabe von Serum in das
Hydrocortison-haltige CDM des apikalen Filterkompartiments der PBCEC flhrte e-
benfalls zur Ausbildung eines intakten Endothelzell-Monolayers mit einer deutlich er-
kennbaren Auspragung der marginal folds (s. Abb. 3.12 D). Auch in Abwesenheit von
Hydrocortison kam es durch die Applikation von Serum in das apikale Filterkomparti-
ment zu einer normalen Entwicklung des cerebralen Endothelzell-Monolayers (s.
Abb. 3.12 B).

Im Gegensatz dazu verursachte die Applikation des Serums in das CDM des basola-
teralen Filterkompartiments in Abwesenheit von Hydrocortison eine verminderte Zell-
integritdt des Endothelzell-Monolayers, die zu Praparations-bedingten Rissen zwi-
schen den Zellen und zu einem partiellem Ablésen der Zellen vom Substrat flihrte (s.
Abb. 3.12 C). Die Zugabe von Serum in das Hydrocortison-haltige CDM des basola-
teralen Filterkompartiments lie zwar die Aufwdlbungen an den Zellgrenzen ver-
schwinden, jedoch blieben die Zellen auf dem Substrat der Filtermembran adharent.
Die Gegenulberstellung der Abbildungen 3.12 E und 3.12 F verdeutlicht nochmals die
fehlenden marginal folds der Endothelzellgrenzen durch die Inkubation der PBCEC
mit bzw. ohne Serum im basolateralen Filterkompartiment in Abwesenheit von Hy-

drocortison.
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Abb. 3.12 A-F:
Der polare Einfluss von Serum und Hydrocortison auf die Morphologie der PBCEC.

A:PBCEC, kultiviert in CDM ohne Hydrocortison und ohne Serum.

B: PBCEC, kultiviert in CDM ohne Hydrocortison und 4-stiindiger Inkubation mit 10 Vol. % Ochsen-
serum von der apikalen Seite.

C: PBCEC, kultiviert in CDM ohne Hydrocortison und 4-stiindiger Inkubation mit 10 Vol. % Ochsen-
serum von der basolateralen Seite.

D: PBCEC, kultiviert in CDM mit 550 nM HC und 4-stiindiger Inkubation mit 10 Vol. % Ochsen-
serum von der apikalen Seite.

E: PBCEC, kultiviert in CDM mit 550 nM HC und 4-stiindiger Inkubation mit 10 Vol. % Ochsense-
rum von der basolateralen Seite.

F: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 550 nM HC und 4-stiindiger Inkubation mit 10 Vol.

Ochsenserum von der basolateralen Seite.

Die Fixierung der PBCEC zwecks der REM-Analyse erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile in den Abbildun-
gen verdeutlichen die Zellgrenzen. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Zell-
kern (ZK).

VergréBerung: Die Mal3stabsbalken in den Abbildungen A-D entsprechen 8 um. Die Mal3stabsbal-
ken in den Abbildungen E und F entsprechen 4 um.
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Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde der polare Serum-
Effekt auf die Endothelzell-Morphologie, insbesondere auf die Zell-Zell-Kontaktzone
der PBCEC analysiert und mit den impedanzspektroskopischen Ergebnissen in Kor-
relation gesetzt. Um im Detail den Einfluss der unterschiedlichen Kulturbedingungen
und den polaren Effekt des Serums auf die interendothelialen Zell-Kontakte der
PBCEC zu untersuchen, wurde die Expression der an den Zell-Zell-Kontakten betei-
ligten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5 immunzytochemisch untersucht.

Der Vergleich der immunzytochemischen Analysen zeigte, dass unter Entzug des
Hydrocortisons das ZO-1-Protein an den Zellgrenzen umstrukturiert wurde, so dass
die Zellgrenzen dadurch verzerrt und schmaler wirkten. Ein dhnliches Bild ergab die
immunzytochemische Analyse des Claudin-5-Proteins unter den verschiedenen Kul-
turbedingungen der PBCEC (vergl. Abb. 3.13 A-C und Abb. 3.13 D-E). Wie die im-
munzytochemischen Aufnahmen zeigen, wurde die Claudin-5-Expression durch den
Entzug des Hydrocortisons im PBCEC-Kulturmedium im Vergleich zur ZO-1-Expres-
sion nicht in dem Male beeintrachtigt. Die Expression des Occludins der PBCEC
wurde im Vergleich zu der des ZO-1 und der des Claudin-5 durch die Abwesenheit
von Hydrocortison im CDM geringflgiger beeintrachtigt (s. Abb. 3.14).

Durch den Entzug des Hydrocortisons veranderten die PBCEC zudem ihre Zellform,
was besonders die ZO-1-Farbungen verdeutlichten. So wiesen die Endothelzellen in
Anwesenheit von Hydrocortison im CDM eine deutlich erkennbare langgestreckte,
spindelformige Gestalt auf, wohingegen die Zellen in Abwesenheit von HC eine rund-
liche Zellform annahmen.

Der Serumzusatz in das Hydrocortison-haltige Kulturmedium in das apikale bzw. ba-
solaterale Filterkompartiment verursachte keinen sichtbaren Unterschied in der ZO-
1-, Claudin-5- und Occludin-Expression der PBCEC. Im Gegensatz dazu wirkten die
Zellgrenzen in Abwesenheit von Hydrocortison durch die Inkubation der Endothelzell-
en mit serumhaltigen Medium von der basolateralen bzw. von beiden Seiten im Ver-
gleich zur Inkubation der Zellen mit serumhaltigem Medium von der apikalen Filter-
seite verstarkt verzerrt (vergl. Abb. 3.15, 3.16 und 3.17).
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Abb. 3.13 A-F:

Immunzytochemische Analyse der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1 (in rot) und
Claudin-5 (in griin) der PBCEC unter verschiedenen Kulturbedingungen.

A: ZO-1-Expression der PBCEC, kultiviert in CDM ohne Zusatz von HC.

B: ZO-1-Expression der PBCEC, kultiviert in CDM mit 55 nM HC.

C: ZO-1-Expression der PBCEC, kultiviert in CDM mit 550 nM HC.

D: Claudin-5-Expression der PBCEC Kultiviert in CDM ohne Zusatz von HC.
E: Claudin-5-Expression der PBCEC, kultiviert in CDM mit 55 nM HC.

F: Claudin-5-Expression der PBCEC, kultiviert in CDM mit 5560 nM HC.

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Chemisch definiertes Medium
(CDM), Hydrocortison (HC).
VergréBerung: der Mal8stabsbalken entspricht 35 um.
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Abb. 3.14 A-C

Immunzytochemische Analyse des tight junction-assoziierten Proteins Occludin der PBCEC
unter verschiedenen Kulturbedingungen.

A: PBCEC, kultiviert in CDM ohne Zusatz von HC.
B: PBCEC, kultiviert in CDM mit 55 nM HC.
C: PBCEC, kultiviert in CDM mit 5560 nM HC.

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Chemisch definiertes Medium

(CDM), Hydrocortison (HC).
VergréBerung: der MaRstabsbalken entspricht 35 um.
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Abb. 3.15 A-F:
Der polare Einfluss des Serums auf die ZO-1-Expression der PBCEC.

A: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM ohne HC).

B: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

C: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

D: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

E: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

F: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

Serum-Zusatz: 10 Vol. % Ochsenserum (apikal: 50 ul, basolateral: 150ul).Die immunzytochemische
Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).
VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 25 um.
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Abb. 3.16 A-F:
Der polare Einfluss des Serums auf die Claudin-5-Expression der PBCEC.

A: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM ohne HC).

B: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

C: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

D: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

E: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

F: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

Serum-Zusatz: 10 Vol. % Ochsenserum (apikal: 50 ul, basolateral: 150ul).Die immunzytochemische
Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).
VergréBerung: der MaRstabsbalken entspricht 25 um.
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Abb 3.17 A-F:
Der polare Einfluss des Serums auf die Occludin-Expression der PBCEC.

A: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM ohne HC).

B: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

C: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM ohne HC).

D: Serum-Zusatz in die apikale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

E: Serum-Zusatz in die basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

F: Serum-Zusatz in die apikale und basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).

Serum-Zusatz: 10 Vol. % Ochsenserum (apikal: 50 ul, basolateral: 150ul).Die immunzytochemische
Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).
VergréRerung: der Mal3stabsbalken entspricht 25 um.
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3.1.1.3 Apoptose-Studien

Zur Charakterisierung des Transmigrationsweges der Leukozyten durch den cerebra-
len Kapillarendothelzell-Monolayer war eine vollkommen intakte Endothelzell-Zell-
schicht die grundlegende Voraussetzung. Mit dem bisher aufgeflihrten Methoden-
spektrum war es madglich, die Integritat der Endothelzellen biophysikalisch, ultrastruk-
turell und immunzytochemisch zu beschreiben. Jedoch konnte keine Aussage daru-
ber getroffen werden, inwieweit allein durch die Kulturbedingung der PBCEC apopto-
tische Prozesse in den Endothelzellen induziert wurden. So wurde beispielsweise
trotz der hohen TER-Werte der PBCEC, die in CDM mit Zusatz von SR Il (Serum
Replacement Il) kultiviert wurden, eine stark erhéhte Apoptoserate in den Endothel-
zellen detektiert (vergl. Abb. 3.1 und 3.18 bzw. 3.19). Das verdeutlichte, dass die Be-
funde der impedanzspektroskopischen und morphologischen Analysen keine Aus-
sage Uber die Apoptoserate in den Endothelzellen zulieRen. Da jedoch sichergestellt
werden musste, dass nicht schon vor Induzierung eines entziindlichen Prozesses in
den PBCEC bzw. vor deren Inkubation mit den Immunzellen apoptotische Prozesse
eingeleitet wurden, wurden vor dem Einsatz der PBCEC zur Untersuchung der Endo-
thelzell-Leukozyten-Interaktion Apoptose-Untersuchungen durchgefiihrt. Zudem wur-
de mit Hilfe der ECIS-Technik der Effekt einer Apoptose-induzierenden Substanz auf
die barrierebildenden Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakte der PBCEC vergleichend
unter verschiedenen Kulturbedingungen analysiert.

Diese Untersuchungen zeigen erstmals, in welch hohem Male die Auspragung und
damit verbunden die Empfindlichkeit der Barrierefunktion gegentiber externen Stimuli
durch die Kulturbedingung gesteuert wird und unterstreichen somit die Relevanz ei-
ner derartigen Voruntersuchung fir die folgenden in vitro-Studien. Da in der vorlie-
genden Arbeit der Einfluss von Entziindungsstimulantien allein und im Kontext der
Leukozyten-Interaktion auf die Barrierefunktion der BHS studiert wurde, war es
essentiell, vorab der Experimente zu untersuchen, welchen Einfluss die Kulturbedin-
gung auf die Empfindlichkeit der barrierebildenden Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kon-

takte gegeniber externen Reizen generell ausibte.

Caspase-3-Assay und DNA-Fragmentierung

Die im Folgenden aufgefihrten Untersuchungen sollten zeigen, ob und in welcher In-
tensitat die unterschiedlichen Kulturbedingungen Apoptose in den PBCEC induzier-
ten. Zu diesem Zweck wurde zum einen ein Caspase-3-Assay durchgeflhrt und zum
anderen der Anteil fragmentierter DNA in den Endothelzellen bestimmt.

Das Enzym Caspase-3 zahlt zu den Effektor-Caspasen und wird im Verlauf apoptoti-

scher Prozesse aktiviert. Die Bestimmung ihrer Aktivitat diente somit als quantitatives
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Mal fir die Apoptoserate. Zur Verifizierung der Versuchsergebnisse des Caspase-3-
Assays diente der Nachweis von spezifischen DNA-Bruchstiicken (' DNA-ladder).
Die vergleichende Analyse sowohl der Caspase-3-Aktivitat als auch der Nachweis
der DNA-Fragmente zeigte, dass der Zusatz von Hydrocortison und/oder Serum zum
chemisch definierten Medium (von der apikalen Zellseite) die Apoptoserate signifi-
kant senkte. Dagegen wurde die Apoptoserate der PBCEC in CDM ohne Zusatze
und durch den Zusatz von SR Il ins Inkubationsmedium erheblich erhéht (s. Abb.
3.18 und 3.19).
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Abb. 3.18:
Relative DNA-Fragmentierung der PBCEC unter verschiedenen Kulturbedingungen.

Inkubationsmedium der PBCEC: CDM ohne (ohne HC) bzw. mit Zusatz von 550 nM HC (mit
HC),CDM ohne HC-Zusatz mit 10 Vol. % Ochsenserum (OS ohne HC), CDM mit 550 nM HC und
10 Vol. % OS (OS mit HC), M 199 (Grundmedium) mit Zusatz von 5 % SR Il (M_199 mit SR). Die
Kultur der PBCEC erfolgte in 10 cm? Petrischalen.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS), M 199 Earle (1 x)
(M 199), Serum Replacement Il (SR).

Die Messwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- Standardabweichung, n = Zahlen innerhalb der
Balken.
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Abb. 3.19:
Relative Caspase-3-Aktivitidt der PBCEC unter verschiedenen Kulturbedingungen.

Inkubationsmedium der PBCEC: CDM ohne (chne HC) bzw. mit Zusatz von 550 nM HC (mit
HC),CDM ohne HC-Zusatz mit 10 Vol. % Ochsenserum (OS ohne HC), CDM mit 5650 nM HC und
10 Vol. % OS (OS mit HC), M 199 (Grundmedium) mit Zusatz von 5 % SR Il (M_199 mit SR). Die
Kultur der PBCEC erfolgte in 10 cm?’ Petrischalen.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS), M 199 Earle (1 x)
(M 199), Serum Replacement Il (SR).

Die Messwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- Standardabweichung, n = Zahlen innerhalb der
Balken.

Die in Abbildung 3.20 dargestellte Caspase-3-Aktivitdtsmessung zeigte, dass eine
Erniedrigung der Hydrocortison-Konzentration im Kulturmedium auf 55 nM die Apop-
toserate nicht steigerte und eine Erhéhung der HC-Konzentration auf 550 bzw.

5500 nM nicht zu einer signifikant gesenkten Apoptoserate flihrte.
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Abb. 3.20:

Bestimmung der relativen Caspase-3-Aktivitidt der PBCEC unter verschiedenen Hydrocorti-
son-Konzentrationen bzw. Serumzusatz im CDM.

Inkubationsmedium: CDM mit Zusatz der in der Grafik aufgefiihrten Konzentrationen an Hydrocorti-
son bzw. 10 Vol. % Ochsenserum in Abwesenheit von HC (OS ohne HC). Die Kultur der PBCEC
erfolgte in 10 cm? Petrischalen.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS)

Die Messwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- Standardabweichung, n = Zahlen innerhalb der
Balken.

Cycloheximid-induzierte Apoptose

Der kausale Zusammenhang zwischen einer erhdhten Apoptoserate der PBCEC in
An- oder Abwesenheit von Hydrocortison bzw. Serum wurde ermittelt, indem durch
die Applikation von Cycloheximid (CHX) die Apoptose in den cerebralen Kapillaren-
dothelzellen gezielt chemisch induziert wurde.

Um eine optimale Inkubationszeit des CHX zu ermitteln, wurde zeitabhangig die A-
poptoserate im Caspase-3-Assay unter Hydrocortison-haltigen Kulturbedingungen
der PBCEC bestimmt (s. Abb. 3.21). Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden wur-
de eine 50-fach erhdhte Apoptoserate im Vergleich zu den unbehandelten Zellen ge-
messen, so dass diese Inkubationszeit fur die weiterfihrenden induzierten Apoptose-
Bestimmungen gewahlt wurde. Eine Inkubationszeit des CHX, die die 16 Stunden
Uberschritt fihrte zum Ablosen der Endothelzellen von ihrem Substrat, so dass die
Einwirkzeit des CHX fir die folgenden Experimente zeitlich auf maximal 16 Stunden

limitiert wurde.
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Der Einsatz von CHX als Apoptose-Induktor zeigte sowohl im Hinblick auf die Be-
stimmung der Caspase-3-Aktivitat als auch durch die Messung der DNA-Fragmen-
tierung in Abhangigkeit von der jeweiligen Kulturbedingung, dass durch Hydrocorti-
son oder Serum im Vergleich zur Kultivierung der Zellen in CDM ohne Zusatze die
Apoptoserate jeweils um 50 % inhibiert wurde (s. Abb. 3.22 A und B).
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Abb. 3.21:

Bestimmung der relativen Caspase-3-Aktivitidt der PBCEC nach 0-, 3-, 10-, 13- und 16-stiindi-
ger Inkubation mit CHX.

Kulturmedium: chemisch definiertes Medium mit 550 nM HC. CHX-Zugabe: 25 ug. Die Kultur der
PBCEC erfolgte in 10 cm? Petrischalen.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS), Cycloheximid
(CHX). Die Messwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- Standardabweichung; n = 2.
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Abb. 3.22 A und B:

Bestimmung der relativen Caspase-3-Aktivitét (A) und der relativen DNA-Fragmentierung (B)
der PBCEC nach 16-stiindiger Inkubation mit CHX unter verschiedenen Kulturbedingungen.

Die Kultur der PBCEC erfolgte in 10 cm? Petrischalen. Kulturmedium: CDM ohne bzw. mit Zusatz
von 550 nM Hydrocortison und mit/ohne Zusatz von 10 Vol. % Ochsenserum (s. Graphik).

Kulturbedingungen der PBCEC:

ohne HC: chemisch definiertes Medium ohne Zusatz von HC oder OS, OS mit HC: chemisch defi-
niertes Medium mit Zusatz von 550 nM HC und 10 Vol. % OS, OS ohne HC: chemisch definiertes
Medium mit Zusatz von 10 Vol. % OS, mit HC: chemisch definiertes Medium mit 550 nM HC, * mit
HC: chemisch definiertes Medium mit 560 nM HC ohne CHX-Zugabe (Kontrolle). CHX-Zugabe:

25 1g.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS), Cycloheximid
(CHX).

Die Messwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- Standardabweichung, n = 2.
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Der Einfluss von Cycloheximid auf die PBCEC-Morphologie

Mit Hilfe der ECIS-Technik sollte der Verlauf der Apoptose im Hinblick auf strukturelle
sowie funktionelle Veranderungen der Zellmorphologie zeitaufgeldst verfolgt werden.
Die Veranderung der Werte fir Ry, und o nach der CHX-Zugabe differierten stark un-
ter den verschiedenen Versuchsbedingungen. Die Studien zeigten, dass die barriere-
bildenden tight junctions der PBCEC bereits in einem sehr friilhen Stadium der Apop-
tose massiv gestort wurden, was sich in einem raschen Absinken der Werte des
Parameters R, aulierte, wohingegen der Wert des Parameters a deutlich langsamer
reduziert wurde. Dieser zeitlich differente Verlauf der beiden Parameter R, und o
nach der CHX-Zugabe, der sich in der primaren Schwachung der Zell-Zell-Kontakte
und dem sich erst mehrere Stunden danach l6senden Zell-Substrat-Kontakten der
PBCEC &auRerte, war besonders unter serumhaltigen Kulturbedingungen zu beo-
bachten. Dagegen kam es in Abwesenheit von Serum im Kulturmedium der PBCEC
in der Anfangsphase (ca. 50 Minuten nach CHX-Zugabe) zu einem gemeinsamen
Abfall der Werte fiir Ry, und o. Dieser Effekt wurde durch den Zusatz von Hydrocor-
tison noch weiter verstarkt. Die Abbildungen 3.23 bis 3.26 zeigen den Verlauf der
ECIS-Messwerte des Zell-Zell- und des Zell-Substrat-Kontakts der PBCEC im zeit-
lichen Verlauf nach Applikation des CHX unter verschiedenen Kulturbedingungen.

In der Abbildung 3.23 ist der Kurvenverlauf der Parameter-Werte fir R, und o
nach der Zugabe zu den in CDM ohne Hydrocortison- und Serum-Zusatz kultivierten
PBCEC dargestellt. Die Abbildung zeigt deutlich, dass der Wert von R, nach Zusatz
von CHX zu den PBCEC, die in Abwesenheit von Hydrocortison und Serum kultiviert
wurden sehr schnell, innerhalb der ersten 3 Stunden abfiel. Bereits 68 (+ 9) Minuten
nach der CHX-Zugabe wurde der Ausgangswert von 295 (+ 49) Q x cm? um die Half-
te reduziert, wohingegen die Werte des Parameters o deutlich langsamer sanken.
Erst nach 156 (+ 58) Minuten war der Wert auf 50% des Anfangswertes von 37 (+
4,8) 0% x cm gesunken. Interessanterweise kam es im Verlauf der ersten Stunde
nach Zugabe des CHX zu den PBCEC zu einer gemeinsamen Schwachung des Zell-
Zell- und des Zell-Substrat-Kontakts, so dass der Kurvenverlauf von o und Ry, parallel
verlief. Nach ca. 3 Stunden kam es dann zu einer deutlichen Trennung des Kurven-
verlaufs der beiden Parameter, der sich in einer unvermindert starken Senkung von
R, manifestierte, wohingegen sich die Reduzierung von o wesentlich verlangsamte
und dadurch insgesamt im Gegensatz zu R, einen zweistufigen Kurvenverlauf auf-

wies.
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Abb. 3.23:

Typischer Verlauf der Parameter R, und a der in CDM ohne HC-Zusatz kultivierten PBCEC
nach CHX-Zugabe.

Ry (0) = 220 2 x cm® und « (0) = 30 P x cm geben die Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der
Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry, (0) bzw. « (0) normiert.

Kulturmedium: CDM ohne HC. Der Pfeil markiert die Zugabe des CHX (25 uM). Chemisch definier-
tes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Ry), Zell-Substrat-
Kontakt (a).

Die CHX-Zugabe in das serumhaltige CDM der PBCEC in Abwesenheit von Hydro-
cortison, dargestellt in Abbildung 3.24, fihrte ebenfalls zu einem schnellen Abfall des
Widerstands der Zell-Zell-Kontakte, der allerdings im Vergleich zur Kulturbedingung
ohne Serum-Zusatz ca. 50% langsamer verlief. Nach 150 (+ 8) Minuten erreichte R,
die Halfte seines Ausgangswertes von 136 (+ 2,8) Q x cm?. Der zeitliche Verlauf von
o unterschied sich wesentlich deutlicher zu den in CDM ohne Serum- und Hydrocorti-
son-Zusatz kultivierten PBCEC. Bis zu 100 Minuten nach CHX-Zusatz blieben die
Werte von o im Gegensatz zu den Ry,-Werten nahezu konstant, bevor sie sehr lang-
sam aber stetig abfielen. Erst 588 (+ 17) Minuten nach der Applikation von CHX er-
reichte der Wert des Zell-Substrat-Kontakts o die Halfte seines Anfangswertes von
25 (+ 0,2) Q% x cm. Im Gegensatz zum Verlauf der Werte von R, und a unter den
nicht serumhaltigen Kulturbedingungen, kam es in Anwesenheit von Serum zu einem
biphasischen Kurvenverlauf von R, anstatt von o, wie es in den serumfreien Kultur-

bedingungen nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 3.24:

Typischer Verlauf der Parameter R, und a der in CDM mit OS kultivierten PBCEC nach der
CHX-Zugabe.

Ry =134 Qx cm’ und o = 30 P° x cm geben die Absolutwerte dieser Gréf3en zu Beginn der Mes-
sung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0) bzw. « (0) normiert. Kulturmedium:
CDM ohne HC mit 10 Vol. % OS.

Der Pfeil markiert die Zugabe des CHX (25 uM). Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocorti-
son (HC), Ochsenserum (OS), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Rs), Zell-Substrat-Kontakt

().

Wie Abbildung 3.25 zeigt, nahmen die Werte des Zell-Substrat-Kontakts (a) nach der
Zugabe des CHX in das Hydrocortison-haltige CDM in Anwesenheit von Serum lang-
samer ab als die des Zell-Zell-Kontakts (Rp). Wahrend die Halfte des jeweiligen Aus-
gangswertes von Ry (211 + 11,3 Q x cm?) bereits nach 220 (+ 25) Minuten erreicht
wurde, wurde o erst nach 396 (+ 55) Minuten auf die Halfte seines Anfangswertes
von 32 + 3,9 Q% x cm reduziert. Ein zweistufiger Kurvenverlauf von R, und o konnte

unter dieser Kulturbedingung nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.25:

Typischer Verlauf der Parameter Ry, und a der in CDM mit OS mit HC kultivierten PBCEC
nach CHX-Zugabe.

Ry = 219 2 x cm? und a = 29, 2 ®° x cm geben die Absolutwerte dieser GréRRen zu Beginn der
Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry, (0) bzw. « (0) normiert. Kulturmedi-
um: CDM mit Zusatz von 550 nM HC und 10 Vol. % OS.

Der Pfeil markiert die Zugabe des CHX (25 uM). Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocorti-
son (HC), Ochsenserum (OS), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Rs), Zell-Substrat-Kontakt

().

In Anwesenheit von Hydrocortison im serumfreien Kulturmedium der PBCEC sank o
nach der CHX-Applikation zeitgleich mit dem Wert des Zell-Zell-Kontakts (s. Abb.
3.26). 100 (z 5) Minuten nach der CHX-Zugabe erzielte o 50% seines Ausgangswer-
tes von 61,6 (+3,8) 0% x cm. Dagegen erreiche R, die Halfte seines Anfangswertes
von 818 (+106) Q x cm? bereits nach 60 (+ 5) Minuten. Der zweistufige Kurvenverlauf
von o war vergleichbar mit demjenigen unter serumfreien Kulturbedingungen ohne
Hydrocortison. Allerdings wurde in Anwesenheit von Hydrocortison o zusammen mit
Ry, zeitgleich wesentlich starker reduziert, bevor die Kurvenverlaufe der beiden Para-
meter entkoppelt wurden und es zu einer wesentlich langsameren Schwéachung des

Zell-Matrix-Kontakts im Vergleich zum Zell-Zell-Kontakt kam.
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Abb. 3.26:

Typischer Verlauf der Parameter Ry, und o der in CDM mit HC kultivierten PBCEC nach der
CHX-Zugabe.

Ry, =645 Q2 x cm? und o = 55,5 (F° x cm geben die Absolutwerte dieser Grél3en zu Beginn der
Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0) bzw. « (0) normiert. Kulturmedi-
um: CDM mit Zusatz von 550 nM HC.

Der Pfeil markiert die Zugabe des CHX (25 um). Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocorti-
son (HC), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Ry), Zell-Substrat-Kontakt ().

In der Abbildung 3.27 sind die einzelnen Kurvenverldufe der R,-Werte der PBCEC
der Abbildungen 3.23 bis 3.26 nach der CHX-Zugabe zusammenfassend dargestellt.
Wie die Abbildung 3.27 nochmals deutlich demonstriert, bt die jeweilige Kulturbedin-
gung der PBCEC einen erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der Zell-Zell-Kon-
takte aus. So verursachte die Applikation des CHX in das serumfreie Kulturmedium
der PBCEC einen rapiden Abfall der Werte fir Ry, was einer Schwachung der Zell-
Zell-Kontakte entsprach. Dabei war es unerheblich, ob im Medium der PBCEC Hy-
drocortison vorhanden war. Wurden die PBCEC dagegen in serumhaltigem Medium
kultiviert, so verlief die Senkung von Ry, nach der CHX-Zugabe zweiphasig. Umge-
kehrt kam es bei der CHX-induzierten Reduzierung des Parameters o unter serum-
freien Kulturbedingungen der PBCEC zu einem zweiphasigen Verlauf der Messkurve
(vergl. Abb. 3.28).

Die graue Linie in der Grafik 3.27 und 3.28 unterteilt den Kurvenverlauf von R, und a.
Sie zeigt, welche Zeit zur Senkung der Pararmeterwerte R, bzw. o auf 70% ihres
Ausgangswertes (t 70%) nach der CHX-Zugabe zu den PBCEC unter den verschie-

denen Kulturbedingungen bendtigt wurde. Zum direkten zeitlichen Vergleich der
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Absenkung von Ry, und o auf einen festgelegten Wert, durfte keiner der Kurvenver-
laufe in die verzdgerte zweite Phase eingetreten sein. Der t 799, -Wert wurde gewahit,
da sich zu diesem Zeitpunkt keiner der dargestellten Kurvenverlaufe der ECIS-Para-
meter in der sekundaren, verzégerten Verlaufsphase befand. In der Tabelle 3.1 sind
die konkreten t ;oo -Werte von R, und o der unterschiedlich kultivierten PBCEC nach
der CHX-Zugabe angegeben.

Wie in der Abbildung 3.27, 3.28 und in der Tabelle 3.1 anhand des t 79¢,-Werts deut-
lich abzulesen ist, wurde durch den Serumzusatz im Kulturmedium der PBCEC so-

wohl die Senkung von Ry, als auch von a deutlich verzogert.
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Abb. 3.27:

Vergleichender Verlauf des Parameters R, nach der Zugabe von CHX zu den unterschiedlich
kultivierten PBCEC.

Die Messungen wurden am 7. DIV der PBCEC durchgefiihrt. Der Pfeil markiert die Zugabe des
CHX (25 um). Die gestrichelte graue Linie kennzeichnet den Zeitpunkt t an dem Ry 70 % seines
Ausgangswertes erreicht hat (t 705 (Rb (0)) [min]). Die Werte zu tzo (Rb (0)) [min] sind in der Tabel-
le 3.1 angegeben.

Kulturbedingungen: CDM mit 550 nM HC, CDM mit 550 nM HC mit 10 Vol. % OS CDM ohne HC,
CDM ohne HC mit 10 Vol. % OS. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison
(HC),Ochsenserum (OS), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Ry), Zell-Substrat-Kontakt (c).

Ry = 645 2 x cm® (CDM mit HC), Ry = 220 Q x cm? (CDM ohne HC), R, = 134 2 x cm? (CDM oh-
ne HC mit OS und Ry = 219 Q2 x cm? (CDM mit HC mit OS) geben die Absolutwerte dieser Gré3en
zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0) bzw. « (0) normiert.
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Abb. 3.28:

Vergleichender Verlauf des Parameters o nach der Zugabe von CHX zu den unterschiedlich
kultivierten PBCEC.

a =555 ° x cm (CDM mit HC), o = 30 <F° x cm (CDM ohne HC), a = 30 *° x cm (CDM ohne
HC mit OS und a = 29 P° x cm (CDM mit HC mit OS) geben die Absolutwerte dieser GréRRen zu
Beginn der Messung an.

Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0) bzw. « (0) normiert. Die Messungen wurden am
7. DIV der PBCEC durchgefiihrt. Der Pfeil markiert die Zugabe des CHX (25 um). Die gestrichelte
graue Linie kennzeichnet den Zeitpunkt t an dem a 70 % seines Ausgangswertes erreicht hat (t 70«
(a (0)) [min]). Die Werte zu troy (a (0)) [min] sind in der Tabelle 3.1angegeben.

Kulturbedingungen: CDM mit 550 nM HC, CDM mit 550 nM HC mit 10 Vol. % OS CDM ohne HC,
CDM ohne HC mit 10 Vol. % OS. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Och-
senserum (OS), Cycloheximid (CHX), Zell-Zell-Kontakt (Rp), Zell-Substrat-Kontakt ().

In der Tabelle 3.1 sind die Anfangswerte der ECIS-Parameter Ry, und o der verschie-
denen Kulturbedingungen der PBCEC vor Zugabe des Cycloheximids gegentiber-
stellend aufgeflihrt. Die dargestellten Werte zeigen, dass in Anwesenheit von Hydro-
cortison im CDM der PBCEC der Parameter R, bis zu 4-fach héhere Anfangswerte
und der Parameter o doppelt erhéhte Ausgangsmesswerte im Vergleich zu den der
Ubrigen aufgefihrten Kulturbedingungen erreichte.

Hydrocortison bewirkte somit nicht nur eine Optimierung der Barrierefunktion der
PBCEC durch die Verstarkung der Zell-Zell-Kontakte, sondern libte zudem einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Starke des Zell-Substrat-Kontakts der cerebralen Endo-
thelzellen aus. Die durch CHX verursachte Abnahme von R, und o auf die Halfte
ihres Ausgangswertes erfolgte bei den in CDM mit Hydrocortison-Zusatz kultivierten
PBCEC im Vergleich zu den Ubrigen Kulturbedingungen am schnellsten. Das ver-

deutlicht, dass die PBCEC durch die Hydrocortison-haltigen Kulturbedingungen unter
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Ausschluss von Serum, wesentlich sensibler auf CHX, also auf externe Reize rea-
gierten. Zudem lag der Wert fir R, nach der Erniedrigung auf 50% seines Ausgangs-
wertes mit 320 Q x cm? immer noch weit (iber den Ausgangswerten der Ubrigen Kul-
turbedingungen.

Die hohe Empfindlichkeit der barrierebildenden interendothelialen Zell-Kontakte der
PBCEC gegenulber externen Stimuli, in Verbindung mit den hohen Werten der Para-
meter R, und a der PBCEC unter serumfreien, Hydrocortison-haltigen Kulturbedin-
gungen stellte somit eine optimale Ausgangsvoraussetzung fir die folgenden Unter-
suchungen der entziindlichen Prozesse an der Blut-Hirn-Schranke in vitro dar. Insbe-
sondere zur Analyse der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion war eine erhéhte mess-
bare Sensibilitdt an den Zell-Zell-Kontakten der cerebralen Endothelzellen eine

grundlegende Voraussetzung.

Tab. 3.1:

Darstellung der Anfangs- und ts- Werte der ECIS-Parameter R, und « der unterschiedlichen
Kulturbedingungen der PBCEC.

Kulturbedingung [g::(r?];] [ Q%(E’?:)m ] t 7°°/f nﬁﬁ(o» t7°°f’ng%(]0))
CDM 203 £ 46 37,3+4,8 70+ 5 115+5
CDM mit OS 120 £ 11 25+0,2 110+5 400+5
CDM mit HC und OS 167 £ 19 32+3,9 135+5 2405
CDM mit HC 654 + 90 61,6 + 3,8 60+5 905

Kulturbedingung: CDM mit HC: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 5650 nM HC, CDM mit
OS: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 10 Vol. % Ochsenserum, CDM mit HC und OS:
chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 650 nM HC und 10 Vol. % OS, CDM: chemisch de-
finiertes Medium ohne Zusatz von HC und OS.

Darstellung der Anfangswerte von R, und « und Angabe der Zeitpunkte (t;%), bei denen die Werte
fiir Ry und a nach CHX-Zugabe 70 % ihres Ausgangswertes erreicht hatten (R, = 70% R» (0) und o
=70% « (0)). Die Angabe der tzo4-Werte fiir R, und o erfolgte exemplarisch fiir die in Abb. 3.23 bis
3.26 dargesteliten Messungen. Aufgrund der Ablese-Ungenauigkeit wurden die Werte stets mit +
5 min angegeben.

Parameter des Zell-Zell-Kontakts (Rp), Parameter des Zell-Substrat-Kontakts («). Chemisch defi-
niertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Ochsenserum (OS).

Die +/- angegebenen Fehler sind die berechneten Standardabweichungen der Mittelwerte.

Die mit Hilfe der ECIS-Analysen ermittelten Befunde standen in unmittelbarer Korre-
lation zu den Ergebnissen der Apoptose-Bestimmung, die mittels der Messung der
Caspase-3-Aktivitdt der PBCEC unter den verschiedenen Kulturbedingungen erzielt
wurden (vergl. Abb. 3.22, 3.24 und 3.25). Durch den Hydrocortison-Zusatz in das se-
rumfreie Kulturmedium der PBCEC wurde die induzierte Apoptoserate im Vergleich
zur Hydrocortison-freien Kulturbedingung zwar deutlich gedampft, der CHX-induzier-
te Abfall der Parameter R, und o konnte dadurch allerdings nicht verzégert werden

(vergl. Abb. 3.26). Inwiefern also eine direkte Korrelation der Apoptoserate mit dem
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CHX-induzierten Senkungsverhalten der ECIS-Parameter R, und o mdglich ist, ist

fraglich.

3.1.2 Die Entziindungsaktivierung

3.1.2.1 Serum

Serum, appliziert von der apikalen Seite des Endothelzell-Monolayers, wirkte sich A-
poptose-senkend aus und pufferte die Auswirkung der chemisch induzierten Apopto-
se erheblich ab. Demgegeniber zeigten die impedanzspektroskopischen Untersu-
chungen der auf den Transwell®-Filtersystemen kultivierten PBCEC, dass ein Zusatz
von Serum in das apikale Filterkompartiment zu einer leichten Beeintrachtigung des
TERs der PBCEC, die Applikation in die basolaterale Filterkammer dagegen zu ei-
nem massiven Absinken des transendothelialen Widerstands fiihrte (s. Abb. 3.6).
Diese widersprichlich erscheinenden Befunde zeigten, dass die Wirkung des Se-
rums auf die cerebralen Endothelzellen vermutlich ein komplexes multifaktorielles
Geschehen darstellt.

Das ausschlaggebende Kriterium flir den Verzicht des Serum-Zusatzes in dem Ent-
ziindungsmodell der BHS war jedoch der Befund der immunzytochemischen Unter-
suchungen, der zeigte, dass Serum entziindliche Veranderungen in den Endothelzel-
len hervorrief. Als Entziindungsmarker wurde E-Selektin gewahlt, ein Molekll der Ad-
hasionskaskade entziindlicher Prozesse, das ausschlieBlich auf der Zelloberflache
entziindungsaktivierter Endothelzellen exprimiert wird. Um zu Uberprifen, inwieweit
der permeabilitatssteigernde basolaterale Effekt des Serums mit der Auslésung eines
entzindlichen Prozesses in Korrelation gebracht werden konnte, wurde die Expres-
sion des E-Selektins nach Inkubation der PBCEC in CDM mit Serum-Zusatz von der
apikalen als auch von der basolateralen Zellseite untersucht.

Die in den Abbildungen 3.29 und 3.30 sichtbaren punktformigen roten Strukturen auf
den PBCEC zeigen deutlich, dass eine Expression des E-Selektins nach vierstiindi-
ger Inkubation der cerebralen Endothelzellen in serumhaltigem Medium erfolgte. Die
gleichzeitige Anwesenheit von Hydrocortison im serumhaltigen CDM spielte dabei

keine Rolle.
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Abb. 3.29 A-E:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins der PBCEC nach der Zugabe von Serum in
das apikale bzw. basolaterale Filterkompartiment.

A u. B: Zugabe des Serums in das apikale Filterkompartiment (CDM mit 550 nM HC).
C u. D: Zugabe des Serums in die basolaterale Filterkammer (CDM mit 550 nM HC).
E u. F: Zugabe des Serums in das apikale Filterkompartiment (CDM mit 55 nM HC).

Inkubationsmedium: CDM mit Zusatz von 55 bzw. 550 nM HC. Die Inkubation der PBCEC mit
10 Vol .% Ochsenserum erfolgte (liber einen Zeitraum von 4 h. Die immunzytochemische Analyse
erfolgte am 7. DIV der PBCEC. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).
VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A, C und E 45 um, in Abbildung B und
D 25 ym und in Abbildung F 15 um.
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Abb. 3.30 A-D:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins der PBCEC nach der Zugabe von Serum in
das apikale bzw. basolaterale Filterkompartiment.

A: Zugabe des Serums in das apikale Filterkompartiment.
B: Zugabe des Serums in das basolaterale Filterkompartiment.

Doppelimmunfuoreszens: E-Selektin (Punkte), s. Pfeil, ZO-1( Zellgrenzen)
C: Zugabe des Serums in das apikale Filterkompartiment.
D: Zugabe des Serums in das basolaterale Filterkompartiment.

In Abbildung C und D ist die E-Selektin-Expression punktférmig und ZO-1 linienférmig an den Zell-
rdndern dargestellt.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC). Inkubationsmedium: CDM ohne Hydro-
cortison-Zusatz. Die Inkubation der PBCEC mit 10 Vol.% Ochsenserum erfolgte lber einen Zei-
traum von 4 Stunden.

VergréBerung: der MaR3stabsbalken entspricht in Abbildung A und B 45 um, in Abbildung C und D
25 um.

Im Gegensatz zum serumfreien PBCEC-Modell, in dem keine E-Selektin-Expression
nachgewiesen wurde, belegte die Abbildung 3.29, dass durch die Serum-Zugabe in
das Hydrocortison-haltige Medium eine entziindliche Reaktion in den Endothelzellen
hervorgerufen wurde. Die Zugabe des Serums sowohl in das apikale als auch in das
basolaterale Filterkompartiment verursachte eine gleichermallen starke E-Selektin-
Expression auf der PBCEC-Zelloberflache (s. Abb. 3.29 A-C und E). In Abbildung

3.28 D und F ist exemplarisch die E-Selektin-Expression vergréRert dargestellt, um
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das punktférmige Erscheinungsbild des E-Selektins zu veranschaulichen. Die Abbil-
dung 3.30 zeigt den Nachweis der entzlindlichen Reaktion, ausgel6st durch die Se-
rum-Zugabe zu den PBCEC in Abwesenheit von Hydrocortison. Die Doppelimmun-
fluoreszenzen von ZO-1 (Zellgrenzen) und E-Selektin (punktférmige Strukturen) in
den Abbildungen 3.30 C und D zeigen, dass die ZO-1-Expression von der Anwesen-

heit des Serums im Kulturmedium der PBCEC unbeeinflusst blieb.

Der Serumzusatz, appliziert in die basolaterale Filterkammer des Transwell®-Filter-
systems verursachte eine drastische Senkung des TERs der cerebralen Endothel-
zellen, verbunden mit einem nachweisbaren Ablosen der Zellen vom Substrat und ei-
ner starken Beeintrachtigung der barrierebildenden Zell-Zell-Kontaktzone. Dagegen
fUhrte der Zusatz von Serum in die apikale Filterkammer zwar kaum zu einer Sen-
kung des TERs, verursachte aber dennoch eine Entziindungsaktivierung der
PBCEC. Erstaunlicherweise wurde jedoch durch die Serum-Zugabe zur apikalen
Zellseite die Apoptoserate erheblich gesenkt. Wie die Studien der CHX-induzierten
Apoptose, dargestellt in Abbildung 3.24 und 3.25 allerdings zeigten, wurde durch die
Inkubation mit serumhaltigem Medium von der apikalen Zellseite die Sensibilitat der
Barrierefunktion gegen auldere Einflisse erheblich gesenkt.

Diese Beobachtungen verdeutlichten den komplexen Wirkmechanismus des Serums
auf die PBCEC. Aufgrund des beschriebenen vielschichtigen Serum-Effekts auf die
Endothelzellen, dessen Wirkmechanismus bisher noch nicht aufgeklart ist, musste
zur Etablierung des Entziindungsmodells deshalb auf den Serumzusatz im Kulturmo-
dell der PBCEC verzichtet werden. Als Grundlage des Entziindungsmodells der BHS
wurde schlieRlich das Hydrocortison-haltige, serumfreie Kulturmodell gewahlt, das
neben seiner hohen in vivo-Kompatibilitdt die Applikation verschiedener Entziin-
dungsmediatoren unter chemisch definierten Bedingungen zulie®. Hydrocortison
maximiert die Barrierefunktion der BHS in vitro und dessen Sensibilitat gegenliber
aulieren Einflissen, indem es fiir die Ausbildung einer gesunden, physiologischen

Morphologie der Zellen verbunden mit einer stark verminderten Apoptoserate sorgt.

3.1.2.2 TNF-a

Aufgrund der bekannten anti-inflammatorischen Wirkung des Hydrocortisons, stellte
sich die Frage, ob sich in dessen Gegenwart tatsachlich eine Entziindungsreaktion
im PBCEC-Modell hervorrufen lie. Die immunzytochemischen Analysen zeigten,
dass es tatsachlich moglich war, die PBCEC in Gegenwart der im Arbeitskreis Ubli-
cherweise verwendeten Hydrocortisonkonzentration von 550 nM gezielt durch die
Applikation von TNF-a. (tumor necrosis factor-a) zu aktivieren. TNF-a ist ein bekann-

ter Entziindungsmediator, der die Neusynthese und Oberflachenexpression von E-
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Selektin auf den Endothelzellen induziert (Kubes & Ward, 2000). Die in Abbildung
3.31 dargestellte Expression des E-Selektins, induziert durch TNF-o. demonstriert,
dass E-Selektin ein idealer Entziindungsmarker fiir das PBCEC-Modell ist. Der Ver-
gleich der Abbildungen 3.31 A und C zeigt, dass die Inkubation der PBCEC mit
2 ng/ml TNF-a zu einer verstarkten Expression des E-Selektins fiihrte. Diese schien
den Immunfluoreszenzen zufolge bei den Endothelzellen, kultiviert in CDM mit
Zusatz von 55 nM Hydrocortison, starker ausgepragt zu sein als in Anwesenheit von
550 nM Hydrocortison. Der Einsatz von 0,2 ng/ml TNF-o |6ste zwar ebenfalls eine
entziindliche Reaktion in den PBCEC aus, war jedoch nicht verlasslich genug, wie
die immunzytochemischen Befunde in Abbildung 3.31 A und B verdeutlichen. Die
Abbildungen 3.31 D und F zeigen die charakteristische punktformige E-Selektin-Ex-
pression in hoherer Vergrolterung nach der Inkubation der PBCEC mit 2 ng/ml
TNF-a in Gegenwart von 55 nM und 550 nM Hydrocortison im CDM der PBCEC. Die
Inkubation der PBCEC mit TNF-a von der apikalen oder basolateralen Filterseite ver-

ursachte keine Veranderung der E-Selektin Expression (s. Abb. 3.32).
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Abb. 3.31 A-F:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins nach der Inkubation der PBCEC mit TNF-a.

Die Inkubation der PBCEC mit TNFa erfolgte zeitgleich sowohl von der apikalen als auch von der
basolateralen Filterseite.

A: Inkubation der PBCEC mit 0,2 ng/ml TNF-a (CDM mit 55 nM HC).
B: Inkubation mit 0,2 ng/ml TNF-a (CDM mit 550 nM HC).

C: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a (CDM mit 55 nM HC).

D: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-o (CDM mit 55 nM HC).

E: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a (CDM mit 550 nM HC).

F: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-o (CDM mit 550 nM HC).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Die Inkubation der PBCEC mit
2 ng/ml TNF-« erfolgte (iber einen Zeitraum von 4 h. Angabe des Kulturmediums in Klammern.
Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).

VergréRerung: der Mal3stabsbalken links unten in den Abbildungen entspricht bei Abbildung A, B, C
und E: 25 ym und Abb. D und F: 10 um.
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Abb. 3.32 A-D:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins nach der Inkubation der PBCEC mit TNF-c.

A: 2 ng/ml TNF-« (apikale Filterseite), CDM mit 55 nM HC.

B: 2 ng/ml TNF-« (basolaterale Filterseite)) CDM mit 55 nM HC.
C: 2 ng/ml TNF-« (apikale Filterseite), CDM mit 550 nM HC.

D: 2 ng/ml TNF-« (basolaterale Filterseite), CDM mit 550 nM HC

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Die Inkubation der PBCEC mit
2 ng/ml TNF-« erfolgte (iber einen Zeitraum von 4 h.

Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).

VergréBerung: der Malstabsbalken links unten in den Abbildungen entspricht bei Abb. A-D:
25 um.

Obwohl E-Selektin als Entzindungsmarker flir das PBCEC-Modell gewahlt wurde,
wurde die Entziindungsreaktion der Endothelzellen, ausgeldst durch 2 ng/ml TNF-a
mit Hilfe des immunzytochemischen Nachweises der Adhasionsmolekille VCAM-1
und ICAM-1 zusatzlich Uberprift. Wie in der Abbildung 3.33 deutlich zu sehen ist,
wurden durch die Inkubation der PBCEC mit TNF-a die Entzlindungs-Adhasionsmo-
lekile VCAM-1 und ICAM-1 auf der Endothelzell-Oberflache exprimiert. Die Abbil-
dungen 3.33 A und B zeigen die Expression des VCAM-1 nach der Inkubation der
PBCEC mit 0,2 bzw. 2 ng/ml TNF-a in Hydrocortison-haltigem CDM. Wie die Abbil-

dungen demonstrieren, wurde die VCAM-1-Expression der PBCEC in Hydrocortison-
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freiem CDM nicht verstarkt (s. Abb. 3.33 C). Das Adhasionsmolekil ICAM-1 wurde
im Vergleich zu VCAM-1 und zu E-Selektin nach der Inkubation der Endothelzellen
mit TNF-a deutlich schwacher exprimiert (s. Abb. 3.33 D).

.
.

Abb. 3.33 A-D:

Immunzytochemischer Nachweis des VCAM-1 und ICAM-1 nach der Inkubation der PBCEC
mit TNF-c.

A: VCAM-1: Inkubation mit 0,2 ng/ml TNF-a« (CDM mit 55 nM HC).
B: VCAM-1: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a (CDM mit 55 nM HC).
C: VCAM-1: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a (CDM ohne HC).

D: ICAM-1: Inkubation mit 2 ng/ml TNF-o: (CDM + 55 nM HC).

Die Immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Die Entziindungsaktivierung der
PBCEC mit TNF-« (apikales Filterkompartiment), erfolgte (iber einen Zeitraum von 4 h. Chemisch
definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).

VergréRerung: der Mal3stabsbalken links unten in den Abbildungen A-D entspricht 25 um.

Durch die Inkubation der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a in Anwesenheit von 55 nM Hy-
drocortison im CDM wurde eine maximale Expression des E-Selektins induziert und
somit die erwlnschte entziindliche Reaktion der PBCEC unter chemisch definierten
Bedingungen nachweislich ausgeldst. Um optimale Voraussetzungen fiir die an-

schlieRende Charakterisierung der Leukozyten-Transmigration unter entziindlichen
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Bedingungen zu schaffen, war es essentiell, dass nicht schon durch die Entzin-
dungsaktivierung der PBCEC deren TER beeintrachtigt wurde. Deshalb wurde der
TER der cerebralen Endothelzellen zunachst vor und nach 4-, 24- und 42-stiindiger
Inkubation mit TNF-a gemessen (s. Abb. 3.34 A und B). Dabei zeigte sich, dass
2 ng/ml TNF-a, unabhangig von der An- oder Abwesenheit von 55 bzw. 550 nM
Hydrocortison im CDM, zu keinem signifikanten Abfall des TERs der PBCEC fiihrte.
Dagegen verursachte die Applikation einer 10-fach erhdéhten Konzentration von
TNF-a (20 ng/ml) eine deutliche Beeintrachtigung der Barrierefunktion der PBCEC.
So wurde der TER 4 Stunden nach der TNF-a-Applikation auf die Halfte seines Aus-
gangswertes reduziert (s. Abb. 3.34 A). In Anwesenheit von 550 nM Hydrocortison im
Kulturmedium wurde diese drastische Senkung des TERs etwas verzogert, so dass
der TER nach 4 Stunden lediglich um durchschnittlich 200 Q x cm? reduziert wurde.
Nach 24 Stunden wies er allerdings nur noch die Halfte seines Ausgangswertes auf
(s. Abb. 3.34 B).
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Abb. 3.34 A und B:
Der Einfluss von TNF-« auf den TER der PBCEC.

Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM (A)
bzw. 550 nM (B) Hydrocortison.

Die Messung des TERs 4 h nach der TNF-a-Zugabe erfolgte am 7. DIV, die Messung nach 24 h
am 8. DIV und nach 42 h am 9. DIV. Das TNF-o wurde in die apikale Filterkammer gegeben.

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).

Wie in der Abbildung 3.35 zu sehen ist, war es unerheblich, ob TNF-a von der apika-
len oder basolateralen Filterseite appliziert wurde. In beiden Fallen wurde der TER
der Endothelzellen durch die Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a in Anwesenheit von

55 nM Hydrocortison im Kulturmedium nicht beeintrachtigt.
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Abb. 3.35:

Der polare Einfluss von TNF-¢ auf den TER der PBCEC.

Einfluss von 2 ng/ml TNF-« auf die PBCEC nach der Zugabe in die apikale bzw. basolaterale Filter-
kammer. Die Messung des TERs 4 h und 15 h nach der TNF-a-Zugabe erfolgte am 7. DIV.
Inkubationsmedium: serumfreies chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydro-

cortison.
Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).

Parallel zu den transendothelialen Widerstandsmessungen der entziindungsaktivier-
ten PBCEC wurde der Einfluss des Entziindungsinduktors TNF-a auf die Expression
der tight junction-assoziierten Proteine untersucht. Zu diesem Zweck wurden immun-
zytochemische Analysen des ZO-1-, des Occludin- und des Claudin-5-Proteins der
auf Transwell®-Filtern gewachsenen PBCEC nach der Inkubation der Endothelzellen
mit TNF-a durchgefihrt.

Wie in der Abbildung 3.36 A-C zu sehen ist, verursachte die Inkubation der PBCEC
mit 2 ng/ml TNF-a im Hydrocortison-haltigem Kulturmedium keine Beeintrachtigung
der ZO-1-Expression. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen mit TNF-a. von der
apikalen oder basolateralen Seite inkubiert wurden (vergl. Abb. 3.36 B und C). Die
Erhéhung der TNF-a Konzentration auf 20 ng/ml fihrte zu einer Veranderung der
Z0-1-Expression, was sich in einer geringfligigen Verzerrung der Zellgrenzen wie-
derspiegelte (s. Abb. 3.36 D). Die Inkubation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-a in
Abwesenheit von Hydrocortison im Kulturmedium flhrte ebenfalls zu einer beein-
trachtigten ZO-1 Expression (s. Abb. 3. 36 E).
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Ein identisches Bild ergab sich bei der immunzytochemischen Untersuchung der
Claudin-5-Expression der PBCEC nach der Inkubation der Endothelzellen mit
2 ng/ml TNF-a (s. Abb. 3.37). Weder die Zugabe in das apikale noch in das basolate-
rale Filterkompartiment fihrte nach einer 4-stiindigen Inkubation der PBCEC mit
2 ng/ml TNF-a in Anwesenheit von 55 nM Hydrocortison im CDM zu einer Verande-
rung der Claudin-5-Expression (s. Abb. 3.37 B und C). Dagegen verursachte die
Applikation von 20 ng/ml TNF-a eine Verzerrung der Claudin-5-Expression an den
Zellgrenzen der PBCEC. Diese Beeintrachtigung war allerdings wesentlich geringfi-
giger ausgepragt als bei der ZO-1-Expression (s. Abb. 3.36 D und 3.37 D). Eine ahn-
liche Verzerrung der Claudin-5-Expression erfolgte durch die Inkubation der PBCEC
mit 2 ng/ml TNF-a in Abwesenheit von Hydrocortison im Kulturmedium der Endothel-
zellen. Allerdings wurde die Expression der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1,
Occludin und Claudin-5 der PBCEC in Abwesenheit von Hydrocortison im CDM
ohnehin beeintrachtigt, so dass unter dieser Kulturbedingung der Einfluss des TNF-a
schwer zu beurteilen war.

Die Occludin-Expression wurde durch die Inkubation der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a
im Hydrocotison-haltigen Kulturmedium von der apikalen bzw. basolateralen Seite e-
benfalls nicht beeintrachtigt (s. Abb. 3.38. B und C). 20 ng/ml TNF-a fihrten dagegen
zu einer starken Verzerrung der Zellgrenzen, die sich auch durch die Inkubation der
Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-a. im Hydrocortison-freien CDM zeigte (s. Abb. 3.38
D und E).

Die immunzytochemische Analyse der tight junction-assoziierten Proteine an den auf
Transwell®-Filtersystemen kultivierten PBCEC wurde direkt mit den TER-Messungen
korreliert. Die unveranderte ZO-1-, Occludin- und Claudin-5-Expression der mit
2 ng/ml TNF-a inkubierten PBCEC im Hydrocortison-haltigen CDM, spiegelte sich
unmittelbar in den hohen TER-Werten der Endothelzellen unter den gleichen Ver-
suchsbedingungen wieder (vergl. Abb. 3.34 A und B sowie Abb. 3.36, 3.37 und 3.38).
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Abb. 3.36 A-E:

Immunzytochemischer Nachweis des tight junction-assoziierten Proteins ZO-1 nach der In-
kubation der PBCEC mit TNF-c.

4-stiindige Inkubation der PBCEC mit 2 bzw. 20 ng/ml TNF-c.

A: ohne TNF-a (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

B: 2 ng/ml TNF-a, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

C: 2 ng/ml TNF-«, basolaterales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).
D: 20 ng/ml TNF-c, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

E: 2 ng/ml TNF-q, apikales Filterkompartiment (CDM ohne HC).

Die immunzytochemische Analyse erfolgte am 7. DIV der PBCEC. Chemisch definiertes Medium
(CDM), Hydrocortison (HC).

VergréBerung: der Ma3stabsbalken (1 cm) links unten in den Abbildungen entspricht bei Abbildung
A—-E 25 um.
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Abb. 3.37 A-E:

Einfluss des TNF-« auf die Expression des tight junction-assoziierten Proteins Claudin-5 der
PBCEC.

4-stiindige Inkubation der Endothelzellen mit 2 bzw. 20 ng/ml TNF-q.

A: ohne TNF-« (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

B: 2 ng/ml TNF-a, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

C: 2 ng/ml TNF-c, basolaterales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).
D: 20 ng/ml TNF-c, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

E: 2 ng/ml TNF-q, apikales Filterkompartiment (CDM ohne HC).

Die immunzytochemische Analyse erfolgte am 7. DIV der PBCEC.Chemisch definiertes Medium
(CDM), Hydrocortison (HC).

VergréBBerung: der Mal3stabsbalken (1 cm) links unten in den Abbildungen entspricht bei Abbildung
A—-E25um.
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Abb. 3.38 A-E:

Einfluss des TNF-¢ auf die Expression des tight junction-assoziierten Proteins Occludin der
PBCEC.

4-stiindige Inkubation der Endothelzellen mit 2 bzw. 20 ng/ml TNF-c.

A: ohne TNF-a (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

B: 2 ng/ml TNF-c, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

C: 2 ng/ml TNF-qa, basolaterales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).
D: 20 ng/ml TNF-c, apikales Filterkompartiment (CDM mit Zusatz von 55 nM HC).

E: 2 ng/ml TNF-¢, apikales Filterkompartiment (CDM ohne HC).

Die immunzytochemische Analyse erfolgte am 7. DIV der PBCEC.Chemisch definiertes Medium
(CDM), Hydrocortison (HC).

VergréBerung: der Mal3stabsbalken (1 cm) links unten in den Abbildungen entspricht bei Abbildung
A—E 25 um.
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Zur Bestimmung der quantitativen Veranderung der Expression der tight junction-
assoziierten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5 durch die Inkubation der PBCEC
mit TNF-a, wurden parallel zu den Immunfluoreszenzen Immunoblot-Analysen durch-
gefuhrt (s. Abb. 3.39 A-C).
Die Western-Blot-Analysen, dargestellt in Abbildung 3.39 A-C zeigten, dass weder
die Expression des Occludins noch die des ZO-1 und des Claudin-5 nach der Inku-
bation der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a in Hydrocortison-haltigem CDM quantitativ ver-
andert wurde. In Abwesenheit von Hydrocortison im Kulturmedium der PBCEC und
Zugabe von 2 ng/ml TNF-a. kam es dagegen zu einer Schwachung der Auspragung
des oberen Teils der breitflachigen Bande des Occludins. Auch die Expression des
Z0-1 wurde unter dieser Kulturbedingung verringert. Die Inkubation mit 20 ng/ml -
TNF-a der in Hydrocortison-haltigem CDM kultivierten PBCEC, fiihrte ebenfalls zu
einer schwacheren Auspragung der Occludin-Bande. Die Claudin-5- und ZO 1-Ex-
pression der Endothelzellen wurde dagegen durch 20 ng/ml TNF-a nicht beeinflusst.
Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit u. a. der Einfluss der Endothelzell-Leu-
kozyten-Interaktion auf die Expression der tight junction-assoziierten Proteine unter-
sucht werden sollte, musste sichergestellt sein, dass die barrierebildenden tight
junction-Proteine nicht schon durch die Entziindungsaktivierung der PBCEC beein-
trachtigt wurden. Sowohl die Ergebnisse der immunzytochemischen als auch die der
Immunoblot-Analysen bestatigten, dass die an der Barrierefunktion beteiligten tight
junction-assoziierten Proteine der PBCEC durch die mit 2 ng/ml TNF-a induzierte

entzindliche Reaktion nicht beeinflusst wurden.
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3.39 A: ZO-1

1: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz.

2: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

3: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c.

4: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM H, Inkubation mit 0,2 ng/ml TNF-c.
5: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-q.
6: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 20 ng/ml TNF-q.

— . .'”d- — 53KD

3.39 B: Occludin

1: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c..
: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 20 ng/ml TNF-c.
: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz.

: PBCEC, kultiviertin CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 65 nM HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c.
: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-q.

NOOANWN
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3.39 C: Claudin-5

1: PBCEC, kultiviert in CDM Zusatz von 55 nM HC.

2: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-q.
3: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c.
4: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 556 nM HC, Inkubation mit 20 ng/ml TNF-c.
5: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

6: PBCEC, kultiviert in CDM ohne Zusatz von HC, Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c.

Abb. 3.39 A-C:

Western-Blot-Analyse der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5
der PBCEC nach der Inkubation der Endothelzellen mit TNF-c.

Die Inkubation der PBCEC mit TNF-«a erfolgte jeweils 4 h. Da die PBCEC auf Kulturflaschen kulti-
viert wurden, erfolgte die Inkubation mit TNF-a grundsétzlich von der apikalen Seite. Die Probenge-
winnung der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Gesamtproteinmenge/Geltasche: 2 ug.

Der Pfeil markiert das jeweilige Protein (ZO-1, Occludin und Claudin-5). Die mit einer Raute (#) ver-
sehenen Blot-Banden betreffen nicht die Themenstellung dieses Kapitels und sind aus diesem
Grund nicht nummeriert. Der Vimentin-Nachweis dient dem Abgleich der aufgetragenen Protein-
menge, da Vimentin unter allen Versuchsbedingungen von den PBCEC auf gleichem Niveau expri-
miert wird.

Chemisch definiertes Medium(CDM), Hydrocortison (HC), Vimentin (Vim).

Zur morphologischen Detail-Analyse der Leukozyten-Transmigration war es notwen-
dig zunachst der alleinige Einfluss des TNF-a auf die PBCEC-Morphologie zu unter-
suchen.

Die REM-Aufnahmen zeigten deutlich, dass durch die Zugabe von 2 ng/ml TNF-a zu
den PBCEC die morphologische Zelloberflachenstruktur, insbesondere der marginal

folds nicht verandert wurde. Dabei war es unerheblich, ob die TNF-a-Applikation in
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das apikale oder basolaterale Filterkompartiment der Endothelzellen erfolgte (s. Abb.
3.40).

Abb. 3.40 A-D:
Der Einfluss von TNF-a auf die Morphologie der PBCEC.

REM-Aufnahmen der PBCEC, kultiviert in chemisch definiertem Medium mit Zusatz von 55 nM Hy-
drocortison.

A: PBCEC ohne TNF-c.

B: Zugabe des TNF-a (2 ng/ ml) in das apikales Filterkompartiment.

C: Zugabe des TNF-« (2 ng/ ml) in das basolaterales Filterkompartiment.

D: Zugabe des TNF-a (2 ng/ ml) in das apikales und basolaterales Filterkompartiment

Inkubationsdauer der PBCEC mit TNF-a: 4 h. Die Fixierung der PBCEC zwecks der REM-Analyse
erfolgte am 7. DIV. Der Pfeil zeigt die Zellgrenzen der PBCEC.
VergréBerung: Der Mal3stabsbalken entspricht 20 um.

Parallel zu den REM-Untersuchungen wurde mit Hilfe der ECIS-Technik die funtioelle
morphologische Veranderung der Zell-Zell-Kontakte (Ry), der Membrankapazitat (C,)
und des Zell-Substrat-Kontakts (o) des PBCEC-Monolayers nach Applikation von
2 ng/ml TNF-a analysiert. Da speziell mit der ECIS-Technik die PBCEC-Leukozyten-
Interktion unter entzindlichen Bedingungen analysiert werden sollte, musste zuachst
der alleinige Einfluss des TNF-a auf die cerebralen Endothelzellen ermittelt werden.
In Abbildung 3.41 ist der Verlauf der Messwerte der drei ECIS-Parameter, Ry,
Cm und a nach Zugabe von 2 ng/ml TNF-o. am 7. DIV der PBCEC dargestellt. Da der
Kurvenverlauf der ECIS-Parameter nach der TNF-a-Zugabe zu den aus unterschied-
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lichen Praparationen stammenden PBCEC, die den Primarkultur-typischen Unregel-
mafigkeiten unterworfen waren nicht konstant einheitlich war, wurden exemplarisch
zwei ECIS-Messungen unterschiedlicher PBCEC-Praparationen dargestellt (vergl.
Abb. 3.41 A und B).

Am 7. DIV war die Barrierefunktion der PBCEC Ublicherweise maximal ausgepragt
(s. Kap. 3.1.1.1), weshalb zur Standardisierung der ECIS-Experimente dieser Kultur-
tag gewahlt wurde. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 3.42 der Einfluss des TNF-a
auf die PBCEC eines spateren Kulturtages (9. DIV) exemplarisch dargestellt, an dem

der TER der Endothelzellen noch ausreichend gut entwickelt war.
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Abb. 3.41 A-C:

Der Einfluss des TNF-o auf die ECIS-Parameter Rp, o und C,, der PBCEC unterschiedlicher
Préarationen (7. DIV).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R»), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von TNF-q.

A: Zugabe von 2 ng/ml TNF-a in 300 pl CDM (1); PBCEC (Prép. 1)
B: Zugabe von 2 ng/ml TNF-c« in 300 yl CDM (1); PBCEC(Prép. Il)
C: Zugabe von 300 ul CDM (1)

Die Messungen erfolgten am 7.DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe
des TNF-a bzw. des chemisch definierten Mediums (CDM,).

Ry (0) = 216 Q2 x cm? (A), 31702 x cm?® (B), 229 Q2 x cm” (C); a (0) = 52 F° x cm (A), 58 P° x cm
(B), 57° x cm (C) und Cp (0) = 1,2 ,uF/cm2 (A), 1,17 ;zF/cm2 (B), 1,33 (C) geben die Absolutwerte
dieser Gré3en zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), o
(0)und Cy, (0) normiert.

Die ECIS-Studie in Abbildung 3.41 A zeigt, dass es nach der Applikation von 2 ng/ml
TNF-a zu den PBCEC zunéachst zu einer reversiblen Senkung der Werte fiir R, und o
kam, die nach ca. 2 Stunden wieder ihre Ausgangswerte erreichten. Wie der Kurven-
verlauf der beiden Parameter zeigte, war das Mal} der reersiblen Reduzierung von
R, und o identisch und erfolgte zeitgleich. Direkt nach der TNF-a-Zugabe kam es zu-
nachst zu einer gemeinsamen Schwachung der interendothelialen Zell-Kontakte und
des Zell-Matrix-Kontakts. Eine etwas verzogerte Reduzierung des Werts von o im
Vergleich zu Ry, konnte teilweise beobachtet werden, war jedoch aufgrund des gro-
ben Zeitfensters und der Primarkultur-bedingten Schwankungen der PBCEC nicht
konstant bei den ECIS-Experimenten detektierbar. Nach der ca. 80- minitigen
Schwachung des Zell-Matrix- und des Zell-Zell-Konakts kam es zeitgleich wahrend
der Regenerationsphase zur Festigung der beiden Parameter. Allerdings stieg der

Wert von o schneller an als der von Ry, so dass a ca. 2 Stunden friher als Ry, sein
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Ausgangsniveau wieder erreichte. Die der Widerstandssenkung nach der TNF-a-
Applikation folgende Regenerationsphase erfolgte konstant durch den initialen An-
stieg des Parameters o, dem der Anstieg von R, verzogert folgte. Insgesamt erreich-
ten die ECIS-Werte des Zell-Matrix- und des Zell-Zell-Kontakts, in Abhangigkeit vom
Kulturzustand der primar kultivierten PBCEC, ca. 4-5 Stunden nach der TNF-a Zuga-
be wieder ihr Ausgangsniveau. Der Wert der Membrankapazitat (C,,) anderte sich
durch das TNF-a generell nicht.

Die ECIS-Analyse des TNF-a-Effekts auf die PBCEC verdeutlichte, dass der Zeit-
punkt der Leukozyten-Applikation zu den Endothelzellen entsprechend der Regene-
ration der Werte fir R, und o gewahlt werden musste. Eine Trennung des Leuko-
zyten- vom TNF-a-Effekt auf die PBCEC ware ansonsten nicht durchfihrbar..

Im Gegensatz zum Kurvenverlauf der Werte von R, und o der PBCEC des 7. DIV,
verliefen die ECIS-Messwerte der PBCEC des 9. DIV trotz der Zugabe der gleichen
Substanz in identischer Konzentration vollig unterschiedlich. So wurde der Zell-Zell-
Kontakt (R,) der Endothelzellen durch die Applikation von 2 ng/ml TNF-a innerhalb
von 1,5 Stunden um ca. 70 % irreversibel gesenkt und erreichte schlief3lich nach 20
Stunden seinen Nullwert. Der Wert flir o wurde durch den TNF-oa-Zusatz zu den
PBCEC des 9. DIV nicht zeitgleich mit R, gesenkt, wie dies bei den PBCEC des 7.
DIV der Fall war. Vielmehr nahm der Messwert sowohl von a als auch von C, Uber
den gesamten gemessenen Zeitraum geringfligig aber stetig und irreversibel ab.

Wie die Gegenlberstellung der ECIS-Analyse des TNF-a-Effekts auf die PBCEC des
7. DIV und des 9.DIV verdeutlichte, stellte das "Alter’ des konfluent gewachsenen
PBCEC-Monolayers einen entscheidenden Faktor beziglich der Antwort von R, und
o auf den externen Stimulus dar.

Zur Optimierung des Entziindungskulturmodells, d. h. zur Induzierung einer maxima-
len E-Selektin-Expression in Kombination mit einer stark entwickelten Barrierefun-
ktion der PBCEC wurde schlielich das Hydrocortison-haltige Modell mit einer Hydro-
cortison-Konzentration von 55 nM gewahlt, dem zur Entziindungsinduktion 2 ng/ml

TNF-a zugesetzt wurde.
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Abb. 3.42 A und B:
Einfluss des TNF-« auf die ECIS-Parameter Ry, o und C,, der PBCEC unter Beriicksichtigung
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des DIV der PBCEC (9. DIV).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R»), der Membrankapazitét

Zeit (min)

(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von TNF-q.

Die Messung erfolgte exemplarisch am 9. DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert

die Zugabe des TNF-a bzw. des chemisch definierten Mediums (CDM).

A: Zugabe von 2 ng/ml TNF-¢ in 300 pl CDM (1).
B: Zugabe von 300 ul CDM (1)

Rp (0) = 90 2x cm? (A), 124 2 x cm? (B); a (0) = 41 P° x cm (A), 47 <P*° x cm (B) und Crm (0) = 1,4
;zF/cm2 (A), 1,5 ;zF/cm2 (B) geben die Absolutwerte dieser GréRen zu Beginn der Messung an. Die

weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), a (0O)und C, (0) normiert.
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3.1.23 LPS

Mit Hilfe der ECIS-Technik war es mdglich, effizient und schnell den Einfluss unter-
schiedlicher Substanzen wie z. B verschiedener Entziindungsmediatoren auf den
Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakt der PBCEC zu bestimmen. So wurde bei der Er-
mittlung eines geeigneten Entzindungsmediators der PBCEC parallel zum TNF-a
der Einfluss des Lipopolysaccharids (LPS) untersucht. LPS ist ein bakterielles Endo-
toxin, das zur Induzierung und Analyse entzindlicher Prozesse am Endothel verwen-
det wird. Wie aus der Abbildung 3.43 ersichtlich wird, verursachte die Applikation ei-
ner in der Literatur Ublicherweise eingesetzten Konzentration von 1 bis 5 ug/ml LPS
eine erhebliche Beeintrachtigung bis hin zum Zusammenbruch der Barrierefunktion
der PBCEC, was sich in einer signifikanten Abnahme der Werte fir R, und o au-
Rerte.
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Abb. 3.43 A und B:
Der Einfluss des LPS auf die ECIS-Parameter Ry, o und C,, der PBCEC.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R,), der Membrankapazitat
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von LPS

A: Zugabe von 1 ug/ml LPS in 300 ¢l CDM (1)
B: Zugabe von 5 ug/ml LPS in 300 ul CDM (1).

Die Messungen erfolgten am 7. DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe
des LPS.

Ry (0) = 120 2 x cm? (A), 110 2 x cm® (B); a (0) = 51 F° x cm (A), 48 <P° x cm (B) und Cp, (0) =
1,2 ;zF/cm2 (A), 1,6 yF/cm2 (B) geben die Absolutwerte dieser Gréf3en zu Beginn der Messung an.
Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), a (0)und Cr, (0) normiert.

Die immunzytochemischen Studien der Expression des tight junction-assoziierten
Proteins ZO-1 der PBCEC zeigten, dass durch die Inkubation der Endothelzellen mit
LPS die Expression des ZO-1 beeintrachtigt wurde. Allerdings war das Mal} der Be-
eintrachtigung der ZO-1-Expression der PBCEC durch die Inkubation mit LPS nicht
konstant. In der Abbildung 3.44 ist die maximale Beeinflussung der ZO-1-Auspra-
gung nach der Inkubation der PBCEC mit LPS dargestellt.
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Abb. 3.44 A-D:

Immunzytochemischer Nachweis des tight junction-assoziierten Proteins ZO-1 nach der In-
kubation der PBCEC mit LPS.

4-stiindige Inkubation der Endothelzellen mit 1 bzw. 2 ug/ml LPS. Die immunzytochemische Ana-
lyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV.

A: PBCEC ohne LPS

B: Inkubation mit 1 ug/ml LPS, Zugabe in das apikale Filterkompartiment.

C: Inkubation mit 1 ug/ml LPS, Zugabe in das basolaterale Filterkompartiment.
D:. Inkubation mit 2 ug/ml LPS; Zugabe in das basolaterale Filterkompartiment.

Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.
VergréBerung: der MaR3stabsbalken links unten in den Abbildungen entspricht 20 um.

Aufgrund der Beeintrachtigung sowohl der Barrierefunktion als auch der ZO-1-Ex-
pression der PBCEC durch LPS wurde auf diesen Entziindungsaktivator im PBCEC-

Modell verzichtet.

3.1.2.4 Die Matrixmetalloproteasen-Sekretion

Matrixmetalloproteasen (MMPs), insbesondere die MMP-9 und MMP-2, spielen eine

wichtige Rolle bei der Leukozyten-Endothelzell-Wechselwirkung und sind am Durch-
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tritt der Leukozyten durch die Basalmembran des Endothels beteiligt (Kubes and
Ward, 2000). Welchen Einfluss die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion auf die Exo-
zytose spezifischer Matrixmetalloproteasen ausiibte und welchen Effekt die MMPs
dabei auf die Barriereeigenschaften der Blut-Hirn-Schranke ausubten, war ein wei-
terer wichtiger Aspekt zur Charakterisierung der Leukozyten-Transmigration durch
den cerebralen Endothelzell-Monolayer.

Vor der MMP-Analyse der PBCEC-Leukozyten-Interaktion wurde zunachst Uberprift,
inwieweit durch die alleinige Inkubation der Endothelzellen mit TNF-o. Matrixmetallo-
proteasen von den PBCEC sezerniert wurden.

Die Abbildung 3.45 zeigt, dass die unbehandelten PBCEC in Anwesenheit von Hy-
drocortison (ohne TNF-o-Zugabe), kultiviert auf Transwell®-Filtersystemen bzw.
ECIS-Goldelektroden, keine MMPs sezernierten (s. Abb. 3.45 / Spur 0 und 1).
MMP-2 wurde aufgrund unvermeidlicher, minimaler Serum-Restriickstdnde in dem
apikalen Filterkompartiment nach Umstellung der PBCEC von serumhaltigen auf se-
rumfreie Kulturbedingungen nachgewiesen. Die Proben, die dem basolateralen Fil-
terkompartiment entnommen wurden, wiesen keine MMP-2 auf. Allerdings konnte
das serumhaltige CDM zur Umstellung der PBCEC auf serumfreie Kulturbedingun-
gen aus der basolateralen Filterkammer vollstandig entfernt werden. Auch nach Zu-
satz von 2 ng/ml TNF-a in das basolaterale Filterkompartiment der PBCEC und der
Probenentnahme aus demselbigen, konnten keine zusatzlichen Matrixmetallopro-
teasen nachgewiesen werden. Lediglich nach der Zugabe des TNF-a in das apikale
Filterkompartiment, wurde zusatzlich zu MMP-2 (s. 0.) eine minimale Menge MMP-9
nachgewiesen, die allerdings fir die folgende Untersuchung der Neutrophilen-Endo-

thelzell-Interaktion unerheblich war.
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Abb. 3.45:
Die MMP-Sekretion entziindungsaktivierter bzw. nicht aktivierter PBCEC.

0: MMP-Sekretion der PBCEC kultiviert auf ECIS-Goldelektroden, kurz vor Zugabe der Neutro-
philen.

1 - 4: MMP-Sekretion der PBCEC, kultiviert auf Transwell®-Filtern:

1: Medien-Uberstand der PBCEC aus der apikalen Filterkammer.

2: Medien-Uberstand der PBCEC aus der basolateralen Filterkammer.

3: Inkubation (6h) der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a (TNF-a Zugabe in das apikale Filterkom-
partiment), Probenentnahme aus der apikalen Filterkammer.

4: Inkubation (6h) der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a (TNF-a Zugabe in das apikale Filterkom-

partiment), Probenentnahme aus der basolateralen Filterkammer.

#* MMP-Control-1 (Fa. Sigma)

Die Entnahme des Medieniiberstands zur Durchfiihrung der Zymographie erfolgte am 7.DIV der
PBCEC. Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.
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3.2 Die Endothelzell-Leukozyten-Interaktion

Im gesunden Organismus sorgt die Blut-Hirn-Schranke (BHS) flr ein konstantes
Hirnmilieu (Homdostase), das als Voraussetzung fur eine normale Hirnfunktion gilt.
Darlber hinaus nimmt die Blut-Hirn-Schranke eine besondere Stellung in der Immun-
Uberwachung ein, indem sie den Durchtritt von Leukozyten in das zentrale Nerven-
system (ZNS) verhindert. Dieses sogenannte Immunoprivileg des ZNS ist unter be-
stimmten pathologischen Bedingungen gestoért und kann zum Durchtritt der Entzin-
dungszellen durch die endotheliale Barriere fiihren, was mit zahlreichen neurodege-
nerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht wird. Die Etablierung eines Entzin-
dungs-Kulturmodells der BHS, das bezlglich seiner Zellmorphologie und Barriere-
funktion die BHS in vivo wiederspiegelte und eine Entziindungsaktivierung unter kon-
trollierten Bedingungen erlaubte, ohne dabei die Barriereeigenschaft oder die Mor-
phologie der cerebralen Endothelzellen zu modifizieren, ermdglichte erstmals eine
Charakterisierung der Leukozyten-Transmigration in vitro unter in vivo-d8hnelnden
Bedingungen.

Der Prozess der transendothelialen Leukozyten-Migration ist auf molekularer Ebene
wenig verstanden. Insbesondere ist unklar, ob die Leukozyten den cerebralen Endo-
thelzell-Monolayer parazelluldr durch die Offnung oder Zerstérung der tight junctions,
oder aber transzellular, durch das Zytoplasma des Endothelzellkérpers hindurch
Uberwinden. Die Lokalisation des Transmigrationsweges der Leukozyten durch das
Endothel der Blut-Hirn-Schranke stand im Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit.
Um erste wichtige Anhaltpunkte der transendothelialen Migration zu erhalten, wurde
mit Hilfe der ECIS-Technik die morphologische Veranderung der Endothelzell-Mor-
phologie in Form der ECIS-Parameter R, a und C,, wahrend der Leukozyten-Inter-
aktion bestimmt. Dadurch, dass die ECIS-Technik die morphologischen Veranderun-
gen der PBCEC nicht-invasiv und in einer Zeitauflésung von Minuten verfolgt, war
diese Methode hervorragend dafiir geeignet, die Anderungen der Barrierefunktion
des PBCEC-Monolayers wahrend der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion zu analy-
sieren und mit den immunzytochemischen Studien der tight junction-assoziierten

Proteine und den REM-Analysen zu korrelieren.

3.2.1 Vitalitatsbestimmung der Leukozyten

Zur Kontrolle der Vitalitat der in den Transmigrationsstudien verwendeten Leukozy-
ten wurde flr die neutrophilen Granulozyten die Produktion reaktiver Sauerstoffspe-
zies und fur die T-Lymphozyten die ConA-induzierte Proliferation bestimmt.

Da die Immunzellen wahrend der Inkubation mit den PBCEC und zwecks der Gewin-

nung des Leukozyten-konditionierten Mediums zur MMP-Analyse serumfreien Kultur-
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bedingungen ausgesetzt waren, wurden die Leukozyten vor Einsatz im Entziindungs-
modell einige Stunden in CDM kultiviert, bevor ihre Vitalitat bestimmt wurde. Die Leu-
kozyten wurden noch am Tag ihrer Praparation in den Transmigrationsstudien einge-

setzt.

3.2.1.1 T-Helferzellen

Zur Bestimmung der Vitalitat der T-Lymphozyten wurde ein Aliquot der dargestellten
Zellen mittels des Mitogens ConA stimuliert und die Proliferation mit Hilfe des BrdU-
Assays bestimmt. Wahrend dieses Prozesses wird BrdU (5-Bromo-2'-desoxyuridin)
in die sich replizierende DNA eingebaut und im ELISA mittels eines BrdU-spezifi-
schen Antikorpers bestimmit.

Die CD4" T-Helferzellen wurden vor Einsatz im BrdU-Assay 48 Stunden in serumhal-
tigem Medium kultiviert und durch 5 pg/ml Concanavalin A (ConA) zur Proliferation
aktiviert, bevor sie vor ihrer Fixierung fur 6 Stunden in CDM mit Zusatz von 55 nM
Hydrocortison inkubiert wurden. Vor der Bestimmung der Extinktionswerte, die in Ta-
belle 3.2 dargestellt sind, wurden die T-Helferzellen lichtmikroskopisch kontrolliert. Im
Vergleich zu den nicht stimulierten Immunzellen hatten die mit ConA aktivierten T-
Helferzellen zahlreiche Klone gebildet, die im Mikroskop als Zellhaufen deutlich zu

erkennen waren.

Tabelle 3.2:

Extinktionswerte der mit ConA aktivierten T-Lymphozyten nach Durchfiihrung des BrdU-
Assays.

mit ConA ohne ConA- A
Zelizahl/ml CDM (5 pg/ml) | Stimulation
5x 10* 0,009 0,001 0,008
1x10° 0,055 -0,001 0,056
5x10° 0,079 0,007 0,072
1x10° 0,104 0,023 0,081

Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.
Messung der ExtinktionswZ2erte bei einer Wellenldnge von 450 nm. Die Extinktion in Anwesenheit
von Zellen wurde als Leerkontrolle von allen Werten subtrahiert.

Wie die Tabelle 3.2 zeigt, induziert ConA eine gut messbare, Zellzahl-abhangige Pro-
liferation der T-Lymphozyten. Die nachgewiesene Proliferationstatigkeit der stimulier-
ten T-Helferzellen und somit ihre Vitalitat stellte sicher, dass die T-Lymphozyten un-
ter den gleichen Zellkulturbedingungen wie die PBCEC fiir eine ausreichende Zeit le-
bensfahig waren. Eine Kokultur der T-Helferzellen mit den Endothelzellen unter den

serumfreien Kulturbedingungen war somit durchftihrbar.
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Zur weiteren Kontrolle wurden die T-Lymphoyzten lichtmikroskopisch untersucht. Im
Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen hatten die mit ConA aktivierten T-Helferzel-
len zahlreiche Klone gebildet. Eine Trypanblau-Farbung ergab, dass nur ein sehr ge-

ringer Prozentsatz der Zellen (2 %) keine intakten Zellmembranen besalien.

3.2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Zur Vitalitdtsbestimmung der neutrophilen Granulozyten wurde ein Superoxid—Assay
durchgefiihrt, bei dem die Menge der freigesetzten reaktiven Sauerstoffspezies mit-

tels Reduktion des Cytochrom C photometrisch bestimmt wurde.

Tabelle 3.3:
Superoxid-Assay
+ PMA -PMA
0,97 0,56

Extinktionswerte der neutrophilen Granulozyten. Eingesetzte Zellzahl je Probe: 5 x 1 0° Zellen. 80
UM Cytochrom ¢, PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat; n = 3.

Die Extinktion eines Parallelansatzes in Gegenwart der Superoxiddismutase wurden von allen Wer-
ten subtrahiert.

Der Superoxid-Assay zeigte eindeutig, dass die PMA-stimulierten neutrophilen Gra-
nulozyten zum ,oxidative burst‘ befahigt waren. Allerdings zeigten die nicht stimulier-
ten Zellen eine relativ hohe spontane Superoxid-Produktion. Es ist nicht auszuschlie-
Ren, dass die Zellen durch die Praparation unspezifisch aktiviert wurden.

Zur weiteren Kontrolle wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop mit Trypanblau
gefarbt. Die Prozentsatz der nicht gefarbten Zellen, d.h. derjenigen Zellen mit fun-
ktionsfahiger Zellmembran betrug 97 %.

Die Vitalitdtsbestimmung sowohl der Neutrophilen als auch der CD4"-T-Helferzellen
zeigte, dass die Leukozyten, die im gleichen Medium wie das der PBCEC inkubiert

wurden, kurz vor deren Einsatz im PBCEC-Entziindungsmodell vital waren.

3.2.2 Die Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion

Zur Untersuchung des Einflusses der Neutrophilen auf die PBCEC-Barrierefunktion
wurden impedanzspektroskopische Untersuchungen durchgefihrt.

In Abbildung 3.46 dargestellt, sind die mit der ECIS-Technik ermittelten Werte der
Parameter Ry, a und C,,, die die morphologische Veranderung der entzindungsakti-
vierten bzw. nicht aktivierten PBCEC wahrend der Interaktion mit den neutrophilen

Granulozyten aufzeigen.
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Abb. 3.46 A und B:
Der Einfluss neutrophiler Granulozyten auf die ECIS-Parameter Ry, o und C,, der PBCEC.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach der Zugabe der neutrophilen Granulozyten.

A: Zugabe von 300 pul chemisch definiertes Medium 8 h vor der ECIS-Messung und anschlie3ende
Zugabe der neutrophilen Granulozyten in 300 pul CDM (1).

B: Vorstimulation der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ¢/ CDM 8 h vor der ECIS-
Messung und anschlieBende Zugabe der neutrophilen Granulozyten in 300 pl CDM (1).

Die Messungen erfolgten am 7. DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe
der Immunzellen.

Rp (0) = 163 2 x cm? (A), 221 Q@ x cm® (B); a (0) = 49 P° x cm (A), 59 P*° x cm (B) und Cp, (0) =
1,0 uF/em? (A), 1,0 uF/cm? (B) geben die Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an.
Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry, (0), « (0)und Cp, (0) normiert.
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Wie die Abbildung 3.46 A zeigt, beeintrachtigte die Interaktion der neutrophilen Gra-
nulozyten ohne vorherige Aktivierung der PBCEC mit TNF-a den Wert des den Zell-
Zell-Kontakt beschreibenden Parameters R, nur sehr geringfiigig. Der Zell-Substrat-
Kontakt (o) und die Membrankapazitat (C,) wurden nicht beeintrachtigt. Die Interak-
tion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC, dargestellt in Abbil-
dung 3.46 B, verursachte dagegen eine deutliche Schwachung der interendothelialen
Kontakte (Rp) und eine sehr geringfligige Senkung des ECIS-Parameter-Wertes o.
Allerdings kam es auch hier zu den Primarkultur-typischen Schwankungen, so dass
haufig die vor-Aktivierung der PBCEC mit TNF-a keinen verstarkenden Effekt auf die
Neutrophilen-bedingte Beeintrachtigung der Parameter R, und o zeigte (hier nicht
dargestellt). Eine definitive Aussage bezlglich des Effekts der Neutrophilen-Interak-
tion auf die Barrierefunktion der PBCEC unter entziindlichen bzw. nicht entziindli-
chen Bedingungen ist aus diesem Grund problematisch.

Generell zeigten die ECIS-Messungen, dass die PBCEC-Neutrophilen-Interaktion
hauptsachlich die Zell-Zell-Kontakte (R,) der Endothelzellen beeinflusste. Basierend
auf dieser Beobachtung wurden korrelierend immunzytochemische Untersuchungen
durchgefiihrt, die zeigen sollten, inwiefern sich die Beeintrachtigung der interendo-
thelialen Zell-Kontakte (Ry) in der Umstrukturierung einzelner tight junction-assoziier-
ter Proteine wiederspiegelte.

Die vergleichende Analyse der ZO-1-Expression, dargestellt in Abbildung 3.47 zeig-
te, dass weder nach einer 30-minltigen noch nach einer zweistiindigen Inkubation
der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten bzw. nicht aktivierten PBCEC eine
Veranderung der ZO-1-Expression auftrat. Auch die vor der Zugabe der Neutrophilen
induzierte Entziindungsaktivierung durch TNF-a. von der apikalen oder basolateralen

Zellseite liel3 keinen Unterschied in der ZO-1-Expression erkennen (s. Abb. 3.47).
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Abb. 3.47 A-F:
Der Einfluss der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion auf die ZO-1-Expression der PBCEC.

Einsatz von 1,5 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter. Die Entziindungsaktivierung der Endo-
thelzellen erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation mit 2 ng/ml TNF-« vor Zugabe der neutrophilen
Granulozyten.

A: Entziindungsaktivierte PBCEC (2 ng/ml TNF-« / apikale Filterkammer) ohne Neutrophile.

B: Inkubation (30 min) der Neutrophilen mit den nicht aktivierten PBCEC.

C: Inkubation (30 min) der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (2 ng/ml TNF-q,
apikale Filterkammer).

D: Inkubation (2 h) der Neutrophilen mit den nicht aktivierten PBCEC.

E: Inkubation (2 h) der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (2 ng/ml TNF-c, api-
kale Filterkammer).

F: Inkubation (2 h) der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (2 ng/ml TNF-c, baso-
laterale Filterkammer).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. VergréBerung: der Mal3stabsbalken ent-
spricht 25 um.
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Die REM-Untersuchungen der Neutrophilen-Interaktion mit den PBCEC, dargestellt
in der Abbildung 3.48 und 3.49 zeigten allerdings, dass die marginal folds der Endo-
thelzellen im Vergleich zu den PBCEC, die nicht mit den Neutrophilen inkubiert wur-
den, eine blasenférmig veranderte Struktur aufwiesen (vergl. Abb. 3.48 D-F mit Abb.
3.48 A und B). Die Dauer der Inkubation der Neutrophilen mit den PBCEC liel? dabei
keinen zusatzlichen Unterschied in der Auspragung der Endothelzellgrenzen erken-
nen. Die vor der Immunzellen-Zugabe durchgefihrte Entziindungsaktivierung der
PBCEC durch TNF-a von der apikalen oder basolateralen Zellseite beeintrachtigte
die morphologische Veranderung der PBCEC nicht zusatzlich (vergl. Abb. 3.48 C-F.
mit Abb. 3.49 A-D). Die Membranintegritat der Endothelzellen wurde durch den Leu-
kozytenkontakt generell nicht beeintrachtigt und es kam nicht zu einem Ablésen der
Endothelzellen vom Substrat, was mit den in Abbildung 3.46 dargestellten ECIS-Ana-
lysen des Parameters a. in Ubereinstimmung steht.

Die Befunde der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion der in der ECIS-Analyse darge-
stellten Parameter R, o und C,, und der REM-Untersuchungen der Endothelzell-
Morphologie unter denselben Bedingungen wiesen somit eine hohe Ubereinstim-
mung auf, die sich in der ausschlieBlichen Beeintrachtigung der interendothelialen

Zell-Kontaktzone (marginal folds | ECIS-Parameter R,) manifestierte.
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Abb. 3.48 A-F:

REM-Analyse der nicht entziindungsaktivierten PBCEC wéhrend der Interaktion mit den
Neutrophilen.

Zur Hervorhebung der Endothelzellgrenzen wurden Bildausschnitte ausgewéhlt, auf denen keine
Neutrophilen adhérierten.

A u. B: PBCEC ohne Kontakt mit den neutrophilen Granulozyten.
C u. D: PBCEC nach 20-minditiger Interaktion mit neutrophilen Granulozyten.
E u. F: PBCEC nach 2-stiindiger Interaktion mit neutrophilen Granulozyten.

Die Fixierung der PBCEC zwecks der REM-Analysen erfolgte am 7. DIV.Inkubationsmedium: che-
misch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Pfeile verdeutlichen die
marginal folds an den Zellgrenzen.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A, C und E 3 um, in Abbildung B, D und
F 1,7 um.
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Abb. 3.49 A-D:

REM-Analyse der entziindungsaktivierten PBCEC wéhrend der Interaktion mit den Neutro-
philen.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der PBCEC wéhrend der Interaktion mit neutrophilen
Granulozyten. Zur Hervorhebung der Endothelzellgrenzen wurden jeweils Bildausschnitte ohne
Neutrophile ausgewéhit.

Au. B: PBCEC nach 2-stiindiger Interaktion mit neutrophilen Granulozyten.
(Entziindungsaktivierung durch TNF-a von der apikalen Filterseite).
Cu.D: PBCEC nach 2-stiindiger Interaktion mit neutrophilen Granulozyten.

(Entziindungsaktivierung durch TNF-a von der basolateralen Filterseite).

Die Fixierung der PBCEC zwecks der REM-Analyse erfolgte am 7. DIV.Inkubationsmedium: che-
misch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivierung der
PBCEC erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-a. (PBCEC
ohne Neutrophilen-Kontakt, s. Abbildung 38A und B). Die Pfeile verdeutlichen die marginal folds an
den Zellgrenzen.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A und B 6 um, in Abbildung C und D
0,7 um.

Inwiefern die durch die Neutrophilen-Interaktion der in den REM- und den ECIS-Un-
tersuchungen nachgewiesene Beeintrachtigung der interendothelialen Zell-Kontakte
der PBCEC, auch quantitativ bestatigt werden konnte, sollte mit Hilfe von Immuno-
blot-Analysen gezeigt werden.

Wie in Abbildung 3.50 zu sehen ist, wurde durch die Inkubation der neutrophilen Gra-
nulozyten mit den entziindungsaktivierten bzw. nicht aktivierten PBCEC die Expres-
sion des ZO-1 und des Claudin-5-Proteins quantitativ nicht verandert (s. Abb. 3.50 A
und C). Das Occludin-Protein der PBCEC wurde dagegen unabhéangig von der Ent-
ziindungsaktivierung der Endothelzellen durch die Interaktion mit den Neutrophilen
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proteolysiert, was die Abtrennung der Occludin-Banden leichteren Molekularge-
wichts, dargestellt in der Abbildung 3.50 B (Blot-Spur1b-4b) zu sehen ist. Aufgrund

der hohen Proteasen-Aktivitat der Neutrophilen, die sogar speziellen Proteasen-Inhi-

bitoren standhalten und noch nach der Fixierung der Zellen aktiv sein kénnen, ist die

Beobachtung einer proteolytischen Spaltung der untersuchten Proteine generell mit

Vorsicht zu interpretieren.
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ohne Neutrophile mit Neutrophilen
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C: Claudin-5:
Abb 3.50 A-C:

Western-Blot-Analyse der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5
nach Inkubation der aktivierten bzw. nicht aktivierten PBCEC mit neutrophilen Granulozyten.

1a-4a: ohne Neutrophile:

1a: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC,ohne TNF-a und ohne Neutrophile.

2a: PBCEC kultiviert in CDM ohne HC, 2 ng/ml TNF-a, ohne Neutrophile.

3a: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, 2 ng/ml TNF-«, ohne Neutrophile.

4a: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, 10 ng/ml TNF-«, ohne Neutrophile.
1b-4b: mit Neutrophilen:

1b: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, mit Neutrophilen.

2b: PBCEC kultiviert in CDM ohne HC, 2 ng/ml TNF-«, mit Neutrophilen.

3b: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, 2 ng/ml TNF-¢, mit Neutrophilen.
4b: PBCEC kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, 10 ng/ml TNF-c, mit Neutrophilen.

Die Western-Blot-Analyse erfolgte am 7.DIV der PBCEC. Die Inkubation mit TNF-« erfolgte 4 h vor
der Neutrophilen-Zugabe. Die Inkubation der Neutrophilen mit den PBCEC erfolgte 2 h. Der Vimen-
tin-Nachweis (Pfeil) diente dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmenge, da Vimentin unter allen
Versuchsbedingungen von den PBCEC auf gleichem Niveau exprimiert wird. Gesamiproteinmenge
/ Geltasche: 2 ug. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC).

Wie die immunzytochemischen Analysen der tight junction-assoziierten Proteine
Claudin-5, Occludin und ZO-1, als auch die impedanzspektroskopischen Untersu-
chungen und REM-Aufnahmen zeigten, schien es keine Rolle zu spielen, ob die
PBCEC vor der Applikation der neutrophilen Granulozyten entziindungsaktiviert wur-
den oder nicht. Interessanterweise ergab der immunzytochemische Nachweis des
Entzindungsmarkers E-Selektin, dargestellt in der Abbildung 3.51, dass der alleinige
Kontakt der Neutrophilen mit den Endothelzellen eine Entziindungsreaktion in den
PBCEC ausldste.
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Abb. 3.51 A und B:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins der PBCEC nach der Interaktion mit neu-
trophilen Granulozyten.

A u. B: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter.

Die immunzytochemische Analyse erfolgte am 7. DIV der PBCEC. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM HC. Inkubation der Neutrophilen mit dem Endothelzellen:
2 h.

VergréRerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A 25 um und in B 15 um.

3.2.2.1 Der Einfluss der E/L-Ratio (Endothelzell/ Leukozyten-Ratio)

In den bisher aufgefihrten Experimenten wurde der Einfluss der Neutrophilen auf die
PBCEC ungeachtet ihrer eingesetzten Zellzahl untersucht. Im Folgenden sollte ge-
zielt gepruft werden, inwiefern die applizierte Leukozyten-Zellzahl einen Effekt auf die
PBCEC ausubte.

Die in Abbildung 3.52 und 3.53 dargestellten transendothelialen Widerstandsmes-
sungen demonstrieren deutlich, dass der Einfluss der E/L-Ratio bei der Untersu-

chung der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion von entscheidender Bedeutung war.
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Der Einfluss der Neutrophilen auf den TER der entziindungsaktivierten PBCEC in Abhédngig-
keit von der E/L-Ratio.

A: Bestimmung des TER nach Applikation der Neutrophilen.

B: Bestimmung des TER der entziindungsaktivierten PBCEC nach Applikation der Neutrophilen.
(TNF-a-Zugabe in die apikale (ap) Filterkammer)

C: Bestimmung des TER der entziindungsaktivierten PBCEC nach Applikation der Neutrophilen.
(TNF-a-Zugabe in die basolaterale (bas) Filterkammer)

Die Messungen des TERs 3 h und 8 h nach Immunzell-Applikation erfolgten am 7. DIV. Inkuba-
tionsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Aktivierung
der PBCEC erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation mit 2 ng/ml TNF-c, das in das apikale Filter-
kompartiment appliziert wurde.

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Bei einer E/L-Ratio von 1:5 bzw. 1:10 kam es weder nach 3 noch nach 8 Stunden zu
einer signifikanten Abnahme des transendothelialen Widerstands (s. Abb. 3.52). Da-
gegen wurde der Widerstand bei einer E/L-Ratio von 1:20 bereits nach 3 Stunden si-
gnifikant gesenkt, gleichgultig, ob die PBCEC zuvor mit TNF-a entziindungsstimuliert
wurden oder nicht (s. auch Abb. 3.53).
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Abb. 3.53:

Einfluss der Neutrophilen auf den TER der aktivierten PBCEC in Abhéngigkeit von der E/L-
Ratio.

A: Bestimmung des TERs nach Applikation der Neutrophilen.
B: Bestimmung des TERs der entziindungsaktivierten PBCEC nach Applikation der Neutrophilen.

(TNF-a-Zugabe in die apikale Filterkammer)
C: Bestimmung des TERs der entziindungsaktivierten PBCEC nach Applikation der Neutrophilen.
(TNF-a-Zugabe in die basolaterale Filterkammer)

Die Messungen des transendothelialen Widerstands 3 h und 8 h nach der Immunzell-Applikation
erfolgten am 7. DIV. Die Messung 25 h nach er Neutrophilen-Applikation erfolgte am 8. DIV. Inku-
bationsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Aktivierung
der PBCEC erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation mit 2 ng/ml TNF-a, das in die apikale (ap)
bzw. basolaterale (bas) Filterkammer appliziert wurde.

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 10).

Die Ergebnisse der TER-Messung zeigten eindeutig, dass in Abhangigkeit von der
Hohe der E/L-Ratio der TER gesenkt wurde. Dieser offensichtliche Einfluss der appli-
zierten Neutrophilen-Anzahl auf die interendothelialen Zell-Kontakte wurde im Detail
durch immunzytochemische Untersuchungen analysiert. Diese sollten Aufschluss da-
riber geben, inwiefern die E/L-Ratio einen Einfluss auf einzelne tight junction-assozi-

ierten Proteine der PBCEC auslibte.
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Abb. 3.54 A-D:
Der Einfluss der E/L-Ratio auf das ZO-1-Protein der nicht entziindungsaktivierten PBCEC.

A: PBCEC ohne neutrophile Granulozyten.

B: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophile je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:5).
C: Applikation von 6 Millionen Neutrophile je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:20).
D: Applikation von 6 Millionen Neutrophile je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:20).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC wurde am 7. DIV der PBCEC durchgefiihrt. Inkuba-
tionsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Inkubationsdauer
der Neutrophilen mit den PBCEC: 2 h.

VergréBerung: der MaRstabsbalken entspricht 25 um.

Die Abbildung 3.54 demonstriert, dass die ZO-1-Expression der nicht entztindungs-
aktivierten PBCEC durch eine 2-stiindige Inkubation mit den neutrophilen Granulozy-
ten im E/L-Verhaltnis von 1:5 nicht beeinflusst wurde (vergl. Abb. 3.54 A und B). Im
Vergleich dazu zeigten die cerebralen Endothelzellen nach einer zweistlindigen Inku-
bation mit Neutrophilen im E/L-Verhéltnis von 1:20 eine deutlich herabgesenkte
Z0-1-Expression, was die schwache Auspragung der Immunfluoreszenz in Abbil-
dung 3.54 C und D verdeutlicht. Interessant war vor allem die in Abbildung 3.54 C
sehr deutlich erkennbare Umverteilung der ZO-1-Expression von den Zellgrenzen in

Richtung des Zellkerns.
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Nach der Entziindungsaktivierung der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a wurde ebenfalls
erst durch die Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion in einer E/L-Ratio von 1:20 eine
deutliche Verringerung der ZO-1-Expression nachgewiesen. Dabei war es unerheb-
lich, ob die Aktivierung der Endothelzellen durch TNF-a. von der apikalen oder baso-
lateralen Seite erfolgte (s. Abb. 3.55). Wie besonders in der Abbildung 3.55 F deut-
lich erkennbar ist, kam es durch die Interaktion der Neutrophilen mit den PBCEC in
einer E/L-Ratio von 1:20 unter entziindlichen Bedingungen ebenfalls zu einer Verla-
gerung der ZO-1-Expression von den Zellgrenzen in Richtung des Zellkerns. Die
Fluoreszenzfarbung wurde zudem um ein Erhebliches in ihrer optisch sichtbaren In-
tensitat geschwacht (vergl. Abb. 3.55 A-C mit Abb. 3.55 D-F).
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Abb. 3.55 A-F:
Der Einfluss der E/L-Ratio auf die ZO-1-Expression der entziindungsaktivierten PBCEC.

A :PBCEC ohne Neutrophile (TNF-« apikal).

B: PBCEC ohne Neutrophile (TNF-« basolateral).

C: 1,5 Millionen Neutrophile (E/L-Ratio: 1:5), PBCEC entziindungsaktiviert (TNF-« apikal).

D: 1,5 Millionen Neutrophile (E/L-Ratio: 1:5), PBCEC entziindungsaktiviert (TNF-a basolateral).
E: 6 Millionen Neutrophile (E/L-Ratio: 1:20), PBCEC entziindungsaktiviert (TNF-« apikal).

F: 6 Millionen Neutrophile (E/L-Ratio: 1:20), PBCEC entziindungsaktiviert (TNF-a basolateral).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC wurde am 7. DIV der PBCEC durchgefiihrt. Inkuba-
tionsmedium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungs-
aktivierung erfolgte durch Applikation von 2ng/ml TNF-« 4 Stunden vor Zugabe der Neutrophilen zu
den PBCEC. Inkubation der Neutrophilen mit dem Endothelzellen: 2 h.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 25 um.
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Auch die immunzytochemischen Untersuchungen des tight junction-assoziierten Pro-
teins Claudin-5, dargestellt in Abbildung 3.56 zeigten, dass die Inkubation der
PBCEC mit den neutrophilen Granulozyten im E/L-Verhaltnis von 1:20 eine signi-
fikante Abnahme der untersuchten Proteinexpression bewirkte. Nach der Interaktion
der neutrophilen Granulozyten mit dem Endothelzell-Monolayer in einer E/L Ratio
von 1:5 wurde die Claudin-5-Expression dagegen nicht reduziert. Auch hier war es
unerheblich, ob das cerebrale Endothel zuvor von der apikalen oder basolateralen
Seite mit TNF-a entziindungsstimuliert wurde (s. Abb. 3.57).

Abb. 3.56 A-C:

Der Einfluss der E/L-Ratio auf die Claudin-5-Expression der nicht entziindungsaktivierten
PBCEC.

A: PBCEC ohne neutrophile Granulozyten.
B: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:5).
C: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:20).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit
den PBCEC: 2 h.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 25 um.
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Abb. 3.57 A-F:
Der Einfluss der E/L-Ratio auf die Claudin-5-Expression der entziindungsaktivierten PBCEC.

A: PBCEC ohne Neutrophilen-Kontakt, (TNF-« apikal).

B: PBCEC ohne Neutrophilen-Kontakt, (TNF-« basolateral).

C: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:5) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« apikal).

D: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:5) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« basolateral).

E: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:20) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« apikal).

F: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:20) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« basolateral).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivierung erfolgte
durch Applikation von 2 ng/ml TNF-a 4 Stunden vor Zugabe der Neutrophilen zu den PBCEC. Inku-
bation der Neutrophilen mit dem Endothelzellen: 2 h.

VergréBerung: der Mastabsbalken entspricht 25 ym.
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Die Occludin-Expression wurde durch die Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in
einer E/L-Ratio von 1:5 weder unter normalen noch unter entziindungsaktivierten Be-
dingungen gestort. Die Applikation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20
schwachte die Occludin-Expression allerdings wesentlich geringfligiger als die ZO-1
bzw. die Claudin-5-Expression (s. Abb. 3.58 und 3.59).

Abb. 3.58 A-C:

Der Einfluss der E/L-Ratio auf die Occludin-Expression der nicht entziindungsaktivierten
PBCEC.

A: PBCEC ohne neutrophile Granulozyten.
B: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:5).
C: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen je Transwell®-Filter (E/L-Ratio: 1:20).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit
den PBCEC: 2 h.

VergréBerung: der Mal8stabsbalken entspricht 25 ym.
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Abb. 3.59 A-F:
Der Einfluss der E/L-Ratio auf die Occludin-Expression der entziindungsaktivierten PBCEC.

A: PBCEC ohne Neutrophilen-Kontakt, (TNF-« apikal).

B: PBCEC ohne Neutrophilen-Kontakt, (TNF-« basolateral).

C: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:5) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« apikal).

D: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:5) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« basolateral).

E: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:20) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« apikal).

F: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen (E/L-Ratio: 1:20) zu den entziindungsaktivierten
PBCEC (TNF-« basolateral).

Die immunzytochemische Analyse der PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch
definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivierung erfolgte
durch Applikation von 2 ng/ml TNF-a 4 Stunden vor Zugabe der Neutrophilen zu den PBCEC. Inku-
bation der Neutrophilen mit dem Endothelzellen: 2 h.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 25 um.
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Um die immunzytochemischen Befunde des Einflusses der E/L-Ratio auf die PBCEC
quantitativ zu bestatigen, wurden Immunoblot-Untersuchungen durchgefiihrt, in de-
nen die Occludin- und die Claudin-5-Expression nach der Inkubation der Neutrophi-
len in unterschiedlichen E/L-Ratios analysiert wurden.

Wie die Abbildung 3.60 zeigt, spiegelten sich die durch die Immunfluoreszenzen er-
mittelten Befunde in der quantitativen Bestimmung des Occludins wieder. Nach einer
zweistlndigen Inkubation der PBCEC mit neutrophilen Granulozyten in einer E/L-Ra-
tio von 1:5 wurde das Occludin gleichermal3en stark exprimiert, wohingegen nach
der Interaktion der Neutrophilen mit den PBCEC im E/L-Verhaltnis von 1:20 die Occ-
ludin-Expression deutlich reduziert wurde (s. Abb. 3.60 A, Blot-Bande 3c). Claudin-5
wurde dagegen sowohl nach der Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in einer
E/L-Ratio von 1:5, als auch nach der Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion in einer

E/L-Ratio von 1:20 quantitativ auf gleichem Niveau exprimiert (s. Abb. 3.60 B).
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A: Occludin:

1a - 4a: ohne Neutrophile

1a: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

2a: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 0,2 ng TNF-c.
3a: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz, Inkubation mit 2 ng TNF-c.

4a: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng TNF-c.

1b — 4b: mit Neutrophilen, E/L-Ratio 1:5

1b: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

2b: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 0,2 ng TNF-c.
3b: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC, Inkubation mit 2 ng TNF-c..

4b: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng TNF-c.

3c: mit Neutrophilen, E/L-Ratio 1:20

1c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

2c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng TNF-q.

3c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 2 ng TNF-a, Zusatz von
Neutrophilen ( E/L-Ratio 1:20)
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B: Claudin-5:

1a - 3a: ohne Neutrophile

1a: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.
2a: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 0,2 ng TNF-c.
3a: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC-Zusatz von 2 ng/ml TNF-q.

1b — 3b: mit Neutrophilen, E/L-Ratio 1:5

1b: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.
2b: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC, Inkubation mit 0,2 ng TNF-a.
3b: PBCEC, kultiviert in CDM ohne HC Zusatz, Inkubation mit 2 ng TNF-c.

3c: mit Neutrophilen, E/L-Ratio 1:20

1c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.

2c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-c.

3c: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-a., Zusatz von
Neutrophilen ( E/L-Ratio 1:20).

Abb. 3.60 A und B:

Western-Blot-Analyse der tight junction-assoziierten Proteine Occludin und Claudin-5 nach
der Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in unterschiedlichen E/L-Ratios.

Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:5 bzw. 1:20. Die Inkubation der
PBCEC mit TNF-a erfolgte jeweils 4 h. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den PBCEC: 2 h.
Der Pfeil markiert das jeweilige Protein (ZO-1, Occludin und Claudin-5).

Der Vimentin-Nachweis diente dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmenge, da Vimentin unter
allen Versuchsbedingungen von den PBCEC auf gleichem Niveau exprimiert wird. Chemisch defi-
niertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC), Vimentin (Vim). Gesamtproteinmenge/Geltasche: 2 ug.
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Die bisherigen Befunde der Auswirkung der unterschiedlichen E/L-Ratios auf die tight
Junction-assoziierten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5 der PBCEC zeigten,
dass deren Expressionsrate von der eingesetzten Neutrophilen-Anzahl abhangig ist.
Auch die TER-Messungen an den auf den Transwell®-Filtern kultivierten PBCEC de-
monstrierten, dass die E/L-Ratio der entscheidende Faktor war, der die Barrierefunk-
tion der PBCEC beeintrachtigte.

Im Detail wurde der Einfluss der Neutrophilen auf die interendothelialen Zell- Konta-
te, den Zell-Substrat-Kontakt und auf die Membrankapazitat der Endothelzellen in
Abhangigkeit von ihrer eingesetzten Zellzahl mit Hilfe der ECIS-Technik zeitaufgelost
analysiert. Korrelierend zu den ECIS-Untersuchungen, wurden REM-Analysen durch-
geflhrt, die auf morphologischer Ebene den Effekt der E/L-Ratio beleuchten sollten.
In Abbildung 3.61 ist der Verlauf der Parameter Ry, o und C;, zeitaufgeldst wahrend
der Interaktion der neutrophilen Granulozyten mit dem entziindungsstimulierten En-

dothelzell-Monolayer im E/L-Verhaltnis von 1:2 dargestellt.
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Abb. 3.61:
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (E/L Ratio: 1:2).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der
Membrankapazitét (Cnm) und des Zell-Substrat-Kontakts () nach Zugabe von 1,4 Millionen neutro-
philen Granulozyten.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ul CDM (hier nicht dar-
gestellt) erfolgte 8 h vor der Zugabe von 1,4 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ¢l CDM (1).
Die Messung erfolgte am 7. DIV. Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe der
Immunzellen.

Ry (0) = 78 2 x cm’; @ (0) = 41 FP° x cm (A), 44 P° x cm und Cp (0) = 1,0 uF/cm’ geben die
Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden
auf Ry (0),  (0O)und Cy, (0) normiert.

175



Ergebnisse

Die Applikation der neutrophilen Granulozyten in einem E/L-Verhaltnis von 1:2 (bte
kaum einen Einfluss auf den Wert des Parameters o aus, war aber dennoch nach-
weisbar. Dagegen war der Einfluss der Neutrophilen auf die Zell-Zell-Kontakte deutli-
cher zu erkennen (s. Abb. 3.61).

Die Beeintrachtigung der ECIS-Parameter des entziindungsaktivierten PBCEC-Mo-
nolayers wahrend der Inkubation mit den neutrophilen Granulozyten in einer E/L-Ra-
tio von 1:5 unterschied sich kaum von derjenigen nach Zugabe von Neutrophilen in
einer E/L-Ratio von 1:2. Allerdings nahm der Wert des Zell-Substrat-Kontakts gering-
figig ab (s. Abb. 3.62). Der R,-Wert der PBCEC wurde durch die Neutrophilen-Inku-
bation geringfiigig und reversibel gesenkt, wie bei dem Einsatz der Immunzellen in
einer E/L-Ratio von 1:2 (vergl. Abb. 3.61 und 3.62). Die Membrankapazitat wurde
nicht beeintrachtigt.

Der Vergleich der ECIS- und der TER-Messung verdeutlichte, dass die TER-Filter-
messungen nicht sensitiv genug waren um den Neutrophilen-Effekt auf die Barriere-
funktion der Endothelzellen einer E/L-Ratio von 1:5 bis 1:10 nachzuweisen (vergl.
Abb. 3.52 und 3.53 sowie 3.61 und 3.62).
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Abb. 3.62:
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (E/L Ratio: 1:5).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der
Membrankapazitédt (Cr) und des Zell-Substrat-Kontakts (a) nach Zugabe von 3,2 Millionen neu-
trophilen Granulozyten.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen erfolgte durch 2 ng/ml TNF-« in 300 p¢l CDM (1)
und die anschlieBende Zugabe von 3,2 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ¢l CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile markieren die Zugabe des TNF-a (1)und der Immun-
zellen (2).

Ry (0) =78 Q2 x cm’ a (0) = 36 &° x cm und Cn (0) = 2,25 ,uF/cm2 geben die Absolutwerte dieser
Grélen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und
Cm (0) normiert.
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Im Gegensatz zu der Inkubation der Neutrophilen mit den PBCEC in einer E/L-Ratio
von 1:2 bzw. 1:5 verursachte die Interaktion der neutrophilen Granulozyten mit dem
entziindungsaktivierten Endothelzell-Monolayer im E/L-Verhaltnis von 1:17 bzw. 1:20
eine signifikante Senkung der ECIS-Parameter R, und o (s. Abb. 3.63 und 3.64). Be-
sonders deutlich manifestierte sich die ausgepragte Abnahme des Widerstands in
dem Wert fir Rp, was einer Beeintrachtigung der Zell-Zell-Kontakte und somit der
Barrierefunktion der cerebralen Endothelzellen wahrend der Leukozyten-Interaktion
entsprach. Die durch die Applikation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:17
verursachte Schwachung der Zell-Zell-Kontakte der PBCEC war im Vergleich zur
E/L-Ratio von 1:20 weniger stark ausgepragt und reversibel. Nach der Senkung des
Ry,-Werts erreichte dieser nach ca. 3 Stunden wieder 70 % seines Ausgangswertes,
wohingegen durch eine E/L-Ratio von 1:20 die Schwachung des Zell-Zell-Kontakts
der PBCEC zwar ebenfalls reversibel war, allerdings erst nach ca. 8 Stunden wieder
80 % seines Ausgangswertes erreichte.

Der Wert flir oo wurde nach der Applikation der Neutrophilen in den E/L-Ratios von
1:17 bzw. 1:20 ebenfalls gesenkt. Allerdings festigte sich der Zell-Matrix-Kontakt, der
ohnehin schwéacher als R, gesenkt wurde, bei einer E/L-Ratio von 1:17 ca. 1,5 Stun-
den vor dem Wiederanstieg des Wertes fiir R,. Bei einer E/L-Ratio von 1:20 erreichte
a nach ca. 8 Stunden wieder anndhernd seinen Ausgangswert. Die Zugabe der Neu-
trophilen zu den PBCEC in einer E/L-Ratio von 1:17 senkte a wesentlich geringfugi-
ger (ca. 15 %) und erreichte im Vergleich zu Ry, ca. 1,5 Stunden friiher wieder 100 %

seines Ausgangswertes.
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Abb. 3.63:
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (E/L Ratio: 1:17).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Rp), der
Membrankapazitét (Cr) und des Zell-Substrat-Kontakts () nach Zugabe von 12 Millionen neutro-
philen Granulozyten.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen erfolgte durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ¢l CDM (1)
und die anschlieBende Zugabe von 12 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ul CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile markieren die Zugabe des TNF-« (1) und der Immun-
zellen (2).

Rb (0) = 133 2 x cm?; & (0) = 22 P®° x cm und Cp, (0) = 1,89 uF/cm? geben die Absolutwerte dieser
Grélen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und
Cm (0) normiert.
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Abb. 3.64:
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (E/L Ratio: 1:20).

Zeitlicher Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R»), der Membrankapazitat
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 14 Millionen neutrophilen Granulozyten.
Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ¢/ CDM (hier nicht
dargestellt) erfolgte 8 h vor der anschlieBenden Zugabe von 14 Millionen neutrophilen Granulo-
zyten in 300 pl CDM (1).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Der Pfeil markiert die Zugabe der Immunzellen (1).

Rp (0) = 232 2 x cm?; & (0) = 57 P° x cm und Cn, (0) = 1,8 uF/cm? geben die Absolutwerte dieser
GréRen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), o (0)und
Cm (0) normiert.
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Abb. 3.65
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC (E/L Ratio: 1:30).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der
Membrankapazitédt (Cr) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 22 Millionen neut-
rophilen Granulozyten.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen erfolgte durch 2 ng/ml TNF-« in 300 yul CDM (1)
und die anschlieBende Zugabe von 22 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ul CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile markieren die Zugabe des TNF-« (1) und der Immun-
zellen (2).

Rp (0) = 124 2 x cm’; a (0) = 49 FP° x cm und Cm (0) = 1,2 uF/cm” geben die Absolutwerte dieser
Gréen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und
Cm (0) normiert.

Die Applikation der Neutrophilen zu den PBCEC die einer E/L-Ratio von 1:30 flihrte
zu einer erheblichen Senkung des ECIS-Parameters Ry,. Diese war nur geringflgig
reversibel. Der Zell-Substrat-Kontakt wurde durch die Neutrophilen-Zugabe in einer
E/L-Ratio von 1:30 ebenfalls stark beeintrachtigt, stieg allerdings ca. 1,5 Stunden

nach Applikation der Immunzellen wieder auf ca. 70 % seines Ausgangswertes an.
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Generell unterschied sich die Auswirkung der Zugabe der Neutrophilen auf R, und o
in einer E/L-Ratio von 1:20 zu derjenigen von 1:30 kaum (vergl. Abb. 3.64 und 3.65).
Die Inkubation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:50 dagegen, ver-
ursachte einen irreversiblen Abfall von Ry, was einer volligen Schadigung der tight
junctions und damit der PBCEC-Barrierefunktion entsprach (s. Abb. 3.66). Der Zell-
Substrat-Kontakt wurde durch die Applikation der Neutrophilen zu den PBCEC in
einer derart hohen Anzahl zwar stark geschwacht, was sich in einer ca. 40%-igen
Reduzierung des Wertes des Parameters o manifestierte, wurde allerdings nicht wie
die interendothelialen Zell-Zell-Kontakte véllig zerstort. Die Inkubation der PBCEC
mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:50 fiihrte im Vergleich zu den E/L-Ratios
von 1:17, 1:20 und 1:30 zu einer Senkung von C,,, was einer Beeintrachtigung der

Membrankapazitat entsprach.
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Abb. 3.66:
Interaktion der Neutrophilen mit den entziindungsaktivierten PBCEC(E/L Ratio: 1:50).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der
Membrankapazitét (Cr) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 35 Millionen neutro-
philen Granulozyten.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen erfolgte durch 2 ng/ml TNF-« in 300 pl CDM (1)
und die anschlieBende Zugabe von 35 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ul CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile markieren die Zugabe des TNF-« (1) und der Immun-
zellen (2).

Rs (0) = 126 Q2 x cm’; & (0) = 49 P° x cm und Cn, (0) = 1,2 uF/cm? geben die Absolutwerte dieser
Grélen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und
Cm (0) normiert.
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In der Abbildung 3.67 und 3.68 ist der Einfluss der Neutrophilen in Abhangigkeit ihrer
applizierten Zellzahl auf den Zell-Zell-Kontakt (Rp) und den Zell-Substrat-Kontakt (o)
der PBCEC, wie in den Abbildungen 3.62 bis 3.66 bereits gezeigt wurde, nochmals
zusammenfassend dargestellt. Dabei wurde zur optimalen Vergleichbarkeit aus-
schlieRlich der Kurvenverlauf des Parameters R, der PBCEC zum Zeitpunkt der Neu-
trophilen-Zugabe in unterschiedlicher E/L-Ratios aufgefiihrt. Der Abschnitt des Kur-
venverlaufs von Ry nach der Zugabe des TNF-a bis zur Zugabe der Neutrophilen

wurde hier nicht nochmals gezeigt.
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Abb. 3.67:

Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der Neutrophilen-Interaktion auf den Zell-
Zell-Kontakt (R,) der PBCEC in Abhédngigkeit von der E/L-Ratio.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Rp) der
PBCEC nach der Zugabe von neutrophilen Granulozyten in unterschiedlicher Anzahl (s. Grafik).
Die sich daraus ergebenden E/L-Ratios sind in der Grafik aufgefiihrt.

Die Grafik zeigt die Kurvenverldufe der Parameter-Werte fiir R, zum Zeitpunkt der Zugabe der Neu-
trophilen. Der Kurvenverlauf des zuvor applizierten TNF-a (2 ng/ml in 300 ¢l CDM ) zwecks der
Entziindungsaktivierung der PBCEC wurde hier nicht dargestellt. Die Messung erfolgte am 7. DIV.

Dabei entspricht den unterschiedlichen E/L-Ratios folgende Neutrophilenanzahl:

E/L-Ratio von 1:5 = 3,2 Millionen Neutrophile, E/L-Ratio von 1:17 = 12 Millionen Neutrophile, E/L-
Ratio von 1:20 = 14 Millionen Neutrophile, E/L-Ratio von 1:30 = 22 Millionen Neutrophile, E/L-
Ratio von 1:50 = 35 Millionen Neutrophile

Ry (0) = 78 2 x cm” (E/L-Ratio: 1:5), Ry (0) = 110 2 x cm? (E/L-Ratio: 1:17), Ry (0) = 205 Q2 x cm?
(E/L-Ratio: 1:20), Ry (0) = 115 Q2 x cm? (E/L-Ratio: 1:30), Ry (0) = 120 Q x cm? (E/L-Ratio: 1:50)
geben die Absolutwerte dieser Gréf3en zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen
Werte wurden auf Ry, (0), « (O)und Cp, (0) normiert.
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Abb. 3.68:

Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der Neutrophilen-Interaktion auf den Zell-
Substrat-Kontakt (o) der PBCEC in Abhéngigkeit von der E/L-Ratio.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung der Werte des Zell-Substrat-Kontakts («) der
PBCEC nach der Zugabe von neutrophilen Granulozyten in unterschiedlicher Anzahl (s. Grafik).
Die sich daraus ergebenden E/L-Ratios sind in der Grafik aufgefiihrt. Die Grafik zeigt die Kurven-
verldufe der Parameter-Werte fiir a zum Zeitpunkt der Zugabe der Neutrophilen. Der Kurvenverlauf
des zuvor applizierten TNF-a (2 ng/ml in 300 pl CDM ) zwecks der Entziindungsaktivierung der
PBCEC wurde hier nicht dargestellt.

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile markieren die Zugabe des TNF-« (1) und der Immun-
zellen (2).

Dabei entspricht den unterschiedlichen E/L-Ratios folgende Neutrophilenanzahl:

E/L-Ratio von 1:5 = 3,2 Millionen Neutrophile, E/L-Ratio von 1:17 = 12 Millionen Neutrophile, E/L-
Ratio von 1:20 = 14 Millionen Neutrophile, E/L-Ratio von 1:30 = 22 Millionen Neutrophile, E/L-
Ratio von 1:50 = 35 Millionen Neutrophile

a (0) = 49 FP° x cm (E/L-Ratio: 1:5), a (0) = 22 P° x cm (E/L-Ratio: 1:17), & (0) = 55 P° x cm
(E/L-Ratio: 1:20), & (0) = 48 P° x cm (E/L-Ratio: 1:30), a (0) = 49 ° x cm (E/L-Ratio: 1:50)
geben die Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen
Werte wurden auf Ry (0), « (O)und Cp, (0) normiert.

Die Abbildung 3.67 verdeutlicht den enormen Einfluss einer ansteigenden E/L-Ratio
auf das Mald der Schwachung der Zell-Zell-Kontakte der cerebralen Kapillarendothel-
zellen. So wurde durch die Zugabe der Neutrophilen in einer Anzahl, die einer E/L-
Ratio von 1:30 entsprach, der interendotheliale Zell-Kontakt irreversibel gestort.

In der Abbildung 3.68 ist in identischer Form der Kurvenverlauf der Parameter-Werte
des Zell-Substrat-Kontakts (o) dargestellt. Die vergleichende Darstellung demon-
striert, dass durch die Inkubation der PBCEC mit den Neutrophilen der Zell-Matrix-
Kontakt der Endothelzellen mit steigender Neutrophilen-Anzahl zunehmend ge-
schwacht wurde (s. Abb. 3.68, E/L-Ratio ab 1:20).
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Abb. 3.69 A-F:
REM-Analyse der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in unterschiedlichen E/L-Ratios.

Dargestellt sind REM-Aufnahmen neutrophiler Granulozyten in Interaktion mit dem entziindungssti-
mulierten (A-D) und dem nicht aktivierten Endothelzell-Monolayer (E und F).

A: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:5.
B: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:20.
C: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:50.
D: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:20.
(Ausschnittsvergréf3erung zur Verdeutlichung des Neutrophilen-Kontakts mit den Endothelz-
ellen, s. auch Abb. 3.70 A)
E: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:20
(PBCEC nicht entziindungsstimuliert).
F: Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L Ratio von 1:20 (PBCEC nicht entziindungsstimu-
liert; AusschnittsvergréBerung zur Verdeutlichung des Neutrophilen-Kontaktsmit den
Endothelzellen).

Die Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsme-
dium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivie-
rung mit 2 ng/ml TNF-«a erfolgte 4 h vor der Neutrophilen-Zugabe in die apikale Filterkammer. Inku-
bationsdauer der Neutrophilen mit den Endothelzellen: 2 h.

VergréBerung: der Balken im unteren linken Bildausschnitt entspricht in Abbildung A, C, E 50 um,
in Abbildung D und F 10 um und in B 15 ym.
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Durch REM-Analysen wurde die PBCEC-Neutrophilen-Interaktion visualisiert und mit
den biophysikalisch ermittelten Befunden verglichen.

Interessanterweise zeigten die REM-Aufnahmen, dass trotz der hohen E/L-Ratio und
der groRen Anzahl adharenter Neutrophiler, verhaltnismaRig wenige Transmigra-
tions-Ereignisse auftraten. Dabei spielte es keine Rolle, ob die PBCEC zuvor entziin-
dungsstimuliert wurden (s. Abb. 3.69 E und F). Diejenigen Leukozyten, die nicht in
Wechselwirkung mit den Endothelzellen standen, wurden durch den Fixierungsvor-
gang von dem PBCEC-Monolayer gespilt, so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass die auf den PBCEC liegenden Leukozyten auf den Endothelzellen ad-
harierten. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten weiterhin keine spe-
ziell durch eine erhéhte E/L-Ratio verursachte morphologische Veranderung des ce-

rebralen Endothelzell-Monolayers.

3.2.2.2 Morphologische Detail-Analyse der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion

Die bisher aufgefihrten Befunde der immunzytochemischen und impedanzspektro-
skopischen Untersuchungen zeigten deutlich, dass durch die Neutrophilen-PBCEC-
Interaktion die interendothelialen Zell-Zell-Kontakte beeintrachtigt wurden. Die Ergeb-
nisse der ECIS-Messungen demonstrierten, dass in erster Linie die Zell-Zell-Kontak-
te der PBCEC geschwacht wurden, was sich in der Senkung des Parameters R, ma-
nifestierte. Die biophysikalisch nachgewiesene Beeintrachtigung der tight junction-
Region korrelierte mit den immunzytochemischen Beobachtungen, die eine vermin-
derte Expression der tight junction-assoziierten Proteine zeigten. Die parallel durch-
gefuhrten REM-Studien zeigten allerdings, dass der Transmigrations-Mechanismus
der Leukozyten komplexer zu sein scheint, als die bisherigen Studien bisher vermu-
ten lieRen und die beobachtete Beeintrachtigung der PBCEC-Barrierefunktion nicht
unmittelbar mit einer Neutrophilen-Transmigration korrelierbar ist. Zur Analyse der
Leukozyten-Transmigration war somit zunachst eine morphologische Detail-Analyse
notwendig.

In der Abbildung 3.70 sind die unterschiedlichen Stadien der Neutrophilen-PBCEC-
Interaktion dargestellt. Beginnend mit dem relativ lockeren Kontakt, dem sogenann-
ten "Rollen” der Leukozyten (s. Abb. 3.70 A und B), bei dem die Neutrophilen in noch
kugelfémiger Form auf der Endothelzell-Oberflache liegen, kommt es im nachsten
Schritt zur sogenannten “festen Adhasion™ der Immunzellen (s. Abb. 3.70 C und D)
und schlieBlich zur Abflachung des Leukozyten. Die abschliefende Neutrophilen-
Transmigration, dargestellt in Abbildung 3.70 E und F stellt das finale Ereignis der

sogenannten ‘Adhasionskaskade™ der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion dar.
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Abb. 3.70 A-F:
REM-Analyse der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unterschiedlichen Stadien der
Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion.

A: 'Rollen’ der Neutrophilen auf den Endothelzellen.

B: "Rollen’, bzw. erste festere Adhé&sion des Neutrophilen (s. Pfeil).
C: Feste Adhésion des Leukozyten.

D: Feste Adhésion und beginnende Transmigration.

E: Transmigrierender neutrophiler Granulozyt.

F: Transmigrierender neutrophiler Granulozyt (Endstadium).

Die Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsme-
dium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Pfeile in den
Abbildungen verdeutlichen die Kontaktbereiche des Neutrophilen mit dem PBCEC-Monolayer.

VergréBRerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A u. E 8 um, in Abbildung C u. F 5 um
und in Abbildung B u. D 1 um.
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In der Abbildung 3.71 ist die Neutrophilen-Transmigration nochmals im Detail darge-
stellt. Wie die REM-Aufnahmen zeigen, kommt es wahrend der Neutrophilen-Diape-
dese zu einer Interaktion der Immunzell- mit der Endothelzell-Membran, was in Abbil-
dung 3.71 (s. Pfeil) besonders deutlich zu sehen ist. Interessanterweise zeigen die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass die membranvesikelartigen Strukturen
der Endothelzellgrenzen mit den Oberflachenausstilpungen der transmigrierenden
neutrophilen Granulozyten interagieren, wie die Abbildungen 3.72 A und B nochmals
besonders deutlich demonstrieren. Die Aufnahmen zeigen zudem, dass die mem-
branvesikelartigen Strukturen der Neutrophilen und der PBCEC morphologisch iden-
tisch aussehen und ausschliel3lich nach dem Neutrophilen-Kontakt auf der Endothel-
zell-Oberflache zu beobachten sind. Auch die marginal folds der PBCEC erscheinen
nach dem Neutrophilen-Kontakt als Aufreihung einzelner membranvesikelartiger
Strukturen, die sich entlang der Zellgrenzen perlenschnur-artig verteilen. Dies zeigt
besonders deutlich der Vergleich der Abbildungen 3.75 A und B mit der Abbildung
3.75 D.

Die REM-Aufnahmen der Abbildung 3.72 zeigen zudem, dass die Neutrophilen-Dia-
pedese nicht nur die tight junction-Region des Endothelzell-Monolayers involviert,
sondern auch Zell-Zell-Wechselwirkungen Uber eine breitflachige Membraninterak-
tion beider beteiligter Zelltypen mit einschlie3t. Insbesondere die Abbildungen 3.72 C
und D (weie Pfeile) demonstrieren sehr deutlich, dass die Membran des Neutro-
philen mittig auf der Endothelzelle mit der Endothelzell-Membran interagiert. Die
REM-Aufnahme der Abbildung 3.72 E demonstriert am signifikantesten das flachige
Einsinken des Leukozyten durch die Endothelzelle. Besonders auffallig in dieser Ab-
bildung ist die Beteiligung der Endothelzell-Membran wahrend der Neutrophilen-Dia-

pedese.
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Abb. 3.71 A-F:

Transmigration neutrophiler Granulozyten durch den entziindungsaktivierten PBCEC-Mono-
layer.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen transmigrierender neutrophiler Granu-
lozyten aus unterschiedlichen Préparationen in verschiedenen Vergréerungen. Die jeweilige Aus-
schnittsvergré3erung des orange markierten Bildausschnitts ist auf der rechten Seite der Abbildung
nochmals dargestellt.

Die Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsme-
dium: chemisch definiertes Medium mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivie-
rung der PBCEC erfolgte 4 h vor der Neutrophilen-Zugabe durch 2 ng/ml TNF-c. Inkubationsdauer
der Neutrophilen mit den Endothelzellen: 2 h.

Die Pfeile in den Abbildungen verdeutlichen die Kontaktbereiche der Leukozyten mit der Endothel-
zell-Oberfléche.

VergréBBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung B, D und F 0,5 um, in Abbildung A und
C 1,6 umund in E 3 um.
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Abb. 3.72 A-D:
Transmigration neutrophiler Granulozyten durch den aktivierten PBCEC-Monolayer.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen transmigrierender neutrophiler Granu-
lozyten aus unterschiedlichen Préparationen. Die Aufnahmen zeigen die flichige Aufspreitung der
Neutrophilen wéhrend der Transmigration. Zu beachten ist jeweils die Entfernung des Leukozyten
zu den PBCEC-Zellgrenzen.

Die Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV. Inkubationsme-
dium: CDM mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte
4 h vor der Neutrophilen-Zugabe durch 2 ng/ml TNF-a. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den
Endothelzellen: 2 h. Die Pfeile in den Abbildungen verdeutlichen die Kontaktbereiche der Leukozy-
ten mit der Endothelzell-Oberfléche.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A, E und F 5 um und in Abbildung B-D
3 um.
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Eine unmittelbare Korrelation der Lokalisation der Neutrophilen-Transmigration in be-
zug auf die marginal folds der PBCEC zeigte sich nicht. Dennoch war die Beteiligung
der tight junction-Region am Neutrophilen-Transmigrationsprozess basierend auf den
REM-Aufnahmen nicht auszuschlieen, wie die Befunde der immunzytochemischen
und impedanzspektroskopischen Untersuchungen der Neutrophilen-PBCEC-Interak-
tion in Abhangigkeit von der E/L-Ratio bereits zeigten. Die REM-Studien verdeutlich-
ten allerdings, dass die Neutrophilen-Transmigration flachig auf der gesamten Breite
der Endothelzellen erfolgte und zudem dabei deren Zellgrenzen involvierte. Somit
demonstrierten die morphologischen Studien, dass wahrend der Neutrophilen-Trans-
migration nicht ausschliellich die interendothelialen Zell-Kontakte beteiligt waren,
wie die immunzytochemischen und biophysikalischen Analysen zunachst vorzuge-
ben schienen.

Die morphologischen Untersuchungen der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion zeigten
zudem, dass sich in Abhangigkeit von dem jeweiligem Stadium der Adhasionskaska-
de, die Oberflachenstruktur des Leukozyten stark veranderte. So waren wahrend des
initialen Kontakts der Leukozyten mit den PBCEC auf der Leukozyten-Oberflache
kaum Ausstilpungen zu sehen (s. Abb. 3.73 A und B). Demgegeniber kam es wah-
rend der festen Adhéasion bzw. beginnende Transmigration des Neutrophilen zu einer
extrem ausgepragten Entwicklung der Mikrovilli bzw. membranvesikelartigen Struktu-
ren auf seiner Zelloberflache (s. Abb. 3.73 C und D), die gegen Ende der Transmi-
gration wieder reduziert wurde (s. Abb. 3.73 E). Wie in der Abbildung 3.73 F zu se-
hen ist, verblieben nach der Neutrophilen-Diapedese zahlreiche der membranve-
sikelartigen Strukturen auf der Endothelzell-Oberflache, tiber deren Ursprung, basie-

rend auf den REM-Analysen allein keine Aussage getroffen werden konnte.
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Abb. 3.73 A-F:

REM-Analyse der Mikrovilli-Strukturen auf der Neutrophilen-Oberfliche wédhrend der unter-
schiedlichen Stadien der Adhédsionskaskade.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unterschiedlichen Stadien der
Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion. Zu beachten ist jeweils die Ausprédgung der Mikrovilli-Struktu-
ren auf der Neutrophilen-Oberfldche wéhrend der unterschiedlichen Leukozyten-Endothelzell-Inter-
aktionsstadien.

A und B:: “Rollen" der Neutrophilen auf den Endothelzellen; Mikrovilli auf der Neutrophilen-Ober-
flache kaum entwickelt.
C und D: Feste Adhdsion des Leukozyten; extrem stark ausgepragte Oberflachen-Ausstlilpungen
auf der Neutrophilen-Oberfldche.
E und F: Transmigrierter neutrophiler Granulozyt;, die membranvesikelartigen Strukturen verteilen
sich auf der Endothelzell-Oberfldche.

Inkubationsmedium: Chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die
Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV.

VergréBerung: der Ma3stabsbalken entspricht in Abbildung B, E und F 2 um, in Abbildung A 3 um
und in Abbildung C 1,5 um.
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Abb. 3.74 A-C:
REM-Analyse der Neutrophilen-Filipodien wédhrend der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Neutrophilen-Endothelzell-Interak-
tion. Zu beachten sind jeweils die vom Neutrophilen ausgehenden Filipodien und deren Interak-
tionsbereiche auf der Endothelzell-Oberfléache.

A und B: Auf den PBCEC adhérierender Neutrophiler, von dem Filipodien ausgehend. Zu bea-
chten sind die membranvesikelartigen Strukturen auf dem Filipodium und in dessen
unmittelbarer Nachbarschaft. Die Ausschnittsvergré3erung ist in orange dargestellt.

C: Feste Adhé&sion des Neutrophilen und Filipodien-Interaktion mit den PBCEC.

Inkubationsmedium: Chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die
Fixierung der mit den Neutrophilen interagierenden PBCEC erfolgte am 7. DIV.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A 5 um und in Abbildung B und C
15 um.

Interessanterweise wurde nicht nur die strukturelle Oberflachen-Beschaffenheit der
Neutrophilen-Zellmembran durch die Interaktion mit den PBCEC beeinflusst, sondern
auch die Zelloberflache der Endothelzellen. Die Abbildungen 3.74 A und B zeigen die
von einem Neutrophilen ausgehenden Filipodien, die mit der PBCEC-Zelloberflache
interagieren. Interessanterweise befanden sich auf den Filipodien, sowie in unmittel-
barer Nachbarschaft zu diesen auf der Endothelzell-Oberflache zahlreiche membran-
vesikelartigen Strukturen.

In Abbildung 3.76 sind nochmals im Detail die marginal folds und die Endothelzell-
Oberflachenstrukturen der mit TNF-a entziindungsaktivierten im Vergleich zu den
nicht stimulierten PBCEC, sowie derbEndothelzelen wahrend der Interaktion mit den
Neutrophilen dargestellt. Die REM-Bilder belegen, dass die nicht entziindungsstimu-

lierten PBCEC, keine Mikrovilli auf ihrer Oberflache ausbildeten. Dagegen wurden
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nach der Inkubation der PBCEC mit TNF-a Mikrovilli-Strukturen auf der Endothelzell-
Oberflache observiert, die eindeutig der Endothelzell-Oberflache Endothelzellen ent-
stammten (s. Abb. 3.76 C und E, Pfeil). Die marginal folds der PBCEC wiesen so-
wohl unter entziindlichen als auch nicht entzindlichen Bedingungen eine schlauch-
férmige Struktur auf (s. Abb. 3.76 A und B), die erst nach Kontakt mit den Neutro-
philen vesikelférmig umstrukturiert wurden. Die membranvesikelartigen Strukturen
waren zudem nach der Neutrophilen-Interaktion auf der gesamten Endothelzell-
Oberflache zu beobachten (s. Abb. 3.76 D). Inwieweit die Vesikel von den Neutrophi-
len und/oder von den Endothelzellen stammten, konnte anhand der REM-Aufnahmen
allerdings nicht eindeutig belegt werden.

Interessanterweise zeigten die REM-Aufnahmen der Neutrophilen-Endothelzell-Inter-
aktion eine Verschmelzungen der PBCEC-Zellgrenzen benachbarter Endothelzellen
(s. Abb. 3.75 A und B). Die REM-Aufnahme der Abbildung 3.75 B demonstriert noch-
mals eindeutig, dass durch die Neutrophilen-Transmigration der PBCEC-Monolayer

nicht geschadigt wurde (s. Pfeil).

Abb. 3.75 A und B:

Elektronenmikroskopische Darstellung der Zellgrenzen des aktivierten PBCEC-Monolayers
wdéhrend der Neutrophilen-Interaktion.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des PBCEC-Monolayers unterschied-
licher Préparationen. Die Aufnahmen zeigen die Verschmelzung der Zellgrenzen zwischen benach-
barten Endothelzellen wéhrend der Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion.

Inkubationsmedium: Chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die
Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte 4 h vor der Neutrophilen-Zugabe durch 2 ng/ml
TNF-a. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den Endothelzellen: 2 h.

Die Pfeile in den Abbildungen verdeutlichen die Kontaktbereiche zweier benachbarter Endothel-
zellen.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken (1 cm) entspricht in Abbildung A 15 um und in Abbildung B
5 um.
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Abb. 3.76 A-E:
REM-Analyse der PBCEC-Zellgrenzen und der Endothelzell-Oberfldchenstruktur.

Dargestellt sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des PBCEC-Monolayers unterschiedli-
cher Préparationen. Die Aufnahmen zeigen die Endothelzellgrenzen und die Endothelzell-Oberfla-
che der entziindungsaktivierten und nicht aktivierten PBCEC, die mit den Neutrophilen interagierten
bzw. nicht.

A: PBCEC nicht entziindungsaktiviert, ohne Kontakt mit den Neutrophilen.
B u. C: PBCEC entziindungsaktiviert, ohne Neutrophilen-Kontakt
D u. E: PBCEC entziindungsaktiviert, nach Kontakt mit den Neutrophilen.

Inkubationsmedium: Chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die
Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte 4 h vor der Neutrophilen-Zugabe durch 2 ng/ml
TNF-c. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den Endothelzellen: 2 h. Die Fixierung der PBCEC
erfolgte am 7. DIV. Die Pfeile in den Abbildungen verdeutlichen die marginal folds und die Oberfl&-
chen-Strukturen der PBCEC.

VergréBerung: der MaRstabsbalken entspricht in Abbildung A u. E 1,5 um und in Abbildung B-D
2 um.
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3.2.2.3 Der Einfluss des Neutrophilen-konditionierten Mediums

In den bisher aufgeflihrten Untersuchungen der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion
wurde der Effekt der von den Neutrophilen ins Medium sezernierten Substanzen
(Neutrophilen-konditioniertes Medium: NkCDM) nicht berlcksichtigt. Somit war es
nicht moglich nachzuweisen, ob die bisher dargestellten Befunde der Neutrophilen-
PBCEC-Interaktion durch die Neutrophilen allein und/oder durch die von ihnen ins
Kulturmedium sezernierten Substanzen stammten. Da dies ein sehr wichtiger Aspekt
zur Charakterisierung der Neutrophilen-Transmigration war, wurde der Effekt des
NkCDMs auf die PBCEC in An- und Abwesenheit der Neutrophilen sowohl impe-
danzspektroskopisch als auch immunzytochemisch und elektronenmikroskopisch un-
tersucht. Weiterhin wurde die Matrixmetalloproteasen (MMP)-Zusammensetzung des
NkCDMs und des konditionierten Mediums der Neutrophilen und der PBCEC wah-
rend ihrer Interaktion zymographisch analysiert. Den MMPs wird bei der Leukozyten-
Transmigration eine grof’e Rolle zugesprochen (Kubes & Ward, 2000). Die Untersu-
chungen des Einflusses des NkCDMs auf die PBCEC ermdglichten es, den Effekt
der Neutrophilen und ihres NkCDMs differenziert zu analysieren.

In Abbildung 3.77 dargestellt, ist die Matrixmetalloproteasen-Sekretion des NkCDMs
vor Zugabe zu den PBCEC. Wie die Abbildung 3.77 zeigt, wurde von den neutrophi-
len Granulozyten hauptsachlich MMP-9 in hoher Konzentration ins Medium se-
zerniert. Die Analyse des NkCDMs, das 3, 6 und 10 Stunden von den Neutrophilen
konditioniert wurde, wies ein identisches Muster der MMP-9-Sekretion auf (vergl.
Spur 2, 4 und 5 in Abb. 3.77). MMP-2 wurde ebenfalls von den Neutrophilen ins Me-
dium sezerniert, allerdings in sehr geringer Konzentration. Dagegen wies das nur 4-
minttige NkCDM eine wesentlich geringere Menge der MMP-9 auf und zeigte keine
MMP-2-Sekretion (s. Abb. 3.77, Spur 1). Das Neutrophilen-konditionierte frische
CDM (NfCDM), das nach dem Waschvorgang der Neutrophilen erneut 16 Stunden
von den Leukozyten konditioniert wurde, zeigte eine fast identische MMP-9-Produk-
tion wie das 4-minltige NKCDM (vergl. Spur 1 und 3 in Abb. 3.77).
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Die MMP-Sekretion der Neutrophilen
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Abb. 3.77:
Zymographische Analyse der MMP-Sekretion der Neutrophilen.

Dargestellt ist die Matrixmetalloproteasen (MMP)—Sekretion der neutrophilen Granulozyten in ihr
umgebendes Medium.

1: NkCDM, das 4 min von den Neutrophilen konditioniert wurde.

2: NkCDM, das 3 h von den Neutrophilen konditioniert wurde.

3: NfkCDM, das nach Waschen von den Neutrophilen erneut 16 h konditioniert wurde.
4: NkCDM, das 10 h von den Neutrophilen konditioniert wurde.

5: NkCDM, das 6 h von den Neutrophilen konditioniert wurde.

X: PBCEC-konditioniertes CDM.

Die Konditionierung des CDMs durch die Neutrophilen erfolgte am Tag ihrer Préaparation.

Inkubation der frisch isolierten neutrophilen Granulozyten in chemisch definierten Medium. Neutro-
phile/ml: 80-100 Millionen. Probenvolumen/Tasche: 5 ul + 5 ul Probenpuffer. Chemisch definiertes
Medium (CDM), Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM), CDM, das von den Neutrophilen
erneut konditioniert wurde, nachdem sie gewaschen wurden (NfkCDM),

* MMP-Control (Fa. Sigma).

Die PBCEC sezernierten im Gegensatz zu den Neutrophilen kein MMP-9 in ihr um-
gebendes CDM (s. Abb. 3.77, Spur X). Die nachgewiesene MMP-2-Bande stammte
von den praparationsbedingten geringfligigen Serumriickstdnden im CDM der
PBCEC.

Die in der Abbildung 3.77 dargestellte massive MMP-Sekretion der neutrophilen Gra-
nulozyten in ihr umgebendes Medium verdeutlichte die Notwendigkeit, die Auswir-

kung des NkCDMs auf die PBCEC in die Transmigrationsstudien mit einzubeziehen.
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Abb.:3.78:
Die MMP-Sekretion wiéhrend der PBCEC-NkCDM-Interaktion.

Dargestellt ist die Matrixmetalloproteasen (MMP)-Sekretion des PBCEC-konditionierten Mediums
wéhrend der Interaktion des ShNkCDMs mit den Endothelzellen.

1: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Inkubation mit dem 3hNkCDM von der apikalen
Filterseite, Probenentnahme aus der apikalen Filterkammer.

2: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Inkubation mit dem 3hNkCDM von der apikalen
Filterseite, Probenentnahme aus der basolateralen Filterkammer.

3: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Inkubation mit dem 3hNkCDM von der apikalen
Filterseite, PBCEC entziindungsaktiviert mit 2 ng/ml TNF-a von der apikalen Zellseite, Pro-
benentnahme aus der apikalen Filterkammer.

4: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Inkubation mit dem 3hNkCDM von der apikalen
Filterseite, PBCEC entziindungsaktiviert mit 2 ng/ml TNF-a von der apikalen Zellseite, Proben-
entnahme aus der basolateralen Filterkammer.

Inkubation der frisch isolierten neutrophilen Granulozyten in chemisch definiertem Medium (CDM)
ohne Zusatz von Hydrokortison. Die Entziindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte (iber einen
Zeitraum von 4 h. Die Inkubation der PBCEC mit dem NkCDM und die Probenentnahme erfolgte
am 7 DIV der PBCEC.

Anzahl der Neutrophilen, die das CDM konditionierten: 80-100 Millionen/ ml CDM. Probenvolu-
men/Tasche: 5 yl + 5 ul Probenpuffer.Chemisch definiertes Medium (CDM), Neutrophilen konditio-
niertes Medium (NkCDM), NkCDM, das 3 h von den Neutrophilen konditioniert wurde (3hNkCDM),

#* MMP-Control (Fa. Sigma).

Um die ausschlieRliche Auswirkung der Immunzellen auf die PBCEC deuten zu kén-
nen, war es wichtig zunachst den Einfluss des NkCDMs in Abwesenheit der Neutro-
philen auf die PBCEC zu analysieren.

Die Abbildung 3.78 zeigt, dass die Inkubation des 3hNkCDM (3 Stunden von den
Neutrophilen konditioniertes CDM) mit den PBCEC die typische MMP-9-Sekretion
aufwies, die das NkCDM schon vor der Endothelzell-NKCDM-Interaktion zeigte
(vergl. Abb. 3.77). Das Medium, dass aus der basolateralen Filterkammer wahrend
der Endothelzell-NkCDM-Interaktion im apikalen Filterkompartiment enthommen wur-
de, wies keine MMPs auf. Die Entzindungsaktivierung der PBCEC mit TNF-a vor
Zugabe des NKCDMs zeigte dabei keinen Effekt.
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Abb. 3.79 A und B:
MMP--Nachweis des-konditionierten Mediums wédhrend der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion.

Dargestellt sind die Matrixmetalloproteasen (MMPs) des PBCEC-konditionierten Mediums wéhrend
der Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert in ihrem konditioniertem Medium zu den Endo-
thelzellen appliziert wurden (A) bzw. vor ihrer Zugabe in frischem CDM resuspendiert wurden (B).

A: Zugabe der Neutrophilen zu den PBCEC resuspendiert in ihrem NkCDM.

1a: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in ihrem 3hNKCDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Probenentnahme aus der
apikalen Filterkammer.

2a: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in ihrem 3hNKCDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Probenentnahme aus der
basolateralen Filterkammer.

3a: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in ihrem 3hNKCDM zu den Endothelzellen appliziert wurden.
Entziindungsaktivierung der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a. Probenentnahme aus der apikalen Fil-
terkammer.

4a: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in ihrem 3hNKCDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Entziindungsaktivierung der
PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a. Probenentnahme aus der basolateralen Filterkammer.

B: Zugabe der in frischem CDM resuspendierten Neutrophilen zu den PBCEC.

1b: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die in frischem
CDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Probenentnahme aus der apikalen Filterkam-
mer.

2b: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in frischem CDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Probenentnahme aus der basolate-
ralen Filterkammer.

3b: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in frischem CDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Entziindungsaktivierung der PBCEC
mit 2 ng/ml TNF-a. Probenentnahme aus der apikalen Filterkammer.

4b: PBCEC-konditioniertes CDM nach 6-stiindiger Interaktion mit Neutrophilen, die resuspendiert
in frischem CDM zu den Endothelzellen appliziert wurden. Entziindungsaktivierung der PBCEC
mit 2 ng/ml TNF-a.Probenentnahme aus der basolateralen Filterkammer.

Die Inkubation der frisch isolierten neutrophilen Granulozyten erfolgte in CDM ohne Zusatz von Hy-
drokortison. Die Entziindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte liber einen Zeitraum von 4 h.
Die Probenentnahme der konditionierten Medien erfolgte am 7.DIV. der PBCEC.Neutrophile/ml: 80-
100 Millionen. Probenvolumen/Tasche: 5 ul + 5 ul Probenpuffer. Chemisch definiertes Medium
(CDM), Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM),

#* MMP-Control (Fa. Sigma).
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Die MMP-Sekretion der PBCEC, kultiviert auf Transwell®-Filtern, wurde zunachst vor
der Zugabe der neutrophilen Granulozyten analysiert. Wie bereits in Kapitel 3.1.3
dargestellt, wurden zunéchst die Uberstiande aus der apikalen bzw. basolateralen Fil-
terkammer der nicht aktivierten PBCEC im Vergleich mit den 2 ng/ml TNF-a aktivier-
ten Endothelzellen untersucht. In Abwesenheit der Neutrophilen konnte die MMP-9
unabhangig von der Entziindungsstimulierung der PBCEC weder im apikalen noch
im basolateralen Filterkompartiment nachgewiesen werden. Die MMP-2 stammte von
dem vorhandenen Restserumgehalt (s. Kapitel 3.1.3, Abb. 3.45).

Wie die Abbildung 3.79 B zeigt, wurde nach einer 6-stiindigen Interaktion der PBCEC
mit den Neutrophilen, die vor ihrer Zugabe zu den Endothelzellen gewaschen und in
frischem CDM aufgenommen wurden, die Neutrophilen-typische MMP-9 im PBCEC-
Medium der apikalen Filterkammer nachgewiesen. Die Menge der MMP-9 war dabei,
unabhangig von der Entziindungsaktivierung mit TNF-a, identisch mit derjenigen des
4minNkCDMs und des 16hNkCDMs (vergl. Abb. 3.77). Das Medium der basolatera-
len Filterkammer der PBCEC wies nach der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion keine
MMPs auf.

Die Inkubation der Neutrophilen, die zusammen mit ihrem NkCDM zu den Endothel-
zellen gegeben wurden, zeigten wahrend ihrer Interaktion mit den PBCEC eine im
Vergleich zur Interaktion der PBCEC mit Neutrophilen, die vor ihrer Applikation zu
den Endothelzellen gewaschen und in frischem CDM aufgenommen wurden, eine
wesentlich starkere MMP-9-Sekretion (vergl. Abb. 3.79 A und B). Auch hier war die
Entziindungsaktivierung der PBCEC durch TNFa unerheblich. Das Medium, das
wahrend der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion aus dem basolateralen Filterkomparti-
ment entnommen wurde, wies keine MMPs auf (vergl. Spur 2a und 4° in Abb. 3.79
A).

Der Einfluss des NkCDMs auf die PBCEC-Morphologie

Parallel zu den zymographischen Untersuchungen wurden REM-Analysen durchge-
fuhrt, die Aufschluss dariiber geben sollten, inwiefern das NkCDM die Auspragung
der Endothelzellgrenzen morphologisch beeinflusste.

Wie die Abbildungen 3.80 A und C veranschaulichen, wurden die schlauchférmigen
marginal folds durch die Inkubation der PBCEC mit dem NkCDM strukturell nicht ver-
andert. Im Gegensatz dazu zeigten die PBCEC, die mit Neutrophilen in NfkCDM in-
kubiert wurden die spezifischen Membranvesikelartigen-Strukturen-artigen Auspra-
gung der marginal folds (s. Abb. 3.80 B).

198



Ergebnisse

Abb. 3.80 A-C:

Vergleichende REM-Untersuchungen der PBCEC-NkCDM und PBCEC-Neutrophilen-Interak-
tion.

A: PBCEC ohne Neutrophilen- bzw. NkCDM-Kontakt.
B: 2-stiindige Inkubation der PBCEC mit dem 9hNkCDM (50 pd/ apikale Filterseite).
C: 2-stiindige Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in NfkCDM, (E/L-Ratio: 1:20).

Die Analyse erfolgte am 7 DIV. Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zu-
satz von 55 nM Hydrocortison, PBCEC nicht entziindungsaktiviert. Die Pfeile in den Abbildungen
verdeutlichen die Zellgrenzen

Chemisch definiertes Medium (CDM), Neutrophilen konditioniertes CDM (NkCDM), NkCDM das
von den Neutrophilen 9 h konditioniert wurde, bevor es zu den PBCEC appliziert wurde
(9hNkCDM), Neutrophile die vor ihrer Zugabe zu den PBCEC in frischem CDM suspendiert wurden
(NfCDM)

VergréBerung: der Balken im unteren linken Bildausschnitt entspricht 0,5 um.

Der Einfluss des NkCDMs auf die Barrierefunktion der PBCEC

Um den Einfluss des NkCDMs auf die Barrierefunktion der PBCEC zu untersuchen,
wurden korrelierend zu den morphologischen Untersuchungen ECIS-Analysen und
TER-Filtermessungen durchgefiihrt. Die Abbildungen 3.81 und 3.82 zeigen einen
Vergleich des NkCDMs zweier unterschiedlicher Neutrophilen-Praparationen. Die
TER-Messung, dargestellt in Abbildung 3.83 zeigt im Gegensatz zur ECIS-Messung,
dass die Zugabe der NkCDMs unterschiedlicher Neutrophilen-Praparationen zu kei-
ner Senkung des TERSs fiihrte. Dagegen zeigte die ECIS-Messung, dass durch das
NkCDM eine geringfugige Senkung der Werte fur R, und a verursacht wurde (s.
Abb.3.81 A und B). Das MaR der Reduzierung der Teilwiderstande des Zell-Zell- (Ryp)
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und des Zell-Matrix-Kontakts (o) der PBCEC durch die NkCDM-Applikation unter-
schied sich zwischen den verschiedenen Neutrophilen-Praparationen. So wurde der
Wert von R, des NKCDMs der Préparation A nur um 20 % gesenkt und erreichte
nach ca. 3 Stunden wieder anndhernd seinen Ausgangswert (s. Abb. 3.81 A). Der
Zell-Substrat-Kontakt wurde im Vergleich nur sehr geringfiigig und reversibel ge-
schwacht. In der Regenerationsphase war ein primarer Anstieg des Wertes flr o im
Vergleich zu Ry, zu beobachten.

Das NkCDM der Praparation B Gbte dagegen einen deutlich starkeren Einfluss auf
die Parameter R, und o der PBCEC aus. Ihre Schwachung war aber dennoch an-
nahernd reversibel (s. Abb. 3.81 B). Die Werte der beiden Parameter wurden zeit-
gleich gesenkt, wobei a wiederum im Vergleich zu R, schneller regenerierte.

Wie aus der Abbildungen 3.81 ersichtlich wird, ergaben sich zwischen den konditio-
nierten Medien der verschiedenen Neutrophilen-Praparationen Differenzen, die die
Notwendigkeit unterstrichen, in den Untersuchungen der Neutrophilen-PBCEC-Inter-
aktion jeweils den Einfluss der Neutrophilen in ihrem NKCDM und derjenigen resus-
pendiert in frischem CDM auf die PBCEC zu vergleichen. Nur so war es moéglich den
alleinigen Effekt der Neutrophilen auf die Barrierefunktion der PBCEC differenziert zu
analysieren und die Befunde der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion zu standardisie-

ren.

1,3 -

1™

Q

-t

Q

E

g

[

o

2}

(&)

L |

E' 0,4- — Rb

(] 0,3 - o

c 1 |......
0,2 Cm
0,1
0,0 -

rv. v 1T v r r1rrrrerrr1rrrr1rrrri
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Zeit (min)

200



Ergebnisse

1,3
1,2 4
1,1
1,04/ ..
0,9
0,8 -
0,74
0,6 -
0,5
0,4
0,3
o R PR c
0,1
0,0 -

norm. ECIS Parameter

—r 11T T 7 1T "7 "7 1T 11
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Zeit (min)

1,2-
1.1-
£.0h s
0,9

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0.5-

044 |—R

0,3 4

norm. ECIS Parameter

02- m

0,1+
0,0

LN L S R R RN S BN R RN S BN R |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Zeit (min)

Abb. 3.81 A-C:

Der Einfluss des NkCDMs auf die Barrierefunktion der PBCEC unterschiedlicher Prdparatio-
nen.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R»), der Membrankapazitat
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach der Zugabe des NkCDMs unterschiedlicher PBCEC-
Préparationen.

A: Zugabe von 300 pl ihres 9hNkCDM (Préparation A) (1) .
B: Zugabe von 300 ul ihres 9hNkCDM (Préparation B) (1) .
C: Zugabe von 300 yul CDM (1).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium der Neutrophilen: CDM. Neutrophilenanzahl
zur Konditionierung des CDMs: 80-100 Millionen Neutrophile /ml CDM. Der eingezeichnete mit 1
versehene Pfeile markiert die Zugabe des NkCDMSs bzw. des CDMs. Chemisch definiertes Medium
(CDM), Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM), NkCDM das 9 h von den Neutrophilen kon-
ditioniert wurde (9hNkDM).

Ry (0) = 72 2 x cm? (A), 18802 x cm? (B), 85 2x cm” (C); a (0) = 35 P° x cm (A), 41 FP° x cm (B),
49 ® x cm (C) und Cp, (0) = 2,06 pF/cm® (A), 1,31 uF/cm? (B), 1,88 (C) geben die Absolutwerte
dieser GréBen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry, (0), «
(0)und C, (0) normiert.
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Abb. 3.82 A und B:

Einfluss des NkCDMs unterschiedlicher Neutrophilen-Prdparationen auf den TER der
PBCEC.

A: Einfluss des NkCDMs auf den TER der nicht entziindungsaktivierten PBCEC.
B: Einfluss des NkCDMs auf den TER der entziindungsaktivierten PBCEC.

Die TER-Messung erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium der Neutrophilen: Chemisch definiertes
Medium (CDM,). Neutrophilenanzahl zur Konditionierung des CDMSs: 80-100 Millionen Neutrophile
/ml CDM. Die Applikation von jeweils 50 ul 3hNkCDM erfolgte in die apikale Filterkammer. Die Ent-
zlindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte 4 h vor der Zugabe des NkCDMs. Chemisch de-
finiertes Medium (CDM), Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM), NkCDM das 3 h von den
Neutrophilen konditioniert wurde (3hNkDM,).

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).
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Wie in der Abbildung 3.83 zu sehen ist, war Konditionierungsdauer des NkCDMs be-
ziglich seines Einflusses auf den TER der PBCEC unerheblich. Die in der Zymogra-
phie in extrem hoher Konzentration nachgewiesene MMP-9 des 10hNkCDMs hatte in
der vorliegenden Form somit nachweislich keine Auswirkung auf den TER der
PBCEC.

Da die Zeitspanne nach dem Waschen der Neutrophilen und Resuspension in fri-
schem CDM, bis zur Applikation der Leukozyten zu den PBCEC grundsatzlich einige
Minuten in Anspruch nahm und somit immer eine Konditionierung des CDMs durch
die Neutrophilen vorlag, war der Einfluss des 4minNkCDMs auf den TER der
PBCEC, dargestellt in Abbildung 3.83 besonders interessant.
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Abb. 3.83 A und B:
Einfluss des NkCDMs unterschiedlicher Konditionierungsdauer auf den TER der PBCEC.

A:  Einfluss des 4min bzw. 10hNkCDMs auf den TER der nicht entziindungsaktivierten PBCEC.
B:  Einfluss des 4min bzw. 10hNkCDMs auf den TER die entziindungsaktivierten PBCEC.

TER-Messung erfolgte am 7. DIV. Die Applikation von jeweils 50 ul 3hNkCDM erfolgte in die apika-
le Filterkammer. Neutrophilenanzahl zur Konditionierung des CDMs: 80-100 Millionen Neutrophile
/ml CDM.

Die Entziindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-«a erfolgte 4 h vor der Zugabe des NkCDMs. Inkuba-
tionsmedium der Neutrophilen: Chemisch definiertes Medium (CDM). Neutrophilen konditioniertes
Medium (NkCDM), NkCDM das 4 min bzw. 10 h von den Neutrophilen konditioniert wurde
(4minNkCDM, 10hNkCDM), apikales Filterkompartiment (ap).

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).

Um zusatzlich den basolateralen (Gehirn-seitigen) Effekt des NkCDMs auf die Barrie-
refunktion der PBCEC zu untersuchen, wurden TER-Filtermessungen durchgefihrt,
in denen das NKCDM u. a. in das basolaterale Filterkompartiment appliziert wurde.
Diese Untersuchungen waren insofern relevant, als das auch in vivo die bereits in
das ZNS eingedrungenen von den Neutrophilen sezernierten Substanzen, wie bei-
spielsweise Cytokine, die Barrierefunktion der BHS beeinflussen kénnen. Da zudem
die in der Zymographie analysierten Medien, die wahrend der NkCDM/Neutrophilen-
PBCEC-Interaktion konditioniert wurden, den Transwell®-FiItersystem entnommen
wurden, war eine direkte Korrelation der Ergebnisse der Zymographie mit den TER-
Filtermessungen mdglich.

Die in Abbildung 3.84 dargestellten TER-Messungen zeigen, dass das NkCDM unab-
hangig davon in welche Filterkammer es appliziert wurde, keinen signifikanten Ein-
fluss auf die PBCEC-Barrierefunktion ausiibte. Dabei war es unerheblich, ob die ce-
rebralen Endothelzellen vor Zugabe des NKCDMs mit 2 ng/ml TNF-a. entzindungs-
aktiviert wurden (s. Abb. 3.84).
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Abb. 3.84:
Der polare Einfluss des NkCDMs auf den TER der nicht aktivierten PBCEC.

Die TER-Messung erfolgte am 7. DIV, nach Applikation von jeweils 50 pd 3hNkCDM in die apikale
Filterkammer. Die Entziindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-a erfolgte 4 h vor der Zugabe des
NkCDMs. Neutrophilenanzahl zur Konditionierung des CDMs: 80-100 Millionen Neutrophile/ ml
CDM.

Inkubationsmedium der Neutrophilen: chemisch definiertes Medium (CDM), Chemisch definiertes
Medium (CDM). Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM), NkCDM das 9 h von den Neutro-
philen konditioniert wurde (9hNkCDM), apikales Filterkompartiment (ap), basolaterales Filterkom-
partiment (bas).

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).

Um zwischen der Auswirkung des NkCDMs und der Neutrophilen auf die PBCEC-
Barrierefunktion differenzieren zu kdnnen, wurden einerseits Neutrophile resuspen-
diert in frischem CDM und parallel dazu das 9hNkCDM derselbigen Neutrophilen zu
den PBCEC appliziert und im ECIS-Experiment analysiert (s. Abb. 3.85). Wie die
Abbildung 3.85 deutlich demonstriert, ibte das NkCDM in Abwesenheit der Neutro-
philen keinen Einfluss auf die Barrierefunktion der PBCEC aus. Demgegeniber wur-
de durch die Zugabe der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:30, resuspendiert in
frischem CDM, der Wert des Parameters Ry, signifikant und irreversibel gesenkt. Die-
ses Experiment zeigte deutlich, dass die interendothelialen Zell-Kontakte ausschliel3-
lich durch die Interaktion mit den neutrophilen Granulozyten beeintrachtigt wurden
und nicht allein durch deren NKCDM.
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Abb. 3.85 A und B:

Der Einfluss der Neutrophilen resuspendiert in frischem CDM (E/L-Ratio: 1:30) im Vergleich
zu ihrem NkCDM auf die Barrierefunktion der PBCEC.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts (o) nach Zugabe von 30 Millionen neutrophilen Granulozyten
bzw. deren konditioniertem CDM.

A: Zugabe von 600 pl 9hNkCDM (1).
B: Zugabe von 30 Millionen Neutrophilen in 6004l frischem CDM (1).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium der Neutrophilen: Chemisch definiertes Medi-
um (CDM). Anzahl der Neutrophilen im konditionierten Medium: 80-100 Millionen. Der eingezeich-
nete mit 1 versehene Pfeile markiert die Zugabe des NkCDMs bzw. der Immunzellen. Neutrophilen-
konditioniertes Medium (NkCDM,).

Rb (0) = 128 2 x cm? (A), 862 x cm? (B); a (0) = 50 F° x cm (A), 37 P x cm (B) und Cm (0) = 1,8
yF/cm2 (A), 2,7 yF/cm2 (B) geben die Absolutwerte dieser Gré3en zu Beginn der Messung an. Die
weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), a (O)und Cy, (0) normiert.

206



Ergebnisse

Inwieweit das NKCDM in Abhangigkeit von der EL-Ratio bei der durch die
Neutrophilen-Zugabe verursachte Beeintrachtigung der Barrierefunktion der PBCEC,
eine Rolle spielte, sollten die folgenden ECIS-Messungen zeigen. So wurden Neutro-
phile resuspendiert in ihrem NkCDM im Vergleich zu den Neutrophilen, die kurz vor
der Zugabe zu den PBCEC in frischem CDM resuspendiert wurden zu den Endothel-
zellen appliziert.

Die ECIS-Messungen zeigten, dass korrelierend mit einer Erhdhung der Neutrophi-
lenanzahl, unabhangig von der Anwesenheit des NkCDMs, die Beeintrachtigung der
interendothelialen Zell-Kontakte und des Zell-Substrat-Kontakts der PBCEC zunahm
(vergl. Kapitel 3.2.2.1, Abb. 3.61 bis 3.66). Sowohl die Applikation der Neutrophilen
resuspendiert in ihrem NKCDM als auch im NfCDM, fihrte in Abhangigkeit von der
Hohe der E/L-Ratio zu einer gesteigerten Schwachung des Zell-Zell- und des Zell-
Substrat-Kontakts der PBCEC.
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Abb. 3.86 A und B:

Der Einfluss der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion auf die PBCEC-Barrierefunktion unter Be-
riicksichtigung des NkCDMs (E/L Ratio: 1:5).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 3,5 Millionen neutrophilen Granulozyten.

A: Vorstimulation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-« in 300 4l CDM (1) und anschlieBende
Zugabe von 3,5 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 pl ihres 9hNkCDM (2).

B: Vorstimulation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-« in 300 ul CDM (1) und anschlieBende
Zugabe von 3,5 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 pl frischem CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die eingezeichneten mit 1 bzw. 2 versehenen Pfeile markieren die
Zugabe von TNF-a (1) bzw. der Immunzellen (2). Inkubationsmedium der PBCEC: chemisch defi-
niertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Neutrophilen-konditioniertes Medium
(NkCDM,).

Ry (0) = 240 2 x cm?® (A), 139 Q2 x cm” (B); a (0) = 66 ° x cm (A), 51 F° x cm (B) und Cm (0) =
1,1 uF/cm? (A), 1,6 uF/cm? (B) geben die Absolutwerte dieser GroRen zu Beginn der Messung an.
Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und C, (0) normiert.
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Abb. 3.87 A und B:

Der Einfluss der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion auf die PBCEC-Barrierefunktion unter Be-
riicksichtigung des NkCDMs (E/L Ratio: 1:30).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts (o) nach Zugabe von 24 Millionen neutrophilen Granulozyten.

A: Vorstimulation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-« in 300 ul CDM (1) und anschlieBende
Zugabe von 3,5 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 ul ihres 9hNkCDM (2).

B: Vorstimulation der Endothelzellen mit 2 ng/ml TNF-« in 300 pl CDM (1) und anschlieBende
Zugabe von 3,5 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 pl frischem CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium der PBCEC: chemisch definiertes Medium
(CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Neutrophilen-konditioniertes Medium (NkCDM,).

Die eingezeichneten mit 1 bzw. 2 versehenen Pfeile markieren die Zugabe von TNF-« (1) bzw. der
Immunzellen (2).

Rp (0) = 83 2x cm? (A), 65 2 x cm? (B); & (0) = 23 F° x cm (A), 34 P° x cm (B) und Cp, (0) = 1,2
uF/ecm? (A), 1,3 uF/em” (B) geben die Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an. Die
weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), a (0)und Cy, (0) normiert.
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Abb. 3.88 A und B:

Der Einfluss der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion auf die PBCEC-Barrierefunktion unter Be-
riicksichtigung des NkCDMs (E/L Ratio: 1:50).

Zeitlicher Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R,), der Membrankapazitét (Cr,) und des Zell-
Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 35 Millionen neutrophilen Granulozyten.

A: Vorstimulation der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ¢l CDM (1) und anschlieRende
Zugabe von 35 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 pl ihres 9hNkCDM (2).

B: Vorstimulation der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 p¢l CDM (1) und anschlieBende
Zugabe von 35 Millionen neutrophilen Granulozyten in 300 i frischem CDM (2).

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Inkubationsmedium der PBCEC: chemisch definiertes Medium
(CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Neutrophilen-konditioniertes Medium (NkCDM).

Die mit 1 bzw. 2 versehenen Pfeile markieren die jeweilige Zugabe des TNF-« (1) bzw. der Immun-
zellen (2).

Ry (0) = 127 2 x cm?® (A), 262 Q x cm” (B); a (0) = 41 P° x cm (A), 52 F° x cm (B) und Cm (0) =
1,1 yF/cm2 (A), 0,9 /JF/sz (B) geben die Absolutwerte dieser GréBen zu Beginn der Messung an.
Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und C, (0) normiert.
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Die ECIS-Untersuchungen des Einflusses der Neutrophilen-Anzahl auf die Barriere-
funktion der PBCEC demonstrierten, dass ausschliel3lich die jeweilige E/L-Ratio bei
der Beeintrachtigung des Zell-Zell- und des Zell-Substrat-Kontakts von entscheiden-
der Bedeutung war. Demzufolge wurde gegenlberstellend der TER der Endothelzel-
len nach Applikation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20, resuspendiert in
frischem CDM, sowie nach der Zugabe ihres NkCDMs allein bestimmt (s. Abb. 3.89).
Wie die Messungen zeigten, wurde unabhangig davon, ob die Neutrophilen in ihrem
NkCDM oder dem NfkCDM zu den PBCEC appliziert wurden, der TER gesenkt.
Demgegeniber wurde durch das NKCDM in Abwesenheit der Neutrophilen der TER
der PBCEC nicht beeintrachtigt.
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Abb. 3.89:

Vergleichende Darstellung des Einflusses der Neutrophilen und ihres NkCDMs auf den TER
der PBCEC.

Dargestellt ist der Einfluss der Neutrophilen auf die PBCEC (E/L-Ratio von 1:20), resuspendiert in
frischem CDM (NfCDM), kurz vor der Zugabe zu den Endothelzellen. Im Vergleich dazu wurde das
3h konditionierte NkCDM derselbigen Neutrophilen in einer Konzentration zu den PBCEC appliziert,
das einer E/L-Ratio von 1.20 entsprach.

Die TER-Messung erfolgte am 7. DIV, nach Applikation von jeweils 50 pl 3hNkKCDM in die apikale
Filterkammer. Neutrophile/ml CDM: 80-100 Millionen. Die Entziindungsaktivierung mit 2 ng/ml TNF-
« erfolgte 4 h vor der Zugabe des NkCDMs. Inkubationsmedium der Neutrophilen: Chemisch defi-
niertes Medium (CDM). Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM), Neutrophile die vor ihrer
Zugabe zu den PBCEC in frischem CDM suspendiert wurden (NfCDM).

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 6).
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Das NKCDM als Entziindungsaktivator

Interessanterweise flihrte die Zugabe des NkCDMs zu den PBCEC zu einer entziind-
liche Reaktion, was die Expression des Entziindungsmarkers E-Selektin auf der En-
dothelzell-Oberflache demonstrierte (s. Abb. 84A u. 84B).

B/

Abb. 3.90 A und B:

Immunzytochemischer Nachweis des E-Selektins der PBCEC nach der Interaktion mit dem
NkCDM.

A: Inkubation des 9hNkCDM mit den PBCEC (entspricht einer E/L-Ratio von 1:5).
B: Inkubation des 9hNkCDM mit den PBCEC (entspricht einer E/L-Ratio von 1:20).

Inkubationsmedium: CDM mit Zusatz von 556 nM HC. Inkubationsdauer des NkCDM mit dem Endo-
thelzellen: 2 h. Der E-Selektin Nachweis erfolgte am 7. DIV.

Neutrophilen-konditioniertes Medium (NkCDM), NkCDM das von den Neutrophilen 9 h konditioniert
wurde, bevor es zu den PBCEC appliziert wurde (9hNkCDM), chemisch definiertes Medium (CDM).
VergréBerung: der Mal8stabsbalken entspricht 20 um.

Der vergleichende Einfluss des NkCDMs und der Neutrophilen auf die tight junction-

assoziierten Proteine

Zur Analyse des Einflusses des NkCDMs auf die tight junction-assoziierten Proteine
der PBCEC wurden immunzytochemische Untersuchungen der auf den Filtern kulti-
vierten PBCEC durchgefiihrt. Die Untersuchung des ZO-1-Proteins der PBCEC zeig-
te, dass die Inkubation der Endothelzellen mit dem 9hNKCDM in einer Menge, die
den Neutrophilen einer E/L-Ratio von 1:20 entsprochen hatte, zu keiner Stérung der
Z0-1-Expression fuhrte (s. Abb. 3.91). Im Gegensatz dazu verursachte die Inkuba-
tion der PBCEC mit Neutrophilen in NfkCDM in einer E/L-Ratio von 1:20 eine extrem
starke Beeintrachtigung der ZO-1-Expression (vergl. Abb. 3.91 C und F).
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Abb. 3.91 A-F:

Der Einfluss der Neutrophilen und ihres NkCDMs auf die ZO-1-Expression der entziindungs-
aktivierten PBCEC.

Dargestellt ist die vergleichende Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen, appliziert in einer E/L-Ra-
tio von 1:5 und 1:20, und ihres NkCDMs in derselben Konzentration.

A: PBCEC ohne NkCDM und ohne Neutrophile.

B: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen zu den PBCEC (E/L-Ratio: 1:5).

C: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen zu den PBCEC (E/L-Ratio: 1:20).

D: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:5 entsprechen wiirde.

E: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprechen wiirde (Prap. A).
F: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprechen wiirde (Prép. B).

Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Die
Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte durch die Applikation von 2ng/ml TNFa, 4 Stunden
vor Zugabe der Neutrophilen zu den Endothelzellen. Die Neutrophilen und das NkCDM wurde in
die apikale Filterkammer gegeben. Inkubationsdauer der Neutrophilen bzw. des NkKCDM mit dem
Endothelzellen: 2h. Der immunzytochemische Nachweis erfolgte am 7. DIV in vitro. Chemisch de-
finiertes Medium (CDM), Neutrophilen-konditioniertes Medium (NkCDM,).

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht 20 um.
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Abb. 3.92 A-F:

Der Einfluss der Neutrophilen und ihres NkCDMs auf die Occludin-Expression der entziin-
dungsaktivierten PBCEC.

Dargestellt ist die vergleichende Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen, appliziert in einer E/L-
Ratio von 1:5 und 1:20, und ihres NkCDMs in derselben Konzentration.

A: PBCEC ohne NkCDM und ohne Neutrophile.

B: Applikation von 1,5 Millionen Neutrophilen zu den PBCEC (E/L-Ratio: 1:5).

C: Applikation von 6 Millionen Neutrophilen zu den PBCEC (E/L-Ratio: 1:20).

D: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:5 entsprechen wiirde.

E: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprechen wiirde (Prép. A).
F: Inkubation des 9hNkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprechen wiirde (Prép. B).

Die Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte durch die Applikation von 2ng/ml TNFa, 4 Stun-
den vor Zugabe der Neutrophilen zu den Endothelzellen. Die Neutrophilen und das NkCDM wurde
in die apikale Filterkammer gegeben. Inkubationsdauer der Neutrophilen bzw. des NkCDM mit dem
Endothelzellen: 2h. Inkubationsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM
Hydrocortison.Der immunzytochemische Nachweis erfolgte am 7. DIV in vitro.Chemisch definiertes
Medium (CDM), Neutrophilen-konditioniertes Medium (NkCDM,).

VergréBerung: der Mastabsbalken entspricht 20 um.

214



Ergebnisse

Wie die Abbildung 3.92 zeigt, kam es durch die Inkubation der PBCEC mit dem
NkCDM, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprochen hatte, zu keiner Beeintrachtigung
der Occludin-Expression. Im Vergleich dazu fihrte die Zugabe der Neutrophilen in ei-
ner Anzahl, die einer E/L-Ratio von 1:20 entsprach zu einer reduzierten Occludin-Ex-
pression, die allerdings im Vergleich zu ZO-1 wesentlich geringfiigiger durch die
Neutrophilen geschwacht wurde.

Die in Abbildung 3.93 A dargestellten Immunoblot-Analysen zeigen allerdings deut-
lich, dass die Expression des tight junction-assoziierten Occludins durch die Inkuba-
tion der PBCEC mit dem NkCDM, das mengenmal3ig den Neutrophilen einer E/L-Ra-
tio von 1:20 entsprach, reduziert wurde. Die Expression des Claudin-5 dagegen wur-
de nicht beeintrachtigt (s. Abb. 3.93 B).

Die Inkubation der Endothelzellen mit dem NkCDM flihrte zu einer quantitativen Ab-
nahme der Occludin-Expression, wie in den Western-Blot-Analysen zu erkennen war.
Die Immunfluoreszenzen dagegen zeigten, dass das NkCDM weder die Expression
des Z0O-1 noch des Claudin-5 und Occludins beeintrachtigte. Inwiefern die Ursache
des gegensatzlichen Befunds der Occludin-Expression im Western-Blot und in der
Immunfluoreszenz auf dem Einsatz des NkCDMs unterschiedlicher Neutrophilen-
Praparationen beruhte, konnte nicht eindeutig bestimmt werden.

Insgesamt ergaben die Untersuchungen, dass das NkCDM die Barrierefunktion der
PBCEC nicht signifikant beeintrachtigte. Allerdings zeigten die ECIS-Messungen,
dass es in Abhangigkeit von der jeweiligen Neutrophilen-Praparation zu einer gering-
fugigen reversiblen Senkung der ECIS-Parameter R, und a kam. Aufgrund der nach-
gewiesenen Praparations-bedingten Beeintrachtigung der Barrierefunktion der
PBCEC durch das NkCDM wurde die Notwendigkeit unterstrichen, grundsatzlich den
Effekt des Neutrophilen-konditionierten Mediums parallel zu den Neutrophilen-

PBCEC-Interaktionsstudien zu analysieren.
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Abb. 3.93 A und B:

Der Einfluss der Neutrophilen bzw. deren NkCDMs auf die tight junction-assoziierten Pro-
teine Occludin und Claudin-5 der PBCEC.

A:

W N =

WN =

Western-Blot-Analyse des Occludin-Proteins nach Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in
einer E/L-Ratio von 1:20 und vergleichend mit deren NkCDM.

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.
: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng TNF-q.
: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-a, Inkubation mit Neutro-

philen in einer E/L-Ratio von 1:20.

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-ca, Inkubation mit NkCDM

in einer Menge, entsprechend einer E/L-Ratio von 1:20.

: Western-Blot-Analyse des Claudin-5-Proteins nach Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in

einer E/L-Ratio von 1:20 und vergleichend mit deren NkCDM.

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC.
: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 65 nM HC und 2 ng TNF-c.
: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-¢, Inkubation mit Neutro-

philen in einer E/L-Ratio von 1:20

: PBCEC, kultiviert in CDM mit Zusatz von 55 nM HC und 2 ng/ml TNF-c, Inkubation mit NkCDM,

in einer Menge, die einer E/L-Ratio von 1:20 entsprach.

Die Inkubation der PBCEC mit TNF-« erfolgte jeweils 4 h. Inkubationsdauer der PBCEC mit den
Neutrophilen bzw. mit deren NkCDM: 2h. Die Probengewinnung der PBCEC erfolgte am 7. DIV.
Der Pfeil markiert das jeweilige Protein (ZO-1, Occludin und Claudin-5). Der Vimentin-Nachweis
diente dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmenge, da Vimentin unter allen Versuchsbedingun-
gen von den PBCEC auf gleichem Niveau exprimiert wird. Gesamtproteinkonzentration/ Geltasche:
2 ug. Chemisch definiertes Medium (CDM), Hydrocortison (HC),Neutrophilen konditioniertes Medi-
um (NkKCDM), Vimentin (Vim).
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3.2.3 Die T-Helferzell-Endothelzell-Interaktion

Zur vergleichenden Charakterisierung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wur-
den analog zu den neutrophilen Granulozyten (s. Kapitel 3.2.2) T-Helferzellen einge-
setzt. Bei den in den Experimenten eingesetzten T-Helferzellen handelte es sich um
CD4"-T-Helferzellen, die im Vergleich zu den Neutrophilen eine Anigen-Spezifitat
aufweisen und bei chronischen ZNS-Erkrankungen wie beispielsweise der neurode-
generativen Multiplen Sklerose eine groRe Rolle spielen. Die Frage, wie die CD4"-T-
Helferzellen die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und inwieweit sich ihr Transmigra-
tions-Mechanismus von demjenigen der Neutrophilen unterscheidet, stand im Mittel-

punkt der Analyse der T-Helferzell-Endothelzell-Interaktion.

Der Einfluss der CD4"-T-Helferzellen auf die PBCEC-Barrierefunktion

Inwieweit die Barrierefunktion der entziindungsaktivierten bzw. nicht aktivierten
PBCEC durch die Inkubation mit den T-Helferzellen beeintrachtigt wurde, zeigten die
TER-Messungen, dargestellt in Abbildung 3.94 A und B.

Wie die TER-Filtermessungen deutlich demonstrierten, beeintrachtigten die T-Helfer-
zellen im Gegensatz zu den Neutrophilen unabhangig von ihrer eingesetzten E/L-Ra-
tio den TER der PBCEC nicht signifikant (vergl. Abb. 3.64 in Kapitel 3.2.2.1).
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Abb. 3.94 A und B:
Der Einfluss der T-Helferzellen auf den TER der PBCEC in Abhéngigkeit von der E/L-Ratio.

A: PBCEC nicht entziindungsaktiviert.
B: PBCEC mit 2ng/ml TNF-« entziindungsaktiviert.

Die Aktivierung der PBCEC erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation mit 2 ng/ml TNF-« (apikale
(ap)Filterkammer) vor der Zugabe der T-Helferzellen. Die Messungen des TERs 2 h und 6 h nach
der Immunzell-Applikation zu den PBCEC, erfolgten am 7. DIV. Inkubationsmedium: chemisch defi-
niertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 8).

Die Zugabe der T-Helferzellen in einer E/L-Ratio von 1:5 verursachte keine Senkung
des TERs der PBCEC, wohingegen die Erhéhung der T-Helferzellzahl auf eine E/L-
Ratio von 1:20 den TER geringfligig erniedrigte. Im Vergleich zu den Neutrophilen,
eingesetzt in einer E/L-Ratio von 1:20, senkten die T-Helferzellen den TER der Endo-
thelzellen allerdings wesentlich geringfiigiger (vergl. Abb. 3.53 und 3.94). Die Entzin-
dungsaktivierung der PBCEC war dabei, wie auch bei der Neutrophilen-Endothelzell-
Interaktion, unerheblich.

Mit Hilfe der ECIS-Technik wurde der Einfluss der CD4"-T-Helferzellen auf die Endo-
thelzell-Morphologie in Form der drei ECIS-Parameter Ry, o und Cy, in Abhangigkeit
von der eingesetzten E/L-Ratio detailliert untersucht. In der Abbildung 3.95 ist die
Interaktion der T-Helferzellen mit den PBCEC in einer E/L-Ratio von 1:5 dargestellit.
Wie schon bei der Inkubation der Neutrophilen mit den entziindungsstimulierten En-
dothelzellen wurden die Werte der ECIS-Parameter R,, o und C,, in dieser E/L-Ratio
kaum beeintrachtigt. Demgegeniber kam es durch den Einsatz der T-Helferzellen in

einer E/L-Ratio von 1:20 zu einer deutlichen Reduzierung des Wertes von R, und a.
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Die Membrankapazitat C,, blieb dagegen unbeeinflusst (s. Abb. 3.96). Im Vergleich
des Effekts der Neutrophilen in der gleichen E/L-Ratio war der Einfluss der T-Helfer-
ellen auf R, und a allerdings nicht konstant zu beobachten. In Abbildung 3.96 ist die
durch die T-Helferzellen verursachte maximale Beeintrachtigung von R, und o dar-
gestellt. Zum Vergleich ist eine TER-Messung, in der von einer anderen Préparation
stamende T-Zellen in einer E/L-Ratio von 1:20 eingesetzt wurden dargestellt (s. Abb.
3.97). Diese Messung erfolgte in der gleichen zeitlichen Auflésung und unter den
gleichen Versuchsbedingungen wie die ECIS-Messungen, allerdings wurden die
Paraeter Ry, o und Cy, nicht separiert aufgefiihrt.

Generell zeigten sowohl die TER-Messungen als auch die ECIS Messungen, dass
die CD4" T-Helferzellen einen im Vergleich zu den Neutrophilen wesentlich gerineren
Effekt auf die Barrierefunktion der PBCEC auslbten.
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Abb. 3.95:
Interaktion CD4" T-Helferzellen mit den PBCEC (E/L Ratio: 1:5).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (R»), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts (a) nach Zugabe von 3 Millionen T-Helferzellen. Die Messung
erfolgte am 7. DIV.

Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300 ul CDM erfolgte 8 h
vor der Zugabe der Neutrophilen. Die Applikation von 3 Millionen T-Helferzellen erfolgte in 300 ul
CDM (1). Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe der Immunzellen.

R (0) = 191 Qx cm? ; & (0) = 40 F° x cm und Cr (0) = 1,3 uF/cm” geben die Absolutwerte dieser
GréRen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0)und
Cm (0) normiert.
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Abb. 3.96:
Interaktion CD4" T-Helferzellen mit den PBCEC (E/L Ratio: 1:20).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Werte des Zell-Zell-Kontakts (Ry), der Membrankapazitét
(Cm) und des Zell-Substrat-Kontakts («) nach Zugabe von 14 Millionen T-Helferzellen.

Die Messung erfolgte am 7. DIV. Die Entziindungsaktivierung der Endothelzellen durch 2 ng/ml
TNF-« in 300 ul chemisch definiertem Medium (CDM) erfolgte 8 h vor der Zugabe der Leukozyten
(hier nicht dargestellt. Die Applikation von 14 Millionen T-Helferzellen erfolgte in 300 pl CDM (1).
Der eingezeichnete mit 1 versehene Pfeil markiert die Zugabe der Immunzellen.

Ry (0) = 98 Q2 x cm?; a (0) = 46 &° x em und Cp 0) =1,3 ,uF/cm2 geben die Absolutwerte dieser
Gréen zu Beginn der Messung an. Die weiteren gemessenen Werte wurden auf Ry (0), « (0) und
Cm (0) normiert.
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Abb3.97:
Interaktion CD4-positiver T-Helferzellen mit den PBCEC (E/L Ratio: 1:20).

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf des TERs nach Zugabe von 14 Millionen T-Helferzellen. Die
Messung erfolgte am 7. DIV. Vorstimulation der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-c¢ in 300 pl che-
misch definiertem Medium (CDM) (1) und anschlieBende Zugabe von 14 Millionen T-Helferzellen in
300 ul CDM (2). Die eingezeichneten mit 1 bzw. 2 versehenen Pfeile markieren die Zuabe des
TNF-a (1) bzw. der Immunzellen (2).
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Um zu zeigen, inwieweit das konditionierte Medium der T-Helferzellen (THKkCDM) bei
deren Interaktion mit den PBCEC einen Effekt auf die Barrierefunktion der Endothel-
zellen auslibte, wurde sowohl eine TER-Messung der auf Goldelektroden kultivierten
Endothelzellen in hoher zeitlicher Auflésung, als auch TER-Filtermessungen durch-
gefuihrt. Die Abbildung 3.98 zeigt, dass durch das 3hTHKCDM (3 Stunden konditio-
niertes THKCDM) der TER der entziindungsaktivierten bzw. nicht aktivierten cerebra-
len Endothelzellen nicht gesenkt wurde. Auch die TER-Messung unter ECIS-Mess-
bedingungen, dargestellt in Abbildung 3.99 zeigte keinen Effekt in der Entwicklung
des TERs der Endothelzellen nach der Applikation des 3hTHKCDMSs.
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Abb. 3.98:

Einfluss des THkCDMs auf den TER der entziindungsaktivierten PBCEC.

Die Aktivierung der PBCEC erfolgte durch eine 4-stiindige Inkubation mit 2 ng/ml TNF-« (in die api-
kale (ap) bzw. basolaterale (bas)Filterkammer) vor Zugabe des 3hTHkCDMs (T-Helferzellen-kon-
ditioniertes Medium, dass 3h von den T-Zellen konditioniert wurde, bevor es zu den PBCEC appli-
ziert wurde).

Die Messungen des TERs 2 h und 6 h nach der Immunzell-Applikation erfolgten am 7. DIV. Inkuba-
tionsmedium: chemisch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison. Das
THKCDM wurde in einer Konzentration zu den PBCEC appliziert, die der E/L-Ratio von 1:20 der T-
Helferzellen entsprach. T-Helferzellen konditioniertes Medium (THKCDM), chemisch definiertes Me-
dium (CDM).

Die TER-Werte sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt (n = 8).
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Abb. 3.99:
Der Einfluss des THkKkCDMs auf den TER der PBCEC im zeitlichen Verlauf.

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Verdnderung des TERs nach der Zugabe von 600ul
THKCDM. (Die Messung wurde an PBCEC, kultiviert auf Goldelektroden durchgefiihrt). Die Mes-
sung erfolgte am 7. DIV.

Vorstimulation der Endothelzellen durch 2 ng/ml TNF-« in 300u! CDM (1) und anschlieBende Zu-
gabe von 600ul THKCDM (2). Das THKCDM wurde in einer Konzentration zu den PBCEC appliziert,
die einer E/L-Ratio von 1:20 der T-Helferzellen entsprach. Die eingezeichneten mit 1 bzw. 2 ver-
sehenen Pfeile markieren die Zugabe des TNF-« (1) bzw. des ThkCDMs (2).
T-Helferzellen-konditioniertes Medium (THkCDM), chemisch definiertes Medium (CDM).

Der Einfluss der T-Helferzellen auf die Morphologie und die tight junction-assoziier-

ten Proteine der PBCEC

Zum Vergleich des Einflusses der PBCEC-Neutrophilen- und der T-Helferzellen-
PBCEC-Interaktion wurde die Auswirkung der T-Helferzellen auf die PBCEC nicht
nur impedanzspektroskopisch, sondern auch elektronenmikroskopisch analysiert. So
sind zur besseren Vergleichsmoglichkeit der Interaktion beider Immunzell-Typen mit
dem cerebralen Endothelzell-Monolayer in Abbildung 3.100 jeweils T-Helferzellen
und Neutrophile gegenlberstellend dargestellt.

Wie die Abbildung 3.100 deutlich zeigt, wurden durch die PBCEC-T-Helferzellen-In-
teraktion die morphologische Struktur der marginal folds der Endothelzellen nicht um-
strukturiert. So wiesen die PBCEC-Zellgrenzen nicht die membranvesikelartigen
Strukturen-artige Struktur auf, wie sie nach der Neutrophilen-Interaktion zu beoach-
ten war. Auch die membranvesikelartigen Strukturen, die auf der Endohelzell-Ober-

flache wahrend der Neutrophilen-Interaktion verteilt waren, wurden durch die T-Zell-
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Interaktion nicht induziert. Die Interaktion der Mikrovilli und Membranvesikelartigen-
Strukturen der Neutrophilen-Oberflache mit den marginal folds bzw. mit den Oberfla-
chenstrukturen der PBCEC, konnte ebenfalls bei der T-Helferzell-Endothelzell-Inter-

aktion nicht beobachtet werden.

Abb. 3.100 A-D:

Vergleichende REM-Untersuchungen der Interaktion der PBCEC mit Neutrophilen bzw. T-
Helferzellen (E/L-Ratio:1:20).

A: Interaktion einer T-Helferzelle mit den entziindungsaktivierten PBCEC.

B: Struktur der Zellgrenzen der PBCEC wéhrend der Interaktion mit T-Helferzellen.

C: Struktur der Zellgrenzen der PBCEC wéhrend der Interaktion mit T-Helferzellen.

D: Interaktion eines neutrophilen Granulozyten mit den entziindungsaktivierten PBCEC.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der PBCEC, kultiviert in chemisch definiertem Medium
(CDM) mit Zusatz von 55 nM HC am 7. DIV, nach 2-stiindiger Inkubation mit den CD4"-T-Helferzel-
len, die vor der Zugabe zu den Endothelzellen in frischem CDM resuspendiert wurden. Die PBCEC
wurden 4h vor Zugabe der Immunzellen mit 2 ng/ml TNF-a entziindungsaktiviert. Interaktionsdauer
der T-Helferzellen mit den PBCEC: 2 h. Die Pfeile in den Abbildungen verdeutlichen die Zell-
grenzen.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abbildung A und B: 2 ym und in C: 5 ym und in D:
12 um.

Die immunzytochemischen Analysen zeigten, dass die T-Helferzellen unabhangig
von ihrer eingesetzten E/L-Ratio, keinen Effekt auf die Expression des tight junction-
assoziierten Poteins ZO-1 ausibte (s. Abb. 3.101 C und D). Auch das T-Helferzellen-
konditionierte Medium (THKCDM) hatte unabhangig von seiner eingesetzten Menge
keinen Einfluss auf die ZO-1-Expression (s. Abb. 3.101 B).
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.
.

Abb. 3.101 A-D:

Immunzytochemischer Nachweis des ZO-1-Proteins nach Inkubation der entziindungsakti-
vierten PBCEC mit CD4"*-T-Helferzellen bzw. deren konditioniertem Medium.

Dargestellt ist die vergleichende Inkubation der PBCEC mit CD4-" -T-Helferzellen, appliziert in einer
E/L-Ratio von 1:5 und 1:20 und ihrem konditionierten Medium.

A: PBCEC ohne THKCDM bzw. T-Helferzellen.

B: Inkubation des 3hTHKCDM mit den PBCEC, das einer E/L-Ratio von 1:20 entsprach.
C: Inkubation der T-Helferzellen mit den PBCEC in einer E/L-Ratio von 1:5.

D: Inkubation der T-Helferzellen mit den PBCEC in einer E/L-Ratio von 1:20.

Die Entziindungsaktivierung der PBCEC erfolgte durch die Applikation von 2ng/ml TNF-c, 4 h vor
Zugabe der T-Helferzellen zu den PBCEC. Die Zugabe der Immunzellen und des T-Helferzellen-
konditioniertes Mediums (THkCDMSs) erfolgte in die apikale Filterkammer am 7. DIV. Inkubations-
dauer der T-Helferzellen bzw. THKCDM mit dem Endothelzellen: 2 h. Inkubationsmedium: che-
misch definiertes Medium (CDM) mit Zusatz von 55 nM Hydrocortison.

VergréBerung: der Mal8stabsbalken entspricht 20 um.
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3.2.4 Die Neutrophilen-Plexusepithel Interaktion

Inwiefern sich die Befunde der morphologischen REM-Studien der Neutrophilen-
Transmigration auch auf andere Zellkultursysteme Ubertragen liel3, sollten REM-Un-
tersuchungen der Neutrophilen-Plexusepithelzell-Interaktion zeigen. In diesen mor-
phologischen Studien wurde die Diapedese neutrophiler Granulozyten durch das ce-
rebrale Epithel des Plexus choroideus in vitro analysiert. Da die Leukozyten-Diape-
dese durch das cerebrale Plexusepithel noch weitgehend ungeklart ist, waren die fol-
genden Beobachtungen besonders interessant.

Die REM-Bilder, dargestellt in Abbildung 3.102 A und B demonstrieren, dass trotz der
Entziindungsaktivierung der Plexusepithelzellen nach Applikation und zweistiindiger
Inkubation der Neutrophilen, im Vergleich zur PBCEC-Neutrophilen-Interaktion auf-
fallig wenige Transmigrations-Ereignisse zu beobachten waren. Fast die gesamten
auf der Plexusepithelzell-Oberflache liegenden Neutrophilen befanden sich zum Zeit-

punkt der Fixierung in der initialen Interaktionsphase (s. Abb. 3.102).

Abb. 3.102 A-D:

REM-Analyse der Neutrophilen-interaktion mit den entziindungsaktivierten Plexusepithelzel-
len (E/L-Ratio von 1:20).

Die Neutrophilen wurden suspendiert in frischem chemisch definiertem Medium zu den Epithelzel-
len appliziert. Die Entziindungsaktivierung der Plexusepithelzellen mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte 4 h
vor der Neutrophilen-Zugabe. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den Plexusepithelzellen: 2 h.
Die Pfeile weisen auf die Mikrovilli-Kontakte bzw. auf die morphologisch verdnderte Region in un-
mittelbarer Nachbarschaft zu dem Neutrophilen, sowie auf die Zell-Zell-Kontakte der Epithelzellen
hin. Die Bildausschnitte in hbherer VergréBerung sind jeweils farbig dargestellt.

VergréBerung: der MaR3stabsbalken entspricht in Abb. A: 5 um, in B: 2 um und in C: 1 um.
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Abb. 3.103 A-C:

REM-Analyse der Neutrophilen-interaktion mit nicht entziindungsaktivierten Plexusepithel-
zellen.

Die Neutrophilen wurden vor Zugabe zur Epithelzell-Kultur zentrifugiert und in frischem chemisch
definiertem Medium aufgenommen. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den Plexusepithelzellen:
2 h. Die Pfeile weisen auf die Mikrovilli-Kontakte bzw. auf die sich abgrenzende Zone um den Leu-
kozyten und die Zell-Zell-Kontakte hin. Die Bildausschnitte in h6herer VergréRerung sind jeweils
farbig dargestellt.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abb. A: 5 um, in B: 2 um und in C: 1 um.

Wie in der Abbildung 3.103 deutlich zu sehen ist, traten wahrend der beginnenden
Neutrophilen-Transmigration die Mikrovilli-Strukturen der Plexusepithel-Zelloberfla-
che mit den Mikrovilli der Neutrophilen in Kontakt. Sehr auffallig war die wahrend der
Neutrophilen-Transmigration auftretende Zone mit reduzierter Mikrovilli-Dichte um
den Leukozyten herum. Wie die REM-Aufnahme in Abbildung 3.103 C zeigt und in
den Abbildungen 3.104 B und C noch deutlicher zu sehen ist, entstand die auffallige
Zone mit reduzierter Mikrovilli-Dichte in unmittelbarer Nachbarschaft zum Neutrophi-
len ausschlief3lich wahrend der beginnenden Transmigration und nicht wahrend der
initialen Neutrophilen-Interaktion. In dem Stadium in dem die Neutrophilen in noch
kugelférmiger Gestalt auf dem Epithelzell-Monolayer lagen, kam es zwar zum Kon-
takt der Mikrovilli-Strukturen der Plexusepithelzellen mit denjenigen der Neutrophilen,
allerdings wurden die Mikrovilli-Dichte und -Struktur in unmittelbarer Nahe des Neu-

trophilen-Epithelzell-Kontakts nicht verandert.
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Abb. 3.104 A-C:

REM-Analyse der Neutrophilen-Interaktion mit den entziindungsaktivierten Plexusepithelzel-
len.

Die Neutrophilen wurden suspendiert in frischem chemisch definiertem Medium zu den Plexusepi-
thelzellen appliziert. Die Entziindungsaktivierung der Plexusepithelzellen mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte
4 h vor der Neutrophilen-Zugabe. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit den Plexusepithelzellen:
2 h. Die Pfeile weisen auf die Mikrovilli-Kontakte bzw. auf die morphologisch verdnderte Zone in un-
mittelbarer Nachbarschaft zum Neutrophilen, sowie auf die Zell-Zell-Kontakte der Epithelzellen hin.
Die Bildausschnitte in héherer Vergré3erung sind jeweils farbig dargestellt.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abb. A: 5 um, in B: 2 ym und in C: 1 ym.

In der Abbildung 3.104 C ist der morphologisch veranderte Bereich der Plexusepi-
thelzell-Oberflache in unmittelbarer Nahe des transmigrierenden Neutrophilen deut-
lich zu erkennen. Im Gegensatz zu dem nicht aktivierten Plexusepithel, bei dem um
den extravasierenden Neutrophilen herum die Mikrovilli-Dichte lediglich reduziert
wurde (s. Abb. 3.103), ist auf der REM-Aufnahme in Abbildung 3.104 C ein vélliger
Verlust der Mikrovilli in m unmittelbarer Nachbarschaft zum Neutrophilen zu erken-
nen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen in geringerer Vergro3erung, wie sie
in Abbildung 3.103 und 3.104 dargestellt sind, suggerieren ein Einsinken des neutro-
philen Granulozyten in den Plexusepithelzell-Monolayer. Die Mikrovilli-Interaktion des
Plexusepithels zum Neutrophilen wird wahrend der Transmigration zunachst nicht
unterbrochen (s. Abb. 3.104 C). Ob der Mikrovilli-Kontakt zu einem spateren Trans-
migrations-Zeitpunkt abreil3t, wie die Abbildung 3.103 A bis C vermuten lassen, |asst

sich basierend auf den REM-Analysen allein nicht bestatigen. Generell verdeutlichen
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die Abbildungen 3.103 und 3.104, dass die Neutrophilen-Transmigration nicht spezi-
fisch im Bereich der Zellgrenzen der Plexusepithelzellen erfolgte.

Um den Effekt der von den Neutrophilen sezernierten Substanzen auf die Mikrovilli-
Auspragung des Plexusepithels zu analysieren, wurde 9hNkCDM zu den Epithelzel-
len appliziert. Der Vergleich der Abbildungen 3.105 C und D mit den REM-Aufnah-
men der Abbildungen 3.105 A und B zeigt, dass die Inkubation des 9hNkCDMs mit
den Plexusepithelzellen zu einer geringfligig verminderten Ausbildung der Mikrovilli
auf der Epithelzell-Oberflache flihrte.

Der Vergleich des mit 2 ng/ml TNF-a entziindungsaktivierten Plexusepithels mit dem
des nicht stimulierten Epithels ergab, dass die durch TNF-a aktivierten Epithelzellen
eine vergleichsweise reduzierte Auspragung der Mikrovilli aufwiesen (vergl. Abb.
3.103 und 3.104).

Abb. 3.105 A-D:
Der Einfluss des NkCDMs auf die Morphologie der Mikrovilli der Plexusepithelzellen.

A u. B: Plexusepithel ohne NkCDM-Kontakt.
C u. D: Inkubation des 9hNkCDM mit den Plexusepithelzellen.

Inkubationsdauer des 9hNkCDM mit den Epithelzellen: 2 h. Das chemisch definierte Medium wurde
9 h von den Neutrophilen konditioniert, bevor es zu den Plexusepithelzellen appliziert wurde
(9hNkCDM). Neutrophilen konditioniertes Medium (NkCDM,).

VergréBerung: der MaRstabsbalken entspricht in Abbildung A und C: 5 um und in Abbildung B und
D: 2 um.

Die Plexusepithelzellen fir die REM-Analysen wurden freundlicherweise von Susan-

ne Angelow, Institut fiir Biochemie, WWU-Minster zur Verfligung gestellt.
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3.2.5 Die Neutrophilen-Interaktion mit dem Aortenendothel in situ

Die bisherigen Untersuchungen der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bzw. der
Neutrophilen-Plexusepithelzell-Interaktion beschrankten sich ausschlieBlich auf in
vitro Studien. Bei den im Folgenden beschriebenen REM-Analysen handelt es sich
um eine in situ-Analyse der Interaktion neutrophiler Granulozyten mit dem Aortaen-
dothel des Schweins. Obwohl es sich bei diesem Endothelzelltyp um makrovaskulare
Endothelzellen der Aorta handelte, war ein Vergleich der in situ-Analyse mit den
REM-Untersuchungen der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in vitro sehr interessant.
Aus technischen Grinden war ausschlieRlich eine REM-Analyse der Neutrophilen-

Transmigration am Aortenendothel in situ durchfihrbar.

Abb. 3.106 A bisC:

Morphologische Untersuchung der Interaktion von Neutrophilen mit dem entziindungsakti-
vierten Aortaendothel des Schweins in situ.

A u. B: Aortaendothel des Schweins in situ.
C: Transmigration eines neutrophilen Granulozyten durch das Aortenendothel in situ.

Die Neutrophilen wurden in frischem chemisch definiertem Medium zum Aortengewebe appliziert.
Die Entziindungsaktivierung des Aortengewebes mit 2 ng/ml TNF-« erfolgte 4 h vor der Neutrophi-
len-Zugabe. Inkubationsdauer der Neutrophilen mit dem Aortengewebe: 2 h. Die Pfeile wiesen auf
die marginal folds hin.

VergréBerung: der Mal3stabsbalken entspricht in Abb. A: 30 um, in B und C: 3 um.
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Die REM-Aufnahmen der Abbildungen 3.106 A und B zeigen, dass das Aortaendo-
thel des Schweins eine grof¥flachige, wellenférmige Struktur aufweist. Interessanter-
wiese zeigten die REM-Analysen der Aorta-Endothelzellen eine ahnliche Auspragung
der Mikrovilli auf der Zelloberflache und eine identische Struktur der marginal folds
wie die PBCEC (vergl. Abb. 3.106 B und C mit Abb. 3.76 A). Sowohl die marginal
folds als auch die Mikrovilli auf der Endothelzell-Oberflache, die ebenfalls in situ
nachgewiesen werden konnten, verdeutlichen die hohe in vivo-Kompatibiltdt der
PBCEC.

Wie auf dem REM-Bild in der Abbildung 3.106 C deutlich zu sehen ist, transmigriert
der neutrophile Granulozyt flachig auf der Endothelzell-Oberflache. Eine Korrelation
der Neutrophilen-Transmigration zu den marginal folds konnte weder raumlich noch

strukturell beobachtet werden.
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4. Diskussion

Im gesunden Organismus sorgt die Blut-Hirn-Schranke flr ein konstantes Hirnmilieu
(Homoostase), das als Voraussetzung fir eine normale Hirnfunktion gilt. Dartiber hin-
aus nimmt das Zentrale Nervensystem (ZNS) eine besondere Stellung in der Immun-
Uberwachung ein, da die festen Zell-Zell-Kontakte (tight junctions) des cerebralen
Endothels den Durchtritt der Entzindungszellen durch die endotheliale Barriere be-
grenzen. Dieses Immmunprivileg ist unter bestimmten pathologischen Bedingungen,
gestort und kann zum Durchtritt von Leukozyten durch die endotheliale Barriere fiih-
ren, was mit zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielsweise mit
der Multiplen Sklerose oder dem Schlaganfall in Verbindung gebracht wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch eine kombinierte immunzytochemische, bio-
physikalische und morphologische Analyse der entziindungsabhangigen Verande-
rungen an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ein optimiertes in vitro-BHS-Entzindungs-
modell zur Untersuchung des transmigratorischen Prozesses immunkompetenter
Zellen durch das Endothel primar kultivierter Kapillarendothelzellen aus dem Gehirn
des Schweins (PBCEC) etabliert. Im Fokus der Untersuchungen stand die Frage,
welchen Einfluss Cytokine (u. a. TNF-a) und Immunzellen auf die Auspragung der
BHS-Funktion haben und wie die Diapedese der Leukozyten durch die cerebrale
endotheliale Barriere reguliert wird. Grundlegende Voraussetzung daflir war die Eta-
blierung eines serumfreien, chemisch definierten BHS-Kulturmodells, das die Ana-
lyse der entziindungsinduzierenden Cytokin-Effekte unter kontrollierten Bedingungen
ermoglichte. Das in der vorliegenden Studie beschriebene Entziindungskulturmodell
der Blut-Hirn-Schranke wies eine hohe in vivo-Kompatibilitdt auf und ermdéglichte zu-
dem die Induktion entziindlicher Prozesse unter kontrollierten Bedingungen, ohne
dass dadurch die Barriereeigenschaften und die Morphologie der Endothelzellen
verandert wurden. Mit Hilfe dieses BHS-Modells wurde somit erstmals eine gezielte
Analyse der transendothelialen Migration von Leukozyten in vitro unter in vivo-

ahnelnden Bedingungen ermdglicht.
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4.1 BHS-Modelle im Vergleich

Zentrales Kriterium fur die Beurteilung der Endothelzelldifferenzierung aus cerebra-
len Kapillaren in vitro ist die Ausbildung einer effizienten Barrierefunktion, die die
Eigenschaften der BHS in vivo mdglichst exakt wiederspiegelt. Das kennzeichnende
Charakteristikum der Blut-Hirn-Schranke ist deren Ausbildung fester Zell-Zell-Kontak-
te, der sogenannten tight junctions. lhre Dichtigkeit korreliert eng mit ihrem elektri-
schen Widerstand. Um die Barrierefunktion der Kapilarendothelzellen in jedem Kul-
turstadium quantitativ und nicht-invasiv zu bestimmen, ist es notwendig impedanz-
spektroskopisch den transendotheliale Widerstand (TER) des Endothelzell-Monolay-
ers zu messen. Trotz der engen Korrelation des TERs mit der wichtigsten (der isolie-
renden) Eigenschaft der cerebralen Kapillarendothelzellen des Hirnparenchyms, wer-
den TER-Messungen in Blut-Hirn-Schranke-Modellen dennoch nicht routinemaRig
durchgefihrt (Rubin & Staddon, 1999).

Nur selten wurden bisher Kulturmodelle der Blut-Hirn-Schranke etabliert, die hohe
transendotheliale Widerstande erreichten (Rubin & Staddon, 1999). Diese wiesen je-
doch meist keine chemisch definierten Kulturbedingungen auf. Die Untersuchungen
der vorliegenden Studie zeigten, dass die Ausbildung des barrierebildenden Phano-
typs der PBCEC in starkem Malde von der Anwesenheit von Serum im Kulturmedium
bestimmt wurde. So erreichten die PBCEC unter Hydrocortison-haltigen, chemisch
definierten Kulturbedingungen in Abwesenheit von Serum transendotheliale Wider-
stande von 1000 bis 2000 Q x cm?. Die meisten der kultivierten cerebralen Kapillar-
endothelzellen, die unter serumhaltigen Bedingungen kultiviert werden, erreichen
transendotheliale Widerstands-Werte, die 10 Q x cm? nicht Gberschreiten. Diese
TER-Werte sind eher mit denen von Aortenendothelzellen vergleichbar. Ergo weisen
deren Zell-Zell-Kontakte wenig Gemeinsamkeit mit den tight junctions cerebraler
Endothelzellen auf (Rubin & Staddon, 1999).

In vivo sind transendotheliale Widerstande von 2000 Q x cm? in Blutgefalen der
Hirnhaut (Rubin & Staddon, 1999) und Werte von 1200-8000 Q x cm? in cerebralen
Kapillarendothelzellen des Hirnparenchyms gemessen worden (Rapport et al., 1985;
Butt et al.,, 1990). Allerdings sind diese in vivo-Widerstandswerte des Hirnparen-
chyms umstritten (Allt & Lawrenson, 1997). In Kultur sollten cerebrale Kapillarendo-
thelzellen TER-Werte zwischen 500 und 600 Q x cm? aufweisen, um annahernd die
Barrierefunktion der BHS wiederzuspiegeln (Rubin et al., 1991b). Zahlreiche in vitro-
Kulturen cerebraler Kapillarendothelzellen, die die BHS-Eigenschaften moglichst ex-
akt wiederspiegeln sollten, sind als Modelle der Blut-Hirn-Schranke bereits etabliert
worden (Dehouck et al., 1990; Abbot et al., 1992; Durieu-Trautmann et al., 1994;
Rubin et al., 1991; Staddon et al., 1995; Wolburg et al., 1994). Der Verlust der in

vivo-BHS-Charakteristika dieser kultivierten cerebralen Endothelzellen auflert sich
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primar in deren niedrigen Werten des TERs, die zwischen 100 und 600 Q Xx cm?
liegen. So erzielten Raub et al. (1992) in ihrem BHS-Kulturmodell TER-Werte von
160 Q x cm?, Dehouck et al. (1990) dagegen durchschnittlich 661 Q x cm?. Die trans-
endothelialen Widerstandsmessungen des hier verwendeten PBCEC-Modells er-
reichten dagegen mit 2000 Q x cm? Werte, die der in vivo-Situation im Vergleich zu
den bisherigen in vitro-Kulturmodellen am ahnlichsten waren.

Eine haufig genutzte Strategie, cerebralen Endothelzellen in Kultur die charakteristi-
schen Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke zu verleihen, ist deren gemeinsame
Kultivierung mit Astrozyten oder ihre Kultur in Astrozyten-konditioniertem Medium.
Wie Astrozyten die cerebralen Endothelzellen und den molekularen Mechanismus ih-
rer Signalibermittlung auf die Endothelzellen beeinflussen, ist allerdings nicht genau
bekannt. Dennoch sind zahlreiche BHS-Kulturmodelle aus Co-Kulturen cerebraler
Endothelzellen mit Astrozyten entwickelt worden (Dehouck et al., 1990; Isobe et al.,
1996; Hayashi et al., 1997; Stanness et al., 1997). Auch Astrozyten- oder C6-Glioma-
Zell-konditioniertes Medium wird zur Induzierung der BHS-charakteristischen Eigen-
schaften der Endothelzellen in vitro verwendet (Rubin et al., 1991b; Raub et al.,
1992; Hurst & Fritz, 1996; Rist et al., 1997). Rubin et al. (1991a) erreichten durch die
Kultivierung cerebraler Endothelzellen mit Astrozyten-konditioniertem Medium in
Kombination mit cAMP in ihrem Kultursystem TER-Werte von durchschnittlich 625 O
x cm? und Maximalwerte von 1500 Q x cm?®. Da aber der Effekt der Astrozyten auf
die cerebralen Endothelzellen nicht genau bekannt ist und zudem die Induktion der
barrierebildenden tight junctions in diesem Kontext in vivo noch nicht nachgewiesen
werden konnte (Rubin & Staddon, 1999), verhindert die gemeinsame Kultur von En-
dothelzellen mit Astrozyten die Schaffung konstanter und chemisch definierter Kultur-

bedingungen.
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4.2 Das BHS-Entziindungsmodell

4.2.1 Der Einfluss von Serum und Glucocorticoiden

Warum sollte auf Serum verzichtet werden ?

In den meisten Endothelzell-Kulturmodellen verschiedenster Tierspezies werden
Standardkulturbedingungen mit hohen Konzentrationen von Serum angewandt
(Rubin & Staddon, 1999). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Serum einen erhebli-
chen Einfluss auf die Zellen austibt. Durch den Entzug des permeabiltatssteigernden
und entziindungsstimulierenden Serums war es moglich, TER-Werte der PBCEC von
durchschnittlich 500 Q x cm? zu erzielen. Durch den Zusatz physiologischer Mengen
an Hydrocortison wurde der transendotheliale Widerstand auf bis zu 2000 Q x cm?
gesteigert. Die vergleichende transmissionselektronenmikroskopische Analyse des
Serum-Effekts auf die PBCEC zeigte, dass die in Serum kultivierten Endothelzellen
im Gegensatz zu den PBCEC, die unter serumfreien, Hydrocortison-haltigen Kultur-
bedingungen kultiviert wurden, erhebliche Unterschiede aufwiesen. So zeigten die
PBCEC in serumfreien, Hydrocortison-haltigem Medium eine klar definierte tight
junction-Region, verbunden mit einem flachig langgestreckten Zellkérper auf und wa-
ren fest mit dem Kultursubstrat verankert. AusschlieRlich unter diesen Kulturbedin-
gungen kam es zur Ausbildung Endothelzell-spezifischer Strukturen an den Kontakt-
stellen benachbarter Zellen, den sog. marginal folds, die als typische in vivo-Endo-
thelzellstrukturen betrachtet werden. Insgesamt charakterisierte die ultrastrukturelle
Beschaffenheit der PBCEC einen morphologischen Zustand, der vergleichbar mit der
in vivo-Situation war.

Im Gegensatz dazu, verursachte der Serumzusatz von der basolateralen Zellseite in
Abwesenheit von Hydrocortison ein Ablésen der Zellen vom Substrat. DarGber hin-
aus war die tight junction-Region unter dieser Kulturbedingung kaum entwickelt, die
Zellen wirkten hypertrophisch und die Ausbildung der marginal folds unterblieb. Auch
die rasterelektronenmikroskopischen Analysen zeigten, dass die Zellgrenzen unter
serumhaltigen Kulturbedingungen wesentlich schwacher ausgepragt waren. Diese
morphologischen Unterschiede korrelierten direkt mit der impedanzspektroskopisch
ermittelten Barrierefunktion der PBCEC unter den unterschiedlichen Kulturbedingun-
gen. Die TER-Filtermessungen belegten, dass in Gegenwart von Serum im Kultur-
medium die Barrierefunktion der Endothelzellen im Vergleich zum serumfreien, Hy-
drocortison-haltigen Kultursystem erheblich geschwacht wurde.

Die impedanzspektroskopischen TER-Filtermessungen ergaben weiterhin, dass der
Einfluss des Serums eine Polaritat besitzt. Nur bei Einwirken von der basolateralen
Seite der PBCEC (entspricht aus anatomischer Sicht der Hirnseite) wurde der TER

der PBCEC um ein Vielfaches gesenkt, was einem weitgehenden Verlust der Barrie-
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refunktion der cerebralen Endothelzellen entsprach und was sich nach ultrastruktu-
reller Analyse in der gestorten Integritdt des Endothelzell-Monolayers deutlich wie-
derspiegelte. Die Ergebnisse der impedanzspektroskopischen Messungen Korrelie-
ren also direkt mit denen der ultrastrukturellen Untersuchungen. Bei Einwirken von
der apikalen Zellseite wurde der TER dagegen kaum beeintrachtigt. So zeigte auch
die Untersuchung der PBCEC-Barrierefunktion mit Hilfe der ECIS-Methode, dass die
Zugabe des Serums von der apikalen Seite, die Barrierefunktion der PBCEC kaum
beeinflusste. Die Serum-Zugabe zu den PBCEC verursachte eine kurzzeitige und re-
versible Senkung der ECIS-Parameter-Werte von R, und a, die jedoch annahernd
wieder ihre Ausgangswerte erreichten.

Unter physiologischen Bedingungen werden im Saugetier schon in einem friihen Ent-
wicklungsstadium Serumproteine im Gehirn ausgeschlossen (Saunders et al., 1991),
so dass die Auswirkung der Serumpolaritat in dem PBCEC-Kulturmodell auf eine
physiologische Polaritdt der PBCEC deutet, die zahlreichen BHS-Kulturmodellen
fehlt (Isobe et al., 1996). Dennoch wird in den meisten Kulturmodellen der Blut-Hirn-
Schranke Serum verwendet, ohne auf die physiologische Polaritat der cerebralen En-
dothelzellen zu achten. Interssanterweise spiegelte sich der polare Effekt des Se-
rums nicht in der Expression der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1, Claudin-5
und Occludin der PBCEC wieder. Unabhangig davon, ob die PBCEC von der apika
len oder basolateralen Zellseite mit serumhaltigem CDM inkubiert wurden, fiihrte das
Serum nicht zu einer signifikanten Umstrukturierung der genannten tight junction-
Proteine.

Die Befunde dieser und weiterer Arbeiten (Krischke, 2000; Nitz, 2001) zeigten, dass
die Wirkung des Serums auf die PBCEC-Kulturen sehr komplex und heterogen ist.
Ausschlaggebend fiir den Verzicht auf Serum im Kulturmedium der PBCEC waren al-
lerdings die Befunde der immunzytologischen Untersuchungen. Diese zeigten, dass
die Inkubation der PBCEC in serumhaltigem Medium sowohl von der luminalen als
auch von der abluminalen Zellseite entziindliche Veranderungen ausloste. Den
Nachweis erbrachte die Expression des E-Selektins, einem Adhasionsmolekil der
sogenannten Adhasionskaskade des entziindungsaktivierten Endothels. Die PBCEC,
die unter serumfreien, Hydrocortison-haltigen Bedingungen kultiviert wurden, wiesen
dagegen keine E-Selektin-Expression auf.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass der Serumzusatz zum Kulturmedium eine
entziindungsinduzierende und permeabilitdtssteigernde Wirkung auf die kultivierten
cerebralen Endothelzellen austibte. Eine erfolgreiche Charakterisierung des Transmi-
grationsprozesses der Leukozyten durch einen kontrolliert entziindungsaktivierten
Endothelzell-Monolayer schlieft ein serumhaltiges Kultursystem der BHS also aus.
Nichtsdestotrotz wird, ungeachtet des inflammatorischen Effekts und der polaritats-

bedingten permeabilitdtssteigernden Wirkung des Serums, in den meisten BHS-Kul-
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turmodellen, die zur Untersuchungen entziindlicher Prozesse und der Charakterisie-
rung der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion eingesetzt werden, standardmaRig Se-
rum ins Kulturmedium zugesetzt (Adamson et al., 2002; Etienne-Manneville et al.,
2000; Frieser et al., 1997; Kallmann et al., 2000; Sixt et al., 2001; Sorokin et al, 1997;
1994; Wong et al., 1999). Auch in Kulturmodellen der peripheren vaskuldren Endo-
thelzellen, die zur Analyse entziindlicher Prozesse, insbesondere der Leukozyten-
Endothel-Interaktion eingesetzt werden, wird serumhaltiges Kulturmedium verwendet
(Nicholas et al., 1988; Del Maschio et al., 1996; Allport et al., 1997b; Burns et al.,
1997; Sandig et al., 1997; Martin-Padura et al., 1998; Burns et al., 1999; Burns et al.,
2000; Allport et al., 2002), ohne zuvor die unspezifischen Effekte des Serums auf die

Endothelzellen zu analysieren.

Warum ist die Auspragung der tight junctions im BHS-Modell so wichtig ?

Da das Ziel dieser Arbeit die Analyse des Transmigrationsmechanismus von Leuko-
zyten durch das cerebrale Endothel der Blut-Hirn-Schranke war, stand die Unter-
suchung der Beteiligung der tight junctions wahrend der Diapedese der Leukozyten
im Fokus der Analysen. Eine umfassende Charakterisierung der tight junction-assozi-
ierten Proteine der PBCEC vor Beginn der eigentlichen Endothel-Leukozyten-Interak-
tionsstudien war somit von essentieller Bedeutung.

Die Studien von Burns et al. (1997) zeigten beispielswise, dass die durch Astrozyten-
konditioniertes Medium induzierten tight junctions im HUVEC-Modell nicht kontinuier-
lich die Zellgrenzen sdumen, denn an den Punkten, an denen drei Endothelzellen zu-
sammenstolen (tricellular corners) fanden sich ca. 10 um grofRe Liicken. Diese Dis-
kontinuitdten konnten Burns und Mitarbeiter immunzytologisch durch den Nachweis
der tight junction-Proteine ZO-1 und Occludin zeigen. So zeigten Burns et al., 1997;
Burns et al., 2000), dass die Transmigration neutrophiler Granulozyten die Integritat
der tight junctions des HUVEC-Monolayers nicht beeintrachtigte, da die Leukozyten
durch die tight junction-freien tricellular corners transmigrierten. Derartige Befunde
unterstreichen die Notwendigkeit, vorab der Leukozyten-Transmigrations-Experimen-
te die Kontinuitat der tight junctions in in vitro-Endothelzell-Kulturmodellen detailliert
zu untersuchen. UnregelmaRigkeiten in der Ausbildung der tight junctions an den
tricellular corners wurden auch von Barry et al. (1995) durch die immunzytologische
Analyse des ZO-1-Proteins an Endothelzellen der Cornea nachgewiesen. Gleiches
zeigten Walker et al. (1994) mit Hilfe von freeze-fracture-Analysen an Lungenkapillar-
endothelzellen. Obwohl davon ausgegangen werden sollte, dass ein Endothelzell-
Monolayer eines Blut-Hirn-Schranke-Kulturmodells prinzipiell keine UnregelmaRigkei-

ten beziglich der tight junction-Expression aufweist, kann es dennoch kulturbedingt
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zu solchen Diskontinuitaten der Zell-Zell-Kontakte kommen, so dass eine entspre-
chende Untersuchung essentiell ist.

Zur detaillierten Charakterisierung der tight junctions und der Zellintegritat der cere-
bralen Endothelzellen in dem PBCEC-Modell wurden ultrastrukturelle, immunzyto-
chemische und biophysikalische Analysen durchgefiihrt. Die immunzytologische Un-
tersuchung der spezifischen tight junction-assoziierten Proteine, wie ZO-1, Occludin
und Claudin-5 haben gezeigt, dass der Entzug von Hydrocortison aus dem serum-
freien Kulturmedium einen entscheidenden Einfluss auf die Expression der unter-
suchten Proteine ausiibte. Interessant war dabei, dass der Grad der Beeintrachti-
gung der untersuchten tight junction-Proteine, der sich in einer verzerrten und ge-
schwachten Fluoreszenzmarkierung der Zellgrenzen manifestierte nicht identisch
war. So wurde durch die Abwesenheit des Hydrocortisons im chemisch definierten
Medium (CDM) der PBCEC die ZO-1-Expression am starksten beeintrachtigt, die
Occludin-Exression dagegen kaum. Das Claudin-5-Protein nahm diesbeziiglich eine
Mittelstellung ein. Wie die immunzytochemische Analyse zeigte, kam es dagegen in
Gegenwart von Hydrocortison zu einer distinkten und verstarkten Auspragung der
untersuchten tight junction-assoziierten Proteine. Diskontinuitaten konnten nicht beo-
bachtet werden. Sowohl die unbeeintrachtigte Expression der tight junction-assoziier-
ten Proteine in Anwesenheit von Hydrocortison, als auch die durch den Entzug des
Hydrocortisons verursachte Stérung der Expression der untersuchten Proteine, spie-
gelte sich in den hohen bzw. erniedrigten transendothelialen Widerstdnden der
PBCEC wieder.

4.2.2 Die Barrierefunktion

Wie wirkt sich Hydrocrotison auf die Barrierefunktion der BHS in vitro aus ?

Zusatzlich zu den morphologischen und immunzytochemischen Analysen wurde das
BHS-Entziindungsmodell mit Hilfe der sog. ECIS-Technik (electrical cell-substrate
impedance sensing), einer relativ neuen impedanzspektroskopischen Methode, un-
tersucht. Diese Technik wurde erstmals von Giaever & Keese (1991) und Lo et al.
(1995) an Fibroblasten bzw. Epithelzellen angewandt. Mit der ECIS-Methode war es
nicht nur mdglich den transendothelialen Widerstand zu messen, sondern zeitgleich
die den Gesamtwiderstand einer Zellschicht beschreibenden einzelnen Komponen-
ten, den Zell-Zell-Kontakt (Ry,), den Zell-Substrat-Kontakt (o) und die Membrankapa-
zitat (C,) getrennt voneinander zu bestimmen. Die ECIS-Technik war damit zur Be-
arbeitung der Aufgabenstellung dieser Studie, der Leukozyten—Extravasation durch

das Endothel der BHS in vitro, ein hervorragendes Werkzeug.
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Die Fahigkeit, mit Hilfe der ECIS-Technik zeitaufgeldst Veranderungen der Zellmor-
phologie in Form der drei Parameter Ry, a und Cp, zu bestimmen, war nicht nur zur
Untersuchung des Einflusses inflammatorischer Substanzen oder Immunzellen auf
die PBCEC wichtig, sondern wurde ebenfalls genutzt, um die Ausgangsbedingungen
des Entziindungsmodells umfassender zu charakterisieren. So wurde die direkte Wir-
kung des Hydrocortisons auf den Zell-Zell-, den Zell-Substrat-Kontakt und die Mem-
brankapazitat wahrend der Barriereentwicklung der PBCEC analysiert. Dabei konnte
neben der Aus <ypragung der Zellmorphologie, vergleichend die zeitliche Reihen-
folge der Entwicklung der drei Parameter wahrend der Auspragung der BHS-Bar-
riereeigenschaften bestimmt werden. Besonders interessant war dabei die Frage, ob
durch den Hydrocortison-Zusatz zuerst der Zell-Substrat- oder der Zell-Zell-Kontakt
ausgepragt wurde. Die ECIS-Analyse des Hydrocortison-Effekts auf die Barriereent-
wicklung der PBCEC wurde vom 4. DIV, dem Kulturtag, an dem der Endothelzell-Mo-
nolayer das konfluente Entwicklungsstadium erreicht hatte und von serumhaltige auf
serumfreie Kulturbedingungen umgestellt wurde, bis zum 6. DIV durchgeflihrt, der
Tag an dem die BHS-Barierefunktion der PBCEC normalerweise ausgepragt war.

Die Ergebnisse der ECIS-Messung zeigen deutlich, dass wahrend der Bildung
der BHS-typischen Barrierefunktion der PBCEC zwei unterschiedliche Entwicklungs-
phasen definierbar waren, die sich in Anwesenheit von Hydrocortison besonders
deutlich hervorhoben. Die primde Phase zeichnete sich durch einen parallelen An-
stieg von Ry, und a aus. In der sekundaren Entwicklungsphase trennte sich der Kur-
venverlauf von a und Ry, wobei Ry, weiterhin vergleichsweise steil anstieg, der Wert
fur o dagegen verlangsamt aber stetig zunahm. In Abwesenheit von Hydrocortison
zeichnete sich der biphasische Verlauf von R, und a nicht so deutlich ab, obschon er
nachweisbar war. Im Gegensatz zu den Hydrocortison-haltigen Kulturbedingungen
stieg der Wert fir o kaum an, wohingegen der Wert flr Ry, erst in der sekundaren
Phase, also erst nach ca. 7 Stunden signifikant anstieg.

Insgesamt erreichten R, und o in Anwesenheit von Hydrocortison wesentlich hdhere
Endwerte als ohne den Hydrocortison-Zusatz. Der Widerstand der Membrankapazitat
blieb unter beiden Versuchsbedingungen konstant. Bei dem barriereverstarkenden
Effekt des Hydrocortisons handelte es sich generell um einen langandauernden Pro-
zess, der einen Sattigungsverlauf aufwies und nach 2-3 Tagen sein Maximum er-
reichte.

Interessanterweise konnten Moy et al. (2000) bei der Untersuchung auf HUVECs zei-
gen, dass es wahrend des regenerativen Widerstandsanstiegs des Endothelzell-Mo-
nolayers nach der durch die Histamin-Applikation verursachten Abnahme des trans-
endothelialen Widerstands zuerst zu einer Verstarkung des Zell-Matrix-Kontakts und

erst etwas verzdgert zu einem Anstieg des Zell-Zell-Kontakts kam. Im Gegensatz da-
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zu entwickelten sich bei der Hydrocortison-bedingten Barrierebildung der PBCEC der
Zell-Matrix und der Zell-Zell-Kontakt in der Anfangsphase zeitgleich.

Daraus resultierte die Frage, ob die Festigung des Zell-Matrix-Kontakts und der Zell-
Zell-Kontakte nach Umstellung der PBCEC auf chemisch definierte Kulturbedingun-
gen mit Zusatz von Hydrocortison zwangslaufig parallel verlauft und ob somit eine

Abhangigkeit in der Entwicklung der Parameter R, und a besteht.

Die Barrierefunktion kultivierter Endothelzellen in Abhangigkeit vom Kulturtag

Moy et al. (2000) zeigten, dass die am Gesamtwiderstand einer konfluenten HUVEC-
Zellschicht beteiligten Parameter Ry, o und C, in Abhangigkeit vom Kulturtag der
Zellen unterschiedlich ausgepragt werden. HUVECs, die sich seit 5 Tagen in einem
postkonfluenten Entwicklungszustand befanden, wiesen einen starkeren Zell-Zell-
Kontakt, also héhere Ry,-Werte, daflir aber niedrigere Werte fiur C,, und o auf als die-
jenigen Zellen, die erst seit einem Tag einen konfluenten Zell-Monolayer ausgebildet
hatten. Ahnliches konnten auch Davies et al. (1993) durch Interferenz-Reflektionsmi-
kroskopie zeigen.

Die Untersuchungen des entzlndlichen Prozesses und der Leukozyten-Endothel-In-
teraktion im BHS-Entziindungsmodell der vorliegenden Studie wurden grundsatzlich
an dem gleichen Kulturtag durchgefiihrt, und zwar an demjenigen, an dem die ECIS-
Parameter-Werte fir R, und o der PBCEC ihr Maximum erreichten, die Barrierefunk-
tion der Endothelzellen also optimal ausgepragt war.

Moy et al. (2000) postulierten zudem, dass die nach einem widerstandssenkendem
Stimulus (Histamin) einsetzende Regeneration der Barrierefunktion einer Endothel-
zellschicht in Form der sequentiellen Entwicklung der Parameter Ry, o und C,, vom
postkonfluenten Entwicklungsalter des Endothelzell-Monolayers abhangt. Der wah-
rend des regenerativen Anstiegs des Gesamtwiderstands zuerst steigende Zell-Ma-
trix-Kontakt der Endothelzellschicht, dem erst verzogert die Festigung des Zell-Zell-
Kontakts folgte, war bei einem HUVEC-Monolayer zu beobachten, der erst seit ei-
nem Tag einen konfluenten Entwicklungszustand aufwies. Dieser Effekt konnte in
dem HUVEC-Monolayer, der bereits vor 5 Tagen einen konfluenten Zustand erreicht
hatte, nicht nachgewiesen werden.

Der Vergleich der Regenerationsphase der ECIS-Parameter R, und o der PBCEC
des 7. DIV zeigten nach der Zugabe von TNF-a. einen identischen Kurvenverlauf wie
die HUVECSs, die seit einem Tag konfluent waren: der der Widerstandssenkung nach
TNF-a-Zusatz folgende Wiederanstieg des Gesamtwiderstands erfolgte konstant
durch den initialen Anstieg des Parameters o, dem der Anstieg von R, zeitlich verz6-

gert folgte. Dabei kam es entweder unabhangig voneinander zur Starkung des Zell-
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Substrat- und des Zell-Zell-Widerstands oder der schnellere Anstieg des Zell-Sub-
strat-Widerstands war die Voraussetzung fir die Starkung des Zell-Zell-Kontakts.

Die Parameter R, und oo der PBCEC des 9. DIV wurden durch die TNF-a -Applikation
dagegen irreversibel gesenkt, so dass ein Vergleich ihrer sequentellen Regeneration
nicht méglich war.

Die TNF-a induzierte Abnahme der ECIS-Parameter-Werte von R, und o der PBCEC
verschiedener Kulturtage (7. DIV und 9. DIV) verlief extrem unterschiedlich. Eine
deutliche Parallele konnte zu den Untersuchungen von Moy et al. (2000) gezogen
werden, die den Einfluss des pro-inflammatorischen Histamins auf HUVECs unter-
schiedlicher Kulturtage mit Hilfe der ECIS-Methode lokalisiert haben. Die Autoren
konnten zeigen, dass sich Histamin, je nach Kulturtag der postkonfluenten HUVECs,
unterschiedlich auf den Zell-Matrix-Kontakt auswirkte. In seit 5 Tagen postkonfluen-
ten HUVECs wurde der Zell-Substrat-Kontakt (o) durch die Zugabe von Histamin
nicht beeinflusst, wogegen der Zell-Zell-Kontakt (Ry) signifikant gesenkt wurde. Inte-
ressanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit Identisches beobachtet. So kam es
durch die Zugabe des TNF-a zu den PBCEC des 9. DIV ebenfalls nicht zu einer di-
rekten Senkung des Wertes von o, wohingegen der Wert von R, drastisch reduziert
wurde. Im Gegensatz zum Verlauf des Wertes von Ry in den Studien von Moy et al.
(2000), war die Schwachung des Zell-Zell-Kontakts der PBCEC allerdings irreversi-
bel.

Die seit einem Tag einen konfluenten HUVECs wiesen dagegen eine fast gleichzei-
tige Senkung des Werte flir a und Ry, auf. Eine héhere zeitliche Auflésung zeigte
allerdings, dass o etwas zeitverzogert im Vergleich zu Ry, gesenkt wurde. Wie auch
Histamin auf die HUVECs, so wirkte sich TNF-a direkt auf die Endothelzell-Adh&sion
und die Zell-Zell-Kontakte der PBCEC des 7. DIV aus, wobei die Schwachung der in-
terendothelialen Zell-Kontakte, wie auch im HUVEC-Modell von Moy et al. (2000)
groler war. Ein etwas verzogerter Abfall der Werte des Zell-Matrix-Kontakts nach der
Erniedrigung der Werte des Zell-Zell-Kontakts konnte teilweise beobachtet werden,
war jedoch aufgrund des groben Zeitfensters und der Primarkultur-bedingten
Schwankungen der PBCEC nicht konstant detektierbar.

Wie die Analyse des Effekts eines externen Stimulus (TNF-a) auf den Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Kontakt der PBCEC mit Hilfe der hochsensitiven ECIS-Technik demonst-
rierte, differierten die Parameter R, und o in Abhangigkeit vom Entwicklungszustand
der eingesetzten PBCEC enorm. Die ECIS-Messungen der vorliegenden Arbeit und
der Studie von Moy et al. (2000) verdeutlichten, dass es dabei nicht nur wichtig war,
dass die Endothelzellen einen konfluenten Monolayer ausbildeten, sondern wie lange
sie den konfluenetn Entwicklungsstatus schon aufwiesen

Die Studien im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass die PBCEC auf den TNF-a-Sti-
mulus mit einer simultanen Antwort der interendothelialen junctionalen Kontakt-
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bereiche und der Zell-Matrix-Kontakte reagierten, so dass eine sequentielle und von-
einander abhangige Beeinflussung der beiden Parameter R, und a unwahrscheinlich
ist. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass die Auswirkung eines dufieren Stimulus
auf die barrierebildenden Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte eines Endothelzell-
Monolayers von der jeweiligen Kulturbedingung abhangig ist, wie die ECIS-Studien
nach Zugabe des Apoptose-Induktors Cycloheximid gezeigt haben. So kam es durch
die Zugabe von CHX in das serumhaltige Medium der PBCEC ebenfalls zu einem
Zell-Zell-Kontakt-bedingten Abfall des Gesamtwiderstands, wogegen der Zell-Sub-
strat-Kontakt fast unbeeintrachtigt blieb. Die PBCEC in serumfreiem, Hydrocortison-
haltigem Medium dagegen senkten den Widerstand ihres Zell-Zell- und ihres Zell-
Substrat-Kontakts sowohl nach TNF-a als auch nach der Applikation von CHX dage-
gen zeitgleich. Diese Beobachtung demonstriert den enormen Einfluss der Kulturbe-
dingung bei der Untersuchung der Auswirkung externer Stimuli, wie beispielsweise
von Entziindungsaktivatoren, auf die Endothelzell-Barrierefunktion.

Ausschliel3lich die Anwendung der ECIS-Methode ermdglichte die notwendige detail-
lierte Beurteilung der Auspragung der Barrierefunktion der BHS-in vitro, die fur die

Untersuchung der entziindlichen Prozesse essentiell war.

Der Zusammenhang zwischen der Barrierefunktion, der Zellmorphologie und der

Zellform

Parallel zu den ECIS-Analysen wurden REM-Analysen durchgefiihrt, in denen die
biophysikalisch ermittelte Morphologie der PBCEC mit der mikroskopisch sichtbaren
Ultrastruktur der Zellen in An- und Abwesenheit von Hydrocortison verglichen wurde.
Der Vergleich der REM-Aufnahmen der PBCEC zeigte, dass sich nach der Umstel-
lung der Endothelzellkulturen auf serumfreie, chemisch definierte Kulturbedingungen
ausschlie3lich nach Zusatz von Hydrocortison an den Zellgrenzen der cerebralen En-
dothelzellen die marginal folds ausbildeten, wie sie auch in vivo auftreten. In Abwe-
senheit von Hydrocortison wiesen die PBCEC zwar eine intakte Zellintegritat auf, ent-
wickelten jedoch die Endothelzell-spezifischen Auffaltungen an den Zellgrenzen
nicht. Da eine Abnahme des Widerstands der Zell-Zell-Kontakte (Rp) mit einer Ab-
stands-VergréRerung zwischen benachbarten Zellen korreliert (Moy et al., 2000), wur-
de die funktionelle Veranderung von R, mit den strukturellen, morphologischen Be-
funden der REM- und TEM-Aufnahmen der PBCEC verglichen. Da sich die Zellmem-
branen der aneinandergrenzenden Endothelzellen tberlappten und die charakteristi-
schen Aufwdlbungen an den Zellgrenzen ausbildeten, war es allerdings schwierig,
anhand der REM-Bilder eine Aussage Uber den Zell-Zell-Abstand zu treffen. Im Ge-
gensatz dazu schienen die REM-Aufnahmen der PBCEC in CDM ohne Hydro-
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cortison-Zusatz, denen im basolateralen Filterkompartiment Serum zugesetzt wurde,
einen Abstand aufzuweisen. Die Moglichkeit, dass der Abstand zwischen den Zellen
unmittelbar mit dem Parameter R, und dem Entwicklungszustand der marginal folds
korreliert, ist nicht auszuschlieRen. Da die TEM-Analyse der PBCEC, anders als die
ECIS-Untersuchungen, nicht sequentiell, das heit in geeigneten Zeitintervallen
durchgefihrt werden konnte, ist eine Korrelation beider Untersuchungen zum Ab-
stand der Zellen zueinander nicht mdglich.

Der ECIS-Parameter C,,,, der die Membrankapzitat der Endothelzellen beschreibt, ist
ebenso wie der Parameter R, und a an der Bildung des Gesamtwiderstands der En-
dothelzellschicht beteiligt. Je hohere Werte C,, erreicht, desto mehr Aufwdlbungen
bzw. Ausstllpungen weist die Plasmamebran auf, was in einer groferen Oberflache
resultiert (Moy et al., 2000). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von
Schmid-Schonbein et al. (1995) Uberein, die anhand elektronenmikroskopischer Ana-
lysen zahlreiche Membran-Auffaltungen in Endothelzellen nachweisen konnten.
Ubereinstimmend, konnte in den REM-Analysen der vorliegenden Arbeit gezeigt wer-
den, dass sich in Abwesenheit von Hydrocortison die Auffaltungen an den Zellgren-
zen der PBCEC nicht entwickelten. Die marginal folds der Endothelzellen, die wie die
TEM-Aufnahmen zeigten, eine erstaunliche Ausdehnung aufwiesen, bildeten sich in
ihrer charakteristischen Form ausschlieRlich in Anwesenheit von Hydrocortison. Al-
lerdings wiesen die in Hydrocortison-haltigem CDM kultivierten PBCEC im Vergleich
zu denjenigen Endothelzellen, die in Abwesenheit von Hydrocortison ihre Barriere-
funktion entwickelten identische C,,—Werte auf. Eine Korrelation der impedanzspek-
troskopisch ermittelten Membrankapazitat mit der morphologischen Auspragung der
PBCEC-Zelloberflache, insbesondere der marginal folds-Auspragung konnte somit
nicht gezogen werden.

Durch den immunzytologischen Nachweis ausgewahlter tight junction-assoziierten
Proteine wurde der Verlauf der PBCEC-Zellgrenzen und damit die Zellform der En-
dothelzellen dargestellt. Der Vergleich dieser immunzytologischen Untersuchungen,
wie beispielsweise der des ZO-1-Proteins zeigte, dass sich der Verlauf der Zellgren-
zen und korrelierend die Zellform der PBCEC, kultiviert unter chemisch definierte
Kulturbedingungen ohne Hydrocortison deutlich von denjenigen Endothelzellen un-
terschied, die in Anwesenheit von Hydrocortison ihre BHS-typische Barrierefunktion
entwickelten. Wie die ZO-1-Expression deutlich zeigte, wies der Zellkorper der
PBCEC in Anwesenheit von Hydrocortison eine spindelférmige, langgestreckte Form
auf, wahrend die Zellgrenzen distinkt und geradlinig ausgepragt waren. Im Gegen-
satz dazu kam es in Abwesenheit von Hydrocortison zu einer deutlichen Verzerrung
der ohnehin deutlich schmaler entwickelten Zellgrenzen und zu einer Veranderung
der Zellkérperform der PBCEC.
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Tiruppathi et al. (1992) zeigten, dass eine durch einen Stimulus ausgeloste, impe-
danzspektroskopisch gemessene Erniedrigung des transendothelialen Widerstands
eines Endothelzell-Monolayers, einhergeht mit einer Retraktion und folglich zu einer
Veranderung des Zellkdrpers fuhrt. Die von Galdal et al. (1983) und Laposata et al.
(1983) nachgewiesene Endothelzell-Retraktion, die von einem erhéhten parazellula-
ren Transport von Makromolekillen begleitet wird, wurde der Bildung von Licken in
der Interzellularzone zugeschrieben. Tiruppathi et al. (1992) gelang es, die Korrela-
tion der durch a-Thrombin (ein inflammatorischer Mediator) verursachten morpholo-
gischen Veranderung der Zellform mit der impedanzspektroskopischen Bestimmung
des parazellularen Widerstands der Endothelzellen zeitaufgelést nachzuweisen. In
ihren Studien an BPMVEC (bovine pulmonary microvessel endothelial cells) und
BPAEC (bovine pulmonary artery endothelial cells) konnten Tirrupathi und Mitarbeiter
nachweisen, dass die durch a-Thrombin verursachte Retraktion der Endothelzellen
mit einer Offnung der interendothelialen junctions einherging.

Durch die ECIS-Technik war es in der vorliegenden Studie moglich, den Anteil des
Widerstands der interendothelialen Kontaktzone (Rp) am Gesamtwiderstand zu be-
stimmen und mit der immunzytologisch dargestellten Zellform der nachgewiesenen
tight junction-assoziierten Proteine der PBCEC zu vergleichen. Die Korrelation der
R,-Widerstandswerte der PBCEC mit der immunzytologischen ZO-1-Expression be-
legt, dass die Zellform einen erheblichen Einfluss auf die Integritat der interendothe-
lialen Zell-Zell-Kontakte ausubt. Die vorliegenden immunzytologischen Analysen der
tight junction-assoziierten Proteine wurden angefertigt, nachdem die PBCEC ihre
maximale Barrierefunktion erreichten. Da es sich bei der Erhéhung des transendo-
thelialen Widerstands der PBCEC durch Umstellung der Kultur von serumhaltige auf
serumfreie Bedingungen, um einen sich langsam verstarkenden Effekt handelte, war
eine sequentielle, zeitaufgeloste Anfertigung der Immunfluoreszenzen, parallel zur
ECIS-Messung nicht notwendig. In der vorliegenden Studie war es ausreichend, die
nach Erreichen der maximalen PBCEC-Barrierefunktion ermittelten R,-Messwerte mit
den immunzytologischen Befunden ihrer tight junction-assoziierten-Proteine gegen-
Uberzustellen. Fir das von Tiruppathi et al. (1992) eingesetzte a-Thrombin waren da-
gegen sequentiell durchgefihrte Studien der Zellform parallel zur zeitaufgeldsten
ECIS-Messung wichtig, da der Effekt des a-Thrombins schnell einsetzte und zudem
reversibel war.

Die immunzytologisch nachgewiesene Verzerrung der Zellgrenzen und Veranderung
des Zellkérpers jener PBCEC, kultiviert in CDM ohne Hydrocortison-Zusatz, in Kom-
bination mit einem sehr geringen Anstieg des Ry,-Wertes, deuteten auf eine Weitung
der interendothelialen junctions hin. Da das Aktin-Zytoskelett bekanntlich eine aktive
Rolle bei der Erhaltung der Zellstruktur spielt (Ojakian, 1981; Werth et al., 1983;

Yamasaki et al., 1983) und der tight junction-Komplex, z. B. via ZO-1, sowohl an das
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Aktin-Skelett bindet als auch als cross-linking-Protein fungiert, ist eine parazellulare
Widerstandsveranderung durch die Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts eine fol-
gerichtige Antwort der Endothelzellen. (Nusrat et al., 2000) postulierten, dass durch
verschiedenste Stimuli (u. a. durch Hormone) die tight junction-Permeabilitat durch
eine Aktomyosin-Kontraktion und damit einer Zellform-Veranderung reguliert wird.
Ihre Hypothese besagt, dass die ZO-1-Interaktion mit Cingulin und Aktin, die Cingu-
lin-Interaktion mit Myosin und schlieBlich die als Briickenverbindung dienende Akto-
myosin-Interaktion die tight junction-Integritat durch den perijunctionalen Aktomyosin-
ring steuert und somit fir den parazellularen Widerstand verantwortlich ist. Diese
Vermutung scheint eine schlissige Erklarung fiir die Auswirkung der Zellform auf den
parazellularen Widerstand der Endothelzellen zu sein. Nach Hecht et al. (1996) er-
folgt die parazellulare Permeabilitdtsregulierung einer Endothelzellschicht durch
Phosphorylierungen der Aktin/Myosin-bindenen Proteine. Dass solche Phosphorylie-
rungen einen Einfluss auf die Zellform und die Aufweitung der interendothelialen
junctions haben, wurde schon von Ojakian (1981), Yamasaki et al. (1983) und Werth
et al. (1983) gezeigt.

Die fur die cerebralen Endothelzellen offensichtlich nicht optimal ausgepragte Zell-
form, die sich in der gestorten tight junction-Integritat der PBCEC und ergo den nied-
rigen Werten des Parameters R, wiederspiegelte, wurde in der Immunfluoreszenz
des ZO-1 Proteins bildlich dargestellt. Méglicherweise wurde durch die bei verander-
ter Zellform verursachte Verzerrung der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte die Bin-
dung des Antikérpers an sein Epitop beeintrachtigt oder der Antikdrper band durch
die Aufweitung des tight junction-Komplexes lediglich partiell, so dass die immunzy-
tochemisch sichtbare ZO-1 Expression verzerrt und stellenweise schwach ausge-
pragt wirkte.

Im Gegensatz dazu zeigte die distinkte, geradlinig verlaufende ZO-1-Farbung, dass
die PBCEC, kultiviert in CDM mit Hydrocortison, spindelformig geformt sind, und
dass der interendotheliale tight junction-Komplex nicht auseinandergezerrt wurde.
Dies spiegelte sich in den hohen Ry, Werten des parazellularen Widerstands wieder.
Hydrocortison sorgt anscheinend fiir die Ausbildung einer Zellform, die fir eine opti-
male Anordnung der interendothelilalen Zell-Zell-Kontakte beziehungsweise einer
maximierten tight junction-Integritat verantwortlich ist.

Inwiefern sich die Leukozyten und das zur Entziindungsaktivierung verwendete
TNF-a auf die Zellstruktur und, damit korrelierend, auf den parazellularen Widerstand
der PBCEC auswirkten, konnte ausschlie3lich an Zellen untersucht werden, die nicht
schon kulturbedingt verzerrte Zellgrenzen und niedrige transendotheliale Widerstan-
de aufwiesen. Das Entzindungsmodells diente dazu, den Einfluss der Leukozyten-
Endothel-Interaktion beziehungsweise entziindlicher Prozesse allgemein auf die Bar-

rierefunktion der PBCEC zu untersuchen. Da sich diese in den interendothelialen
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Zell-Zell-Kontakten wiederspiegelt, war ein optimaler Entwicklungszustand der tight
Junction-Integritdt im Ausgangszustand notwendig. So postulierten beispielsweise
Garcia et al. (1998), dass neben inflammatorisch wirkenden Substanzen auch mit
dem Endothel interagierende neutrophile Granulozyten eine Kontraktion des Aktomy-
osins verursachen und als Folge die parazellulare Permeabilitat der Endothelzellen
verandern. Hixenbaugh et al. (1997) konnten ebenfalls zeigen, dass durch die Inter-
aktion Neutrophiler mit HUVECs eine Veranderung der Endothelzellstruktur hervor-
gerufen wurde. Die Autoren postulierten, dass die Phosphorylierung der kontraktilen
Proteine und die dadurch verursachte Strukturveranderung der Endothelzellen die
zentrale Rolle bei der transendothelialen Migration der neutrophilen Granulozyten
spielen. Durch Immunzellen oder induzierte entziindliche Prozesse verursachte Ver-
anderungen der PBCEC waren ohne einen optimal ausgepragten und detailliert cha-

rakterisierten Ausgangszustand der cerebralen Endothelzellen nicht detektierbar.

4.2.3 Die Apoptoserate

Da in zukinftigen Studien zur transendothelialen Migration die Funktion apoptoti-
scher Prozesse bei der Leukozyten-Diapedese beleuchtet werden sollte, war ein
Apoptose-freies BHS-Modell essentiell. Zudem war zur korrekten Deutung des Ein-
flusses der Leukozyten auf die PBCEC ein gesunder cerebraler Endothelzell-Mono-
layer, der nicht schon vor der Interaktion mit den Immunzellen apoptotische Prozesse
aufwies, notwendig. Bisher ist nicht bekannt, welchen Einfluss Endothelzellen, in de-
nen bereits kulturbedingt apoptotische Prozesse ablaufen, auf das transmigratori-
sche Verhalten der Leukozyten ausiiben. Ob Endothelzellen, in denen die Apoptose
bereits eingeleitet wurde, in der Lage sind, ein korrektes, zur Leukozyten-Transmi-
gration notwendiges Expressionsmuster von Adhasionsmolekiilen auszubilden, ist
fraglich. Da die Endothelzellen an der Leukozyten-Diapedese als aktive Interaktions-
partner involviert sind (Ebnet et al., 1996), ist eine durch Apoptose beeintrachtigte
Endothelzellkultur aufgrund der daraus entstehenden unspezifischen molekularen
Wirkmechanismen zur Untersuchung entziindlicher Prozesse und der transendothe-
lialen Migration von Leukozyten ungeeignet. Daher wurde vor der Untersuchung der
Leukozyten-Extravasation im BHS-Modell die Auswirkung der unterschiedlichen Kul-
turbedingungen auf die Apoptoserate der PBCEC bestimmt. Entsprechend wurde
diejenige Kultur gewanhlt, die die niedrigste Apoptoserate mit einer maximalen Barrie-

refunktion und hdchster in vivo-Kompatibilitat vereinte.
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4.2.3.1 Der Einfluss der Kulturbedingung auf die Apoptoserate

Glucocorticoide, wie z. B. Hydrocortison, sind neben ihren gewebespezifischen Wir-
kungen auch fir ihre anti-apoptotische Wirkung bekannt. Demzufolge wurde analy-
siert, inwieweit der Zusatz von Hydrocortison zum Kulturmedium die Apoptoserate im
BHS-Entziindungsmodell beeinflusst. Die Experimente ergaben, dass die basale A-
poptoserate, quantifiziert durch die Messung der DNA-Fragmentierung und die Akti-
vierung der Effektor-Caspase-3, in den kultivierten Endothelzellen immer dann signi-
fikant erniedrigt wurde, wenn dem Kulturmedium entweder Hydrocortison oder Se-
rum zugesetzt wurde. Im Vergleich zwischen beiden Kulturbedingungen lief3 sich
kein Unterschied in der Apoptoserate detektieren. Die Ergebnisse zeigten weiterhin,
dass Hydrocortison in Konzentrationen von 55, 550 oder 5500 nM gleichermalen
Apoptose-senkend wirkte. Die Apoptose-inhibierende Wirkung von Glucocorticoiden
konnte auch von Messmer et al.( 2000) nachgewiesen werden. Die Autoren konnten
zeigen, dass die durch LPS bzw. TNF-a induzierte Apoptose bei glomerularen Endo-
thelzellen zu 90 % inhibiert wird. Cox (1995) zeigten, dass Glucocorticoide eine anti-
apoptotische Wirkung auf humane neutrophile Granulozyten ausiibten, die durch
TNF-a stimuliert worden waren. Da in dem Hydrocortison-haltigen PBCEC-Entziin-
dungsmodell zur Untersuchung der transendothelialen Leukozyten-Migration neutro-
phile Granulozyten und zur Entziindungsstimulierung des Endothelzell-Monolayers
TNF-a verwendet wurde, waren die Befunde von Cox (1995) besonders interessant.
Die Apoptosestudien der PBCEC zeigten weiterhin, dass sich ein erhdhter
transendothelialer Widerstand nicht zwangslaufig in einer erniedrigten Apoptoserate
der PBCEC wiederspiegelte. So wurde trotz des hohen transendothelialen Wider-
stands der PBCEC von bis zu 800 Q x cm?, kultiviert in CDM mit Zusatz von Serum-
ersatz (Serum Replacement I, Fa. Sigma), eine im Vergleich zu den Ubrigen Kultur-
bedingungen stark erhéhte Apoptoserate der cerebralen Endothelzellen beobachtet.
Basierend auf diesen Befunden wurde die Kultivierung der PBCEC trotz der hohen
TER-Messwerte unter dieser Kulturbedingung unterlassen.
Ein Zusammenhang zwischen den TER-Filtermessungen und der Apoptosebestim-
mung liel sich nur schwer herstellen, da die Endothelzellen zur TER-Messung auf
Transwell®-Filtereinsétzen kultiviert wurden, bei denen die Komponenten des Medi-
ums sowohl von der apikalen als auch von der basolateralen Seite der Zellen wirk-
ten. Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die PBCEC dagegen in Gefalien kul-
tiviert, die kein basolaterales Kompartiment aufwiesen (z. B. Petrischalen), so dass
die Endothelzellen ausschlieBlich von der apikalen Seite vom Medium beeinflusst
wurden. Der von der basolateralen Seite negative wirkende Effekt des Serums auf
den transendothelialen Widerstand konnte somit nicht mit den Apoptosestudien kor-

reliert werden. Durch die Kultivierung der PBCEC in Hydrocortison- und / oder Se-
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rum-haltigem Medium von der apikalen Zellseite wurde die Apoptoserate gleicherma-
Ren niedrig gehalten. Die Hydrocortison-bedingte Erhéhung der TER-Werte gegen-
Uber den niedrigeren Werten unter serumhaltigen Kulturbedingungen war somit nicht

ausschlief3lich durch eine verminderte Apoptoserate erklarbar.

4.2.3.2 Die Barrierefunktion im Kontext der CHX-induzierten Apoptose

Ein kausaler Zusammenhang zwischen einer erhéhten basalen Apoptoserate in den
PBCEC in Abwesenheit von Hydrocortison und einer erhohten Permeabilitat des En-
dothelzell-Monolayers unter gleichen Bedingungen wurde mit Hilfe von Experimenten
untersucht, in denen durch die Gabe von Cycloheximid (CHX) die Apoptose in den
PBCEC gezielt chemisch induziert wurde. Der Verlauf der Apoptose im Hinblick auf
strukturelle und funktionelle Veranderungen der Zellmorphologie wurde mit Hilfe der
ECIS-Technik zeitaufgeldst verfolgt. Der Einfluss der durch Cycloheximid induzierten
Apoptose auf die in Hydrocortison- und / oder Serum-haltigem Medium kultivierten
PBCEC wurde ebenfalls impedanzspektroskopisch im ECIS-Experiment untersucht.
Parallel zu den ECIS-Messungen wurde der Einfluss von CHX auf die Zellmorpholo-
gie der PBCEC unter verschiedenen Kulturbedingungen und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mikroskopisch verfolgt. Zusatzlich wurde die durch CHX induzierte
Apoptoserate durch die Bestimmung der DNA-Fragmentierung und der Caspase-3-
Aktivitat ermittelt.

Der CHX-Einfluss auf den Zell-Zell- und den Zell-Substrat-Kontakt

Die ECIS-Studien ergaben unabhangig von der Kulturbedingung, dass die barriere-
bildenden tight junctions der PBCEC bereits in einem sehr friihen Stadium der Apop-
tose massiv gestort wurden. Der Zell-Substrat-Kontakt wurde dagegen, je nach Kul-
turbedingung, zu sehr unterschiedlichen Zeitpunkten beeintrachtigt. Zu diesen friihen
Zeitpunkten der impedanzspektroskopisch ermittelten Beeintrachtigungen der Zell-
Zell- und Zell-Substrat-Kontakte sind noch keine mikroskopisch ermittelten zellmor-
phologischen Anderungen zu detektieren. Erst mehrere Stunden nach totalem Zu-
sammenbruch der endothelialen Barrierefunktion l6sen sich auch mikroskopisch
sichtbar die Zellen vom Substrat. Interessanterweise verhalten sich die Zell-Zell- und
die Zell-Substrat-Kontakte der PBCEC, in Form der ECIS-Parameter Ry, und o, unter
den verschiedenen Kulturbedingungen nach Applikation des Apoptose-induzierenden
Cycloheximids extrem unterschiedlich. Beim Vergleich der ECIS-Experimente zur
CHX-induzierten Apoptose unterschiedlich kultivierter PBCEC ist allerdings zu be-

denken, dass die Ausgangswerte der ECIS-Parameter R, und o der verschiedenen
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Kulturbedingungen, insbesondere zwischen den serumhaltigen Kulturen und denjeni-
gen, die ohne Serum aber mit Hydrocortison kultiviert wurden, stark voneinander ab-
wichen. So waren die Ausgangswiderstande der Zell-Zell-Kontakte in CDM mit Hy-
drocortison ohne Serum dreimal und die Zell-Substrat-Kontakte doppelt so hoch wie
die von Endothelzellen, die unter serumhaltigen Kulturbedingungen oder in CDM
ohne Zusatze kultiviert wurden.

In den PBCEC, die in serumfreiem CDM mit Hydrocortison kultiviert wurden, wurde
der Widerstand der Parameter R, und a gleichermalen stark reduziert. Ein fast iden-
tisches Bild ergab sich beim Vergleich der Kurvenverlaufe von R, und o der in CDM
ohne Zusatze kultivierten Endothelzellen. Allerdings wurde der Zell-Substrat-Kontakt
unter dieser Kulturbedingung etwas zeitverzégert geschwacht. Bei der Reduktion des
Widerstands des Zell-Zell-Kontakts spielt héchstwahrscheinlich die Aufweitung der
interendothelialen Kontaktzone durch Spannungs- oder aber durch Formveranderung
der Endothelzellen die entscheidende Rolle (Moy et al., 1993). Diese wiederum wer-
den durch die Phosphorylierung der Aktin-Myosin-bindenden tight junction-assoziier-
ten Proteine verursacht (Nusrat et al., 2000).

Bemerkenswerterweise wirkte sich in Anwesenheit von Serum im Medium, im Ver-
gleich zu den serumfreien Kulturbedingungen der PBCEC, der Einfluss des Apopto-
se-Induktors sehr unterschiedlich aus. So wurde durch die Zugabe von CHX in das
Endothelzell-Kulturmedium mit Serum der Zell-Substrat-Kontakt im Vergleich zu den
Ubrigen Kulturbedingungen kaum beeintrachtigt. In Anwesenheit von Hydrocortison -
im serumhaltigen Medium wurde zwar der Zell-Matrix-Kontakt geschwéacht, allerdings
langsamer und schwacher als in Abwesenheit von Serum. Auch die Senkung des Wi-
derstands der interendothelialen Kontakte (Ry), induziert durch die CHX-vermittelte
Apoptose, wurde durch den Zusatz von Serum im Kulturmedium der PBCEC verzo-
gert und war weniger intensiv. Serum im Kulturmedium verzégerte die CHX-induzier-
te Reduzierung der Werte von R, auf die Halfte der Ausgangswerte im Vergleich zur
serumfreien Kultur mit oder ohne Hydrocortison um das dreifache und die Reduzie-
rung von o um fast das sechsfache.

Herren et al. (1998) konnten zeigen, dass in humanen Endothelzellen durch den Ent-
zug von Wachstumsfaktoren Apoptose induziert wird, wodurch [-Catenin der
adherens junctions gespalten wird. Die Spaltung des R-Catenins verhindert die Inter-
aktion des a-Catenins mit dem Zytoskelett. Fur die Spaltung des [3-Catenins ist unter
anderem die Effektorcaspase verantwortlich. (Herren et al., 1998) konnten ebenfalls
zeigen, dass die Beeintrachtigung der adherens junctions wahrend der Apoptose
durch Spaltung des VE-Cadherins durch Matrixmetalloproteasen verursacht wird.
Durch die Anwesenheit von Serum im Kulturmedium stehen den Endothelzellen
Wachstumsfaktoren zur Verfiigung, die nach Herren et al. (1998) Apoptose-senkend

wirken und sich nach einer kiinstlichen CHX-induzierten Apoptose stabilisierend auf
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die Zell-Zell- und die Zell-Substrat-Kontakte auswirken. Die Autoren diskutierten
ebenfalls die Moéglichkeit, dass die Serumbestandteile auf Enzyme wie Matrixmetallo-
proteasen der Caspase-Effektorkaspasen inhibierend wirken.

Der CHX-induzierte Abfall der Parameter Ry und o wurde in dem serumfreien, Hydro-
cortison-haltigen BHS-Modell, das in der vorliegenden Studie zur Charakterisierung
der Leukozyten-Transmigration eingesetzt wurde, nicht verzdgert. Der Abfall der
ECIS-Parameter R, und o erfolgte im Vergleich zu den Ubrigen Kulturbedingungen
gleichzeitig und am schnellsten. Dieser Kurvenverlauf der fir die PBCEC optimalen
Kulturbedingung erscheint zunachst widersprichlich, lasst sich aber durch die gestei-
gerte Sensibilitdt der hohen Zellwiderstéande erklaren, die durch entsprechend kom-
plex entwickelte tight junctions und Zell-Substrat-Bindungen erreicht wurden. Zu be-
achten ist ebenfalls, dass der halbierte R,-Wert von 320 Q x cm? immer noch héher
war als die Ausgangswerte der Ubrigen Kulturbedingungen.

Die Messergebnisse der ECIS Experimente zur CHX-induzierten Apoptose verdeut-
lichten den hohen Einfluss der Kulturbedingungen auf die Barrierefunktion der cere-
bralen Endothelzellen. Die Darstellung der morphologischen Antwort der PBCEC in
Form der ECIS-Parameter R, und o auf einen Apoptose-induzierenden Stimulus
zeigten, dass in Abhangigkeit von der Kulturbedingung extreme Unterschiede in der
Auspragung der Zell-Zell- und der Zell-Matrix-Kontakte resultierten, die sowohl im
zeitlichen Verlauf als auch in ihrer Intensitat stark differierten. So konnte eindeutig
nachgewiesen werden, dass die Anwesenheit von Serum im Kulturmedium mehr als
die Ubrigen Versuchsbedingungen auf die CHX-vermittelte Widerstandserniedrigung
der ECIS-Parameter R, und o verzégernd und dampfend wirkte. Es kann allerdings
bisher keine definitive Aussage darlber getroffen werden, in welcher Weise Serum
oder Hydrocortison wahrend der CHX-induzierten Apoptose die Zell-Zell- bzw. die
Zell-Substrat-Kontakte beeinflussen.

Moy et al. (2000) ermittelten mit Hilfe der ECIS-Technik, dass die durch eine Hista-
min-Applikation verursachte Reduktion des Gesamtwiderstands eines HUVEC-Mono-
layers hauptsachlich durch den Widerstandsabfall der Zell-Zell-Kontakte ohne Beteili-
gung des Zell-Matrix-Kontakts verursacht wurde. Beim folgenden Anstieg des Ge-
samtwiderstands festigt sich zunachst der Zell-Matrix-Kontakt und, erst zeitlich verzé-
gert, der Zell-Zell-Kontakt. Die Autoren verwendeten fir die Ermittlung dieser Ergeb-
nisse HUVECs, die in serumhaltigem Medium kultiviert wurden. Vergleicht man den
Verlauf der ECIS-Parameter R, und o der in serumhaltigem Medium kultivierten
PBCEC nach der Applikation von CHX, so verhielten sie sich wie die von Moy et al.
(2000) ermittelten Messwerte von R, und o im HUVEC-Modell nach Zugabe von His-
tamin zu den Endothelzellen, die seit 5 Tagen einen konfluenten Zell-Monolayer auf-
wiesen: die initiale Widerstandssenkung des PBCEC-Monolayers wurde durch den

drastischen Abfall von R, verursacht, wohingegen o zunachst konstant blieb. Die
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Frage, in welcher Reihenfolge und in welcher Intensitat die Widerstande der Zell-Zell-
bzw. der Zell-Substrat-Kontakte an einer Veranderung des Gesamtwiderstands einer
Endothelzellschicht nach einem Stimulus beteiligt sind, scheint nach den Befunden
dieser Arbeit abhdngig vom Ausgangszustand, das heil3t der Kulturbedingung der
Endothelzellen zu sein. Inwieweit demzufolge die Ergebnisse der ECIS-Experimente
von Moy et al. (2000) und Tiruppathi et al. (1992), die den Einfluss von Histamin bzw.
o-Thrombin auf den parazellularen Widerstand des HUVEC-Monolayers untersuch-
ten, durch eine Anderung der Kulturbedingung der HUVECs differieren wiirden, ist zu
Uberdenken. Zwar wurden in der vorliegenden Studie und in den Arbeiten von Moy et
al. (2000) und Tiruppathi et al. (1992) unterschiedliche Substanzen und Zellkultur-
Modelle verwendet, sie zeigten aber dennoch Parallelen der Messwerte der ECIS-
Parameter R, und o als Antwort auf die Zugabe der jeweiligen Substanz. Moéglicher-
weise wird unter gleichen Kulturbedingungen nach einer induzierten Widerstandser-
niedrigung, unabhangig durch welchen Stimulus, ein identischer Verlauf der Parame-
ter R, und o generiert.

Da Endothelzell-Kulturmodelle fast ausschlie3lich dazu genutzt werden, um den Ein-
fluss verschiedenster Stimuli auf die Integritat des Endothelzell-Monolayers zu unter-
suchen, sind die Eigenschaften der Zell-Zell- bzw. der Zell-Substrat-Kontakte und ih-
re entsprechende Antwort auf verschiedene externe Reize von ausschlaggebender
Bedeutung. Der Regulation der parazellularen Permeabilitdt einer Endothelzell-
schicht, speziell der des barrierebildenden cerebralen Endothels, liegen komplizierte
molekulare Wirkmechanismen zugrunde, die nach wie vor nicht vollstadndig aufgeklart
werden konnten. Die Darstellung des zeitaufgelosten Verlaufs der ECIS-Wider-
standswerte der Zell-Zell- und der Zell-Substrat-Kontakte der PBCEC verdeutlichte,
dass es, je nach Kulturbedingung, trotz der Applikation eines identischen Stimulus zu
einem unterschiedlichen Regulationsmuster des Zell-Zell- und des Zell-Matrix-Wider-
stands kam, was die Aufklarung des diffizilen Regulationsmechanismus der barriere-
bildenden tight junctions der Blut-Hirn-Schranke per se sehr erschwert und gleich-
zeitig demonstriert, dass die Analyse der Regulation der interendothelialen Kontakte
wahrend eines entzundlichen Prozesses sehr diffizil ist.

Die Einwirkzeit des CHX auf die PBCEC wurde mit Hilfe des Caspase-3-Assays und
der DNA-Fragmentierung untersucht. Die Messungen der Caspase-3-Aktivitat erga-
ben, dass die in Hydrocortison-haltigem CDM kultivierten PBCEC nach 16 Stunden
den 50-fachen Wert im Vergleich zu den nicht CHX-behandelten Zellen aufwiesen.
Die Induktion der Apoptose konnte erst nach 3 Stunden gemessen werden. Die Be-
stimmung der Caspase-3-Aktivitat und die DNA-Fragmentierung belegten, dass die
Apoptoserate der Endothelzellen in CDM mit Zusatz von Hydrocortison und/oder Se-
rum nach 16-stlindiger Inkubation mit CHX gleichmafig erhéht wurde. Die PBCEC,

die in Medium ohne Hydrocortison- und Serum-Zusatz kultiviert wurden, wiesen
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dagegen eine wesentlich hohere Apoptoserate auf. Da die Apoptoserate dieser
Kulturbedingung allerdings auch ohne chemische Induktion deutlich héher war als
bei den Ubrigen Kulturbedingungen, kam die Zugabe von CHX zuden PBCEC einer
Verstarkung der ohnehin schon eingeleiteten Apoptose gleich.

Der Vergleich der CHX-induzierten Apoptoserate der PBCEC mit den impedanzspek-
troskopisch ermittelten ECIS-Messwerten zeigte, dass sich das CHX unmittelbar
nach Zugabe auf die Zell-Zell- und die Zell-Substrat-Kontakte auswirkte. Zu diesem
frGhen Zeitpunkt konnte durch die Caspase-3-Aktivitdtsmessung noch keine Apopto-
se in den PBCEC nachgewiesen werden. Den ECIS-Messungen zufolge war zum
Zeitpunkt, zu dem sich durch die Caspase-3-Aktivitatsmessung ein deutlich erhdhter
Wert nachweisen liel}, die Endothelzell-Integritat bereits vollkommen zerstort.

Wie die ECIS-Experimente und die Caspase-3-Aktivitatsmessungen zusammenfas-
send verdeutlichten, pufferte Serum zwar die Apoptose-induzierende Wirkung des
CHX auf den Zell-Zell- und den Zell-Substrat-Kontakt erheblich ab, zeigte damit aber
gleichzeitig, dass die Empfindlichkeit der Barriere gegentiber duReren Einflissen er-
heblich eingeschrankt wird. Da Serum ohnehin unkontrollierte Entziindungsreaktio-
nen in den Endothelzellen ausldste und in den Transwell®-Filtersystemen von der ba-
solateralen Zellseite einen stark Widerstandssenkenden Effekt auf die PBCEC aus-
Ubte, wurde auf Serum im Kulturmedium verzichtet. Das in den PBCEC durch Inku-
bation in serumhaltigem Medium von der basolateralen Zellseite zusatzlich zu der
barriereschwachenden und entziindungsstimulierenden Wirkung Apoptose induziert
wurde, ist vorstellbar, konnte aus versuchspraktischen Griinden jedoch nicht gezeigt
werden. Hydrocortison im serumfreien Kulturmedium der PBCEC puffert die CHX-in-
duzierte Apoptoserate zwar ebenso ab wie Serum im Medium, induzierte allerdings
gleichzeitig eine sehr hohe Empfindlichkeit der interendothelialen wie auch der Zell-
Substrat-Kontakte auf externe Stimuli, was speziell in Bezug auf die Charakterisie-

rung der Leukozyten-Endothezell-Interaktion von enormer Relevanz war.

4.2.4 TNF-a als Entziindungsinduktor

Als Grundlage fiir die Entwicklung des in vitro-Entzindungsmodells der Blut-Hirn-
Schranke wurde das Hydrocortisonhaltige Kulturmodell gewahlt, das neben seinem
Vorzug der hohen in vivo-Kompatibilitdt der Endothelzellen und der gesenkten Apop-
toserate die Applikation verschiedener Zellkulturzusatze unter chemisch definierten
Bedingungen zuliel3. Gleichwohl stellte sich die Frage, ob in Gegenwart von Hydro-
cortison, das bekanntermalen eine entziindungshemmende Wirkung hat, tatsachlich

eine Entziindungsreaktion induzierbar war.
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Tumor necrosis factor-a (TNF-a), Lipopolysaccharid (LPS) oder Interleukin-1p (IL-18)
sind bekannte Entziindungsmediatoren, die die Neusynthese und Zelloberflachenex-
pression von E-Selektin induzieren (Bolton et al., 1998; Kubes and Ward, 2000). In
dem BHS-Entziindungsmodell der vorliegenden Arbeit wurde TNF-a. als Entzin-
dungsmediator eingesetzt. TNF-a ist ein 17 kDa groRes pro-inflammatorisches Pro-
tein, das hauptsachlich von mononuklearen Zellen abgegeben wird und die Barriere-
funktion sowohl von Epithel- als auch von Endothelzellen beeinflusst (Nusrat et al.,
2000). Es fungiert in vivo hauptsachlich als pro-inflammatorisches Cytokin, das zur
Hochregulierung der Adhasionsmolekiile auf der Endothelzelloberflache dient und
somit die Transmigration der Leukozyten aus den Blutgefalien in das entziindete Ge-
webe einleitet (Barten et al., 1994).

Auf die zur Auslésung entzindlicher Prozesse in Endothelzell-Kulturen haufig ver-
wendeten Cytokin-Mixturen wurde in der vorliegenden Arbeit verzichtet, da die Wirk-
mechanismen der unterschiedlichen Cytokine zu komplex sind und damit uniber-
schaubar gewesen waren. So konnten beispielsweise Wong et al. (1999) zeigen, dass
die gemeinsame Applikation von TNF-a und IFN-y (Interferon-y) zu einem fokalem
Verlust von Cadherin-5 der interendothelialen junctions fiihrte, was wiederum den in-
terzellularen Zusammenhalt der Endothelzellen beeintrachtigte und ein Eindringen
von Blutzellen und Makromolekiilen in das Gewebe zur Folge hatte. Auch Blum et al.
(1997) konnten nachweisen, dass durch gleichzeitigen Zusatz von TNF-a und IFN-y
die parazellulare Permeabilitdt von mikrovaskuldren Endothelzellen gesteigert wurde.
JAM, ein tight junction-assoziiertes Protein, das beim tight junction-assembly regu-
lierend mitwirkt (Liu et al., 2000), wird durch die gemeinsame Inkubation von TNF-a
und IFN-y in HUVECs umverteilt. Andere Cytokine, wie IL-1B (Interleukin-13), IL-4
und IL-13, beeintrachtigen die Barrierefunktion von Endothel- und Epithelzellen, in-

dem sie den transendothelialen Widerstand senken (Edens & Parkos, 2000).

Der Einfluss von TNF-a auf die PBCEC

In Gegenwart der im Arbeitskreis standardmaflig verwendeten Hydrocortison-Kon-
zentration von 550 nM induzierte der Zusatz von 2 ng/ml TNF-o. zum Kulturmedium
der PBCEC die Zelloberflachenexpression von E-Selektin. Selbst in Gegenwart von
0,2 ng/ml TNF-o im Kulturmedium war E-Selektin in geringerer Konzentration immun-
zytochemisch noch nachweisbar. Der durch TNF-a in Gegenwart von Hydrocortison
verursachte entzindliche Prozess im Entziindungskulturmodell der BHS, der die
transiente Zelloberflachenexpression des E-Selektins induzierte, machte dieses Pro-
tein zu einem idealen Entziindungsmarker. Zur Optimierung des BHS-Entziindungs-
kulturmodells, d. h. zur Erzielung einer maximalen E-Selektin-Expression in Kombi-
nation mit einem maximalen transendothelialen Widerstand, wurden die Zellkulturen
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bei konstanter TNF-a. Konzentration von 2 ng/ml und steigender Hydrocortison-Kon-
zentration kultiviert. Der transendotheliale Widerstand der PBCEC zeigte einen Hyd-
rocortison-konzentrationsabhangigen Sattigungsverlauf, der bei 55 nM sein Maxi-
mum erreichte und sich durch eine weitere Erhéhung der Hydrocortison-Konzentra-
tion nicht mehr steigern lie®. Sowohl die immunzytologischen als auch die REM-Ana-
lysen und impedanzspektroskopischen Studien zeigten, dass die Kultur in chemisch
definiertem Medium mit 55 nM Hydrocortison, anstatt der im Arbeitskreis Ublichen
550 nM, zu einer physiologischen Auspragung der barrierebildenden PBCEC fiihrte,
die damit einhergehend eine maximierte E-Selektin-Expression nach der Entzin-
dungsstimulierung zuliel3. Somit war es gelungen, ein optimiertes endotheliales Ent-
ziindungskulturmodell zu etablieren, das eine maximale E-Selektin-Expression mit ei-
nem hohen transendothelialen Widerstand kombinierte.

Generell bewirken Cytokine eine Umverteilung der tight junction-assoziierten Prote-
ine bzw. beeintrachtigen das Aktin-Zytoskelett (Nusrat et al., 2000). In der vorliegen-
den Studie konnte dagegen gezeigt werden, dass TNF-a in einer Konzentration von
2 ng/ml trotz der nachgewiesenen Entziindungsreaktion zu keiner Beeintrachtigung
der Barrierefunktion und Morphologie der cerebralen Endothelzellen fiihrte. Durch die
Inkubation der PBCEC mit 2ng/ml TNF-a. wurde die Endothelzellintegritat nicht ge-
stért. So wurde der transendotheliale Widerstand der PBCEC, kultiviert auf den
Transwell®-Filtersystemen, durch 0,2 und 2 ng/ml TNF-o. kaum beeintrachtigt und
stieg nach 4 bzw. 6 Stunden wieder auf den Ausgangswert an. Demgegentiber wirk-
ten sich 20 ng/ml TNF-a. nachweislich TER-senkend aus. Mit Hilfe der ECIS-Technik
wurde der Einfluss des TNF-a auf den Zell-Substrat- und den Zell-Zell-Kontakt der
cerebralen Endothelzellen quantitativ und zeitaufgeldst getrennt voneinander, aber
dennoch simultan, verfolgt. Die ECIS-Studien zeigten, dass es nach der Applikation
von 2 ng/ml TNF-a zu den PBCEC zu einer reversiblen Senkung der ECIS-Para-
meter R, und o kam, die nach ca. 4-5 Stunden wieder das Niveau des Ausgangswer-
tes erreichte. Diese biphasische Antwort des transendothelialen Widerstands nach
TNF-a-Zugabe, die nicht nur in den ECIS-, sondern auch in den TER-Messungen der
auf Transwell®-Filtersystemen kultivierten PBCEC beobachtet werden konnte, wurde
auch von Marano et al. (1993) an der retinalen Epithelzelllinie LLC-PK1 gezeigt. Die
Autoren konnten nachweisen, dass die anfangliche Reduktion des TERs bei anstei-
gender parazellularer Permeabilitat der Epithelzellen gefolgt wurde von einer Zunah-
me des TERs, der mit einer reduzierten Anionselektivitat der tight junctions korre-
lierte. In der Studie von Marano et al. (1993) wurde die Rolle der Tyrosinkinasen und
der Proteinkinase A fur den Effekt von TNF-a diskutiert. Schmitz et al. (1999) zeigten
allerdings, dass die Applikation von TNF-a zu den Epithelzelllinien HT29 und Caco-2

zu einer irreversiblen Reduzierung des TERs flhrte, ohne dass ein erneuter TER-AnN-

253



Diskussion

stieg folgte. Die Autoren konnten durch freeze-fracture Elektronenmikroskopie einen
Verlust der tight junction-Strang-Komplexitat nachweisen. Da das Zytoskelett ein in-
tegriertes dreidimensionales Netzwerk aus Filamenten und Adhéasionsproteinen dar-
stellt, in dem die Zell-Zell-Regionen Uber mechanische Krafte mit dem Zell-Substrat-
Kontakt verbunden sind (Wang et al., 1993a), ist die Aufklarung des biphasischen
Verlaufs der Parameter R, und a, nach Zugabe von TNF-a zur Endothelzellkultur,
sehr komplex.

Das Zytoskelett als integrative Struktur erlaubt zwei unterschiedliche Wirkungswie-
sen aulerer Stimuli auf die Barrierefunktion der Endothelzellen: entweder wird der
Zell-Matrix-Kontakt via Signaltransduktion beeinflusst, was ein Abrunden der Zellen
verursacht und folglich den Zell-Zell-Kontakt schwacht, oder die interendothelialen
junctions werden durch die Aktivierung der Signaltransduktion direkt beeinflusst, was
mit einer reaktiven Schwachung des Zell-Substrat-Kontakts einhergehen wiirde. Da
der interendotheliale Kontakt und der Zell-Matrix-Kontakt der Endothelzellen aus je-
weils unterschiedlichen Proteinkomplexen aufgebaut sind und dementsprechend un-
terschiedlich reguliert werden, war es zunachst wichtig, den Wirkort der entzin-
dungsstimulierenden Substanz in der Endothelzell-Kultur mit Hilfe der ECIS-Methode
zu lokalisieren. Derartige, durch Anwendung der biophysikalischen ECIS-Methode
ermittelte Befunde, die bisher ausschlie3lich in vitro erzielbar sind, kénnten als
Grundlage zur Aufklarung der Regulation von Odemen dienen, die durch inflammato-
rische Mediatoren ausgeldst werden und denen eine endotheliale Barriereschwa-
chung vorhergeht.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Umstellung des Mediums der primarkultivier-
ten PBCEC von serumhaltige auf serumfreie, Hydrocortison-haltige Kulturbedingun-
gen grundsatzlich am gleichen Kulturtag und richtete sich nicht nach dem jeweiligen
Wachstumszustand der PBCEC. Daher waren wachstumsbedingte UnregelmaRigkei-
ten der Endothelzellen bezlglich der Antwort auf duRere Stimuli zu beachten, wie sie
auch Moy et al. (2000) in den HUVECs unterschiedlichen postkonfluenten Alters
nach Histamin-Zugabe im ECIS-Experiment beobachten konnten. So zeigten sich in
der vorliegenden Studie entsprechende Schwankungen der Parameter R, und o
nach Applikation von TNF-a zu den PBCEC. Trotz dieser Primarkultur-bedingten Un-
regelmaRigkeiten war das beschriebene Verlaufsmuster der ECIS-Parameter R, und
o. nach TNF-a Zugabe dennoch konstant vergleichbar (s. o.). Aufgrund der impe-
danzspektroskopisch nachgewiesenen, transienten und geringfiigigen Schwachung
der Barrierefunktion durch TNF-a erfolgte die Applikation der Immunzellen erst,
nachdem die Barrierefunktion der cerebralen Endothelzellen wieder ihren Ausgangs-
zustand erreicht hatte.

Da TNF-a neben seiner entzlindungsstimulierenden auch eine Apoptose-induzieren-

de Wirkung hat (Polnovsky et al., 1994), war ein Vergleich der ECIS-Messdaten zum
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Einfluss von TNF-a und CHX auf die PBCEC durchaus mdglich, wenngleich der mo-
lekulare Wirkmechanismus unterschiedlich ist. So war sowohl nach der Applikation
von CHX, als auch von TNF-a ein gemeinsamer Abfall der Werte von Ry, und o zu
beobachten, der nach der CHX-Zugabe im Gegensatz zu TNF-a irreversibel war.
TNFo wurde allerdings gezielt in einer Konzentration eingesetzt, die nicht zu einer
Schadigung der Zell-Zell- und der Zell-Substrat-Kontakte fiihrte.

Die REM-Analysen der vorliegenden Studie ergaben ebenfalls, dass durch eine
mehrstindige Inkubation von 2 ng/ml TNF-a keine morphologischen Veranderungen
des PBCEC-Monolayers verursacht wurden. Die marginal folds an den Zellgrenzen
der Endothelzellen zeigten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine normale
Auspragung. Auch die immunzytologischen Untersuchungen der tight junction-asso-
ziierten Proteine ZO-1, Claudin-5 und Occludin zeigten, dass durch eine 4-stiindige
Inkubation der PBCEC mit 2 ng/ml TNF-o die Expression und Lokalisation dieser
Proteine nicht beeintrachtigt wurden. Die Immunoblot-Analyse zeigten ebenfalls,
dass durch 2 ng/ml TNF-a die quantitative Expressionsrate der untersuchten barrie-
rebildenden tight junction-assoziierten Proteine der PBCEC nicht reduziert wurde.
Die Occludin-Expression der PBCEC im Western-Blot schien durch den Zusatz von
2 ng/ml TNF-a sogar verstarkt zu werden. Dagegen kam es durch die Inkubation mit
20 ng/ml TNF-a. zu einer eindeutigen quantitativen Beeintrachtigung des Occludin-
Proteins, wohingegen das Claudin-5 unbeeintrachtigt blieb. Auch Wojciak-Stothard et
al. (1998) konnten nachweisen, dass in HUVECs durch die Applikation von TNF-a in-
terzellulare Licken entstanden, die mit einer Dispersion von VE-Cadherin der
adherens junctions in Verbindung gebracht werden konnten.

Insgesamt konnte durch die Inkubation der cerebralen Endothelzellen mit TNF-a in
einer Konzentration von 2ng/ml weder impedanzspektroskopisch noch morpholo-
gisch oder immunzytochemisch eine Beeintrachtigung beobachtet werden. Der Ver-
gleich der ECIS-Messungen mit den immunzytologischen Untersuchungen der
PBCEC zeigte zudem, dass die durch TNF-a hervorgerufene transiente Beeintrachti-
gung der BHS-Barrierefunktion offensichtlich nicht von einer Zellformveranderung be-

gleitet wurde.

4.2.5 Das BHS-Entziindungsmodell als Modell fiir Transmigrations studien

Die Etablierung des Entziindungsmodells der Blut-Hirn-Schranke diente in erster Li-
nie der Analyse der transendothelialen Leukozyten-Migration. Dabei stand die noch
heute kontrovers diskutierte Frage im Vordergrund, ob die Immunzellen die Endothel-

zell-Barriere trans- oder parazelluldr durchqueren. Zur Bearbeitung speziell dieser
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Fragestellung musste das gewahlte BHS-Entziindungsmodell bestimmte Anspriiche
erfilllen, die in derartigen Studien haufig vernachlassigt wurden.

Falls die neutrophilen Granulozyten die Endothelzellschicht parazellular Gberwinden,
mussten sich die endothelialen Zellen voneinander separieren, damit die Neutrophi-
len zwischen ihnen hindurchwandern kénnten. Die Schwachstellen der Endothelzell-
Monolayer in vitro sind generell diejenigen Regionen, die sich in unmittelbarer Nach-
barschaft zu den interendothelialen junctions befinden und dementsprechend den
Leukozyten, quasi kulturbedingt, vorgeben dort zu transmigrieren (Kvietys &
Granger, 1997). Zudem verursachen zahlreiche inflammatorische Mediatoren, die in
vitro eingesetzt werden um den zur Leukozyten-Transmigration notwendigen ent-
zuindlichen Prozess zu induzieren, per se Aufweitungen (gaps) der interendothelialen
Kontaktzone, so dass in vitro haufig die Leukozyten-Transmigration durch diese pa-
razellularen Offnungen beschrieben wird. Da diese gaps in in vivo-Entziindungsmo-
dellen bisher nicht beobachtet werden konnten, scheinen sie hauptsachlich ein in
vitro-Phanomen zu sein (Kvietys & Sandig, 2001), so dass die parazellulare Transmi-
gration der Neutrophilen in vitro kritisch zu beleuchten ist.

Auch die Analyse und Beurteilung des Einflusses der Endothelzell-Neutrophilen-In-
teraktion auf die festen endothelialen Zell-Kontakte sind in vitro problematisch, da die
interendothelialen junctions in vitro normalerweise schwacher entwickelt sind als in
vivo. Hinzu kommt, dass die Proteinkomplexe der tight junctions kultivierter Endothel-
zellen im Vergleich zu den interendothelialen Zell-Kontakten in vivo fragiler aufgebaut
sind. Durch inflammatorische Substanzen bzw. durch die Interaktion mit Leukozyten
kénnen diese leichter umorganisiert werden, was wiederum den parazellularen
Transmigrationsweg der Immunzellen artifiziell begunstigen wirde (Kvietys & Sandig,
2001).

Somit ist es sehr schwierig, in vitro die transendotheliale Leukozyten-Migrationsroute
korrekt zu analysieren und Kulturartefakte auszuschlieRen. In vitro-Studien, in denen
die Interaktion des Endothelzell-Monolayers mit Neutrophilen analysiert wurde, zeig-
ten zudem oftmals, dass sich die Endothelzellen nach einigen Stunden der Interak-
tion vom Substrat 16sten, da aufgrund des unfenestrierten Substrats der Kulturgefalde
die transmigrierten Leukozyten in unmittelbarer Nahe der Endothelzellen blieben und
durch ihre sezernierten Proteasen nachtraglich die Endothelzellen schadigten
(Kvietys & Sandig, 2001). Weitere in vitro-Untersuchungen zeigten, dass Neutrophile
bei Einsatz eines Elastase-Inhibitors im HUVEC-Modell allein aufgrund der unter-
schiedlichen Beschichtung des Kulturgefalles ein vollig unterschiedliches Transmi-
grationsverhalten aufwiesen (Furie et al., 1987; Huber & Weiss, 1989; Yoshida et al.,
1995; Cepinskas et al., 1997).

Das in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der Leukozyten-Transmigration ver-

wendete Entziindungsmodell der Blut-Hirn-Schranke zeigte eine hohe in vivo-Kom-

256



Diskussion

patibilitdét, was sich zum einen in den festen und komplex ausgepragten tight
junctions, die hohe transendotheliale Widerstadnde verursachten, und zum anderen
morphologisch durch die distinkte Auspragung der marginal folds entlang der Endo-
thelzellgrenzen belegt wurde. Die hochsensitiven ECIS-Analysen zeigten zudem,
dass die interendothelialen Zell-Kontakte, dargestellt in Form des ECIS-Parameters
Ry, sehr hohe Werte erreichten und extrem empfindlich auf auRere Einflisse reagier-
ten. Die Membrankapazitats-Werte (C,,) belegten eine gleichmaRig intakte Zellmem-
bran der cerebralen Endothelzellen. Eine gestorte Integritdt des Endothelzell-Mono-
layers in Form von Fenestrierungen oder Schwachstellen in der Region der interen-
dothelialen Kontaktzone sowie in vitro-typische Beeintrachtigungen der Komplexitat
der tight junction-Strukturen konnten, den vielfaltigen Untersuchungen zufolge, aus-
geschlossen werden. Insbesondere zeigten sowohl die immunzytochemischen als
auch die elektronenmikroskopischen Studien, dass es durch die Zytokin-induzierte
Entziindungsaktivierung der PBCEC zu keiner Beeintrachtigung der Endothelzellfom
kam. Auch eine sogenannte gap-Bildung in der interendothelialen Kontaktzone der
entziindungsstimulierten PBCEC, wie sie (Kvietys & Sandig, 2001) beschrieben und
die die parazelluldre Transmigration der Leukozyten beglnstigen wirde, wurde
durch das Monitoring der Zellmorphologie mit Hilfe der ECIS-Technik ausgeschlos-
sen. Die Immunzellen wurden namlich erst zu den Endothelzellen gegeben, nach-
dem die transiente Widerstandserniedrigung des Zell-Zell- und des Zell-Substrat-
Kontakts nach der Cytokin-bedingten, reversiblen, geringfiigigen Senkung ihr Aus-
gangsniveau fast wieder erreicht hatten. Die ebenfalls zeitaufgel6ste Kontrolle der
Membrankapazitat gewahrleistete wahrend der Entziindungsstimulierung und der an-
schlieRenden Leukozyten-Transmigration eine permanente Kontrolle der Zellmem-
bran. Durch die Messung des Parameters a (Zell-Matrix-Kontakt) wurde wahrend der
Endothelzell-Leukozyten-Interaktion kontinuierlich der Zusammenhalt der Endothel-
zellen mit dem Substrat kontrolliert. Die hohen Werte fir o zeigten, dass die PBCEC
sehr fest auf ihrem Substrat verankert waren.

Wie die umfassende Charakterisierung der PBCEC vor und nach der Entziindungs-
stimulierung belegte, wies das BHS-Entziindungsmodell keine typischen kulturbe-
dingten Artefakte auf. Vielmehr wies es eine sehr hohe in vivo-Kompatibiltat auf. So-
mit war es erstmals mdglich, die Endothelzell-Leukozyten-Interaktion bzw. die Imun-
zell-Transmigration in vitro unter Ausschluss der charakteristischen in vitro-Artefakte
und unter standardisierten Bedingungen durchzufiihren. Dies ware in vivo aufgrund
der UnregelmaRigkeiten und komplexen Regelmechanismen nicht moglich gewesen.
Zudem waren sowohl die impedanzspektroskopischen Untersuchungen, insbeson-
dere die ECIS-Messungen, als auch die immunzytochemischen Analysen in vivo

nicht durchfiihrbar gewesen.
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4.3 Die Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion

Ziel dieser Forschungsarbeit war die zell- und molekularbiologische Analyse des
Transmigrationsmechanismus von Leukozyten Uber die Blut-Hirn-Schranke. Durch
die Anwendung eines vielfaltigen Methodenspektrums in Kombination mit einer rela-
tiv neuen, biophysikalischen, nicht-invasiven Methode, der sogenannten ECIS-Tech-
nik, wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass das finale Ereignis der Adhasions-
kaskade der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, die transendotheliale Migration der
Leukozyten, sehr komplexen Mechanismen unterliegt.

Die initiale Phase der entziindungsinduzierten Adhasionskaskade der Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion, das sogenannte ‘Rollen’, und die anschlielende feste Ad-
hasion der Leukozyten auf der Endothelzell-Oberflache sind relativ gut untersucht.
Dagegen ist die Frage, wie die Immunzellen die endotheliale Barriere Uberwinden
kdénnen, obwohl selbst kleine Molekile dazu nicht in der Lage sind, bis heute nicht
befriedigend beantwortet worden (Rubin & Staddon, 1999). Selbst grundlegende Vor-
gange des Leukozyten-Durchtritts, z. B. die Lokalisation ihres Transmigrationsweges,
die zur Aufklarung des Mechanismus der Leukozyten-Diapedese essentiell sind, wer-
den noch heute kontrovers diskutiert (Kvietys & Sandig, 2001).

Generell unterscheidet sich die Leukozyten-Migration durch das Endothel peripherer
Gefalle grundlegend von der Immunzell-Diapedese mikrovaskularer cerebraler En-
dothelzellen, die durch ihre festen Zell-Zell-Kontakte (tight junctions) eine hohe Bar-
rierefunktion aufweisen. Die Mdglichkeit der Leukozyten, wahrend der Transmigra-
tion den "Weg des geringsten Widerstands” zu wahlen, wie dies beim fenestrierten
Endothel oder beim Endothelzelltyp mit tight junction-freien Bereichen (tricellular
corners) der Fall ist, scheidet beim unfenestrierten cerebralen Endothel aus. Das er-
schwert die Charakterisierung der Transmigration von Immunzellen durch die Blut-
Hirn-Schranke mit intakter Barrierefunktion.

Durch den festen tight junction-vermittelten Verbund der cerebralen Endothelzellen
ist die Blut-Hirn-Schranke fiir Leukozyten unpassierbar, so dass es ausschlieflich
unter pathologischen Bedingungen zu einer Extravasation von Plasmaproteinen, ge-
folgt oder begleitet von der Leukozyten-Diapedese in das Gehirnparenchym kommt
(Perry et al., 1997). Dabei ist keineswegs geklart, ob die Immunzellen die parazellu-
lare Route, d. h. den Weg durch die interendothelialen junctions hindurch wahlen
bzw. dort entlang geleitet werden, oder ob sie die vaskuladre Barriere transzellular,
d. h. durch die Endothelzelle hindurch, tberwinden. Elektronenmikroskopisch sind
beide Transmigrationswege bereits nachgewiesen worden (Greenwood et al., 1994).
Ebenfalls ungeklart ist, inwieweit sich der molekulare Mechanismus der Leukozyten-
Diapedese durch das gesunde cerebrale Endothel von der im pathologischem Zu-

stand unterscheidet. Auch die Frage, inwiefern sich die Transmigrationsmechanis-
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men verschiedener Immunzelltypen unterscheiden und welche Adhasionsmolekile
durch die Interaktion mit unterschiedlichen Immunzelltypen von den Endothelzellen
exprimiert werden, ist noch nicht beantwortet (Perry et al., 1997).

Wahrend akuter und chronischer Entziindungsreaktionen der Blut-Hirn-Schranke so-
wie unter gesunden Bedingungen dringen jeweils unterschiedliche Immunzell-Typen
in das Gehirn-Parenchym ein. Deren Adhasion und Transmigration unterliegen ver-
schiedenen molekularen Mechanismen. Daher war es notwendig zu differenzieren,
unter welcher Bedingung die transendotheliale Leukozyten-Migration untersucht wer-
den sollte und welcher Immunzelltyp dementsprechend einzusetzen war. Dass neu-
trophile Granulozyten bei akuten Entziindungsreaktionen eine grofle Rolle spielen,
wurde von Anthony et al. (1997) gezeigt, die im ZNS-Parenchym von Nagetieren
nach traumatischen Verletzungen und nach Injektion von IL-1R ins ZNS-Parenchym
Neutrophile in hoher Anzahl nachwiesen.

In der vorliegenden Studie wurde die Leukozyten-Diapedese einerseits am akut ent-
ziindungsaktivierten und, zum Vergleich, am gesunden, nicht stimulierten, cerebralen
Endothel untersucht, was den Einsatz neutrophiler Granulozyten notwendig machte.
Im Vergleich zu den Neutrophilen wurden T-Helferzellen in den Transmigrationsstu-
dien der vorliegenden Arbeit verwendet, die bei chronischen Erkrankungen des ZNS,

wie beispielsweise der Multiplen Sclerose, eine grol3e Rolle spielen.

4.3.1 Der Einfluss der Neutrophilen auf die Barrierefunktion

Mit Hilfe der ECIS-Technik wurde die quantitative Veranderung der Endothelzell-Mor-
phologie in Form der ECIS-Parameter R, (Zell-Zell-Kontakt), o (Zell-Substrat-Kon-
takt) und C., (Membrankapzitat) wahrend der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion unter-
sucht. Die Sensitivitat des Verfahrens zur Bestimmung des elektrischen Widerstands
der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte macht die ECIS-Technik zu einem vielseiti-
gem Werkzeug bei der Untersuchung der cerebralen endothelialen Barrierefunktion
(Lo et al., 1995) und deren Regulation wahrend der Endothelzell-Leukozyten-Interak-
tion. Die Technik wurde bereits von (Tiruppathi et al., 1992) eingesetzt, um die mor-
phologischen Anderungen von Endothelzellen aus Lungenarterien und -kapillaren
unter dem Einfluss der pro-inflammatorischen Substanz o-Thrombin zeitaufgel6st zu
untersuchen. Moy et al. (2000) setzten die ECIS-Methode ein, um den Einfluss Zyto-
skelett-vermittelter isometrischer Spannungsveranderungen auf die Zell-Zell- und
Zell-Substrat-Kontakte von HUVECs durch die Applikation von Histamin zu quantifi-
zieren. Die von Moy et al. (2000) und Tiruppathi et al. (1992) durchgefiihrten ECIS-
Untersuchungen wurden bereits im Zusammenhang mit der TNF-a induzierten Ent-

zindungsstimulierung und dem CHX-Einfluss auf die PBCEC diskutiert.
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In der vorliegenden Studie wurde erstmals mit Hilfe der ECIS-Technik die Auswir-
kung neutrophiler Granulozyten auf die einzelnen, die Endothelzellmorphologie be-
schreibenden Komponenten der BHS (Rp, o und C.,) untersucht. So wurde mit der
ECIS-Technik der Einfluss der Neutrophilen auf die Barrierefunktion der tight
junctions und des Zell-Matrix-Kontakts der PBCEC zeitgleich und dennoch separat
bestimmt. Die Mdéglichkeit zur anschlielienden Korrelation der Ergebnisse der ECIS-
Messungen mit denen der elektronenmikroskopischen, immunzytochemischen und
impedanzspektroskopischen Untersuchungen belegte, dass die Methoden-Kombina-

tion fir die Bearbeitung der gewahlten Aufgabenstellung optimal war.

4.3.1.1 Die Rolle der E/L-Ratio

Die Befunde der ECIS-Messungen zeigten eindeutig, dass das Ausmal} der Beein-
trachtigung von Ry, und o direkt mit der Anzahl der applizierten neutrophilen Granulo-
zyten korrelierte. Die hohe Empfindlichkeit der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte in
Kombination mit der hohen Sensitivitat der ECIS-Technik ermdglichte es, selbst mini-
male Beeintrachtigungen der Endothelzell-Morphologie wahrend der Leukozyten-
PBCEC-Interaktion zu detektieren.

Die Zugabe von Neutrophilen zu den entziindungsaktivierten bzw. nicht aktivierten
PBCEC in einer E/L-Ratio (Endothelzell-Leukozyten-Ratio) von 1:17 bzw. 1:20 fiihrte
im ECIS-Experiment zu einer erheblichen Senkung des Widerstands der interendo-
thelialen Kontaktzone (Rp) und des Zell-Substrat-Kontakts (a). Interessanterweise
wurde nach Zugabe von Neutrophilen zu den PBCEC in einer E/L-Ratio von 1:17 der
ECIS-Parameter R, zwar signifikant erniedrigt, stieg allerdings nach Erreichen des
Tiefpunkts wieder bis auf ca. 60 % seines Ausgangswertes an. Demgegenuber kam
es nach Applikation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 nicht zu einem Wi-
derstandsanstieg der Zell-Zell-Kontakte und des Zell-Substrat-Kontakts. Dennoch
verursachte die Zugabe der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 keinen Integri-
tatsverlust der tight junctions, was einem Zusammenbruch der Barrierefunktion
gleichgekommen ware. Ahnliche Befunde ergaben die Albumin-Permeabilitats- und
TER-Messungen von Huang et al. (1993) im HUVEC-Modell nach der Applikation
neutrophiler Granulozyten. Die Autoren zeigten, dass die Interaktion von Neutrophi-
len mit dem HUVEC-Monolayer in einer E/L-Ratio von 1:10 keine Veranderung des
transendothelialen Widerstands verursachte. Erst die Applikation der Neutrophilen in
einer E/L-Ratio von 1:25 bzw. 1:50 bewirkte einen starken Abfall des TERs. Huang et
al. (1993) folgerten, dass ausschliel3lich die E/L-Ratio fur die Veranderung der Endo-
thelzell-Permeabilitat verantwortlich ist, indem die Neutrophilen in niedriger E/L-Ratio

bei Kontakt mit den HUVECs die Liicken zwischen den Endothelzellen verschlieRen.
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Dadurch, dass die Neutrophilen in den interzellularen Raum der Endothelzellen wan-
dern, wird die Permeabilitait des HUVEC-Monolayers nicht beeintrachtigt. Dagegen
wird durch eine hohe E/L-Ratio eine Permeabilitatssteigerung dadurch hervorgeru-
fen, dass sich eine héhere Anzahl von Neutrophilen im Zell-Zwischenraum befindet.
So werden durch die adharierenden Neutrophilen via Signaltransduktion interzellula-
re Licken im HUVEC-Monolayer verursacht, die durch die nicht transmigrierenden
Leukozyten nicht verschlossen werden, was eine Permeabilitdtserhdhung des Endo-
thelzell-Monolayers zur Folge hat (Huang et al., 1993).

Del Maschio et al. (1996) untersuchten den Einfluss von Neutrophilen auf die
adherens junctions TNF-a-entziindungsstimulierter HUVECs. Sie zeigten mittels
HRP (horse-radish-peroxidase) -Permeabilitatsmessungen, dass bereits eine E/L-
Ratio von 1:10 die Permeabilitit des HUVEC-Monolayers um das Vierfache anstei-
gen liel3. Die Erhéhung der Neutrophilen-Zahl auf eine E/L-Ratio ab 1:40 flhrte zu ei-
nem totalen, irreversiblen Zusammenbruch der Barrierefunktion der PBCEC. Huang
et al. (1988; 1993) postulierten, dass eine E/L-Ratio ab 1:25 ohnehin unphysiologisch
sei. In dieser hohen E/L-Ratio verursachte bereits die Adhasion Chemokin-stimulier-
ter Neutrophiler ohne anschlieRende Transmigration die Erniedrigung des transendo-
thelialen Widerstands und die Steigerung der Albumin-Permeabilitdt des HUVEC-Mo-
nolayers. Dagegen flhrte die Zugabe von Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:10
zu keiner Veranderung des transendothelialen Widerstands (Huang et al., 1993).
Vollkommen gegensatzliche Befunde zeigten dagegen die impedanzspektroskopi-
schen Untersuchungen von Burns et al. (2000), die selbst nach Applikation von Neu-
trophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 im ECIS-Experiment keine Beeintrachtigung der
Barrierefunktion der HUVECs beobachteten. Nach Burns et al. (2000) verursacht die
Neutrophilen-Adhasion eine intrazellulare Calcium-Erhéhung, durch die der junctio-
nale Komplex der HUVECs kontrahiert oder verschoben wird. Auf diese Weise
durchqueren die Leukozyten ohne Beeintrachtigung der interzellularen junctions den
Endothelzell-Monolayer.

Der sehr niedrige transendotheliale Widerstand des von Burns et al. (2000) fir die
ECIS-Analysen eingesetzten HUVEC-Monolayers bei gleichzeitig serumhaltigen Kul-
turbedingungen lasst allerdings vermuten, dass schwache externe Stimuli aufgrund
der geringen Empfindlichkeit der Barrierefunktion dieser Endothelzellen nicht detek-
tiert werden konnten. In der von Burns et al. (2000) durchgefiihrten ECIS-Analyse
wurde zudem ausschlieBlich der Gesamtwiderstand des HUVEC-Monolayers nach
der Neutrophilen-Zugabe dargestellt, so dass sich geringe Anderungen speziell des
Zell-Zell-Kontakts im Kurvenverlauf des Gesamtwiderstands nicht wiederspiegeln
konnten. Die PBCEC der vorliegenden Arbeit, deren Barriereeigenschaften denen
der Blut-Hirn-Schranke entsprachen, bildeten auf den ECIS-Goldelektroden einen bis
zu 100-fach héheren TER aus als die von Burns et al. (2000) verwendeten HUVECs,
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die einen transendothelialen Widerstand von maximal 11 Q x cm? entwickelten. Das
von Burns et al. (2000) verwendete HUVEC-Modell mit induzierter Erhéhung der tight
junction-Expression wies zudem Diskontinuitaten der festen Zell-Zell-Kontakte an
den sogenannten tricellular corners auf, was sich im extrem niedrigen transendothe-
lialen Widerstand dieses Endothelzell-Monolayers wiederspiegelte. So stellte sich oh-
nehin die Frage, inwieweit die Anwendung der ECIS-Technik in Endothelzell-Syste-
men, wie dem von Burns et al. (2000) verwendeten HUVEC-Modell, tiberhaupt sinn-
voll ist.

Das in der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der Leukozyten-Transmigration ver-
wendete BHS-Modell wies dagegen eine hohe Anzahl komplex aufgebauter tight
junctions auf, die ohne Diskontinuitaten entlang der Zellgrenzen verliefen. Die Vorun-
tersuchungen des PBCEC-Modells zeigten, dass die Zell-Zell-Kontakte und der Zell-
Substrat-Kontakt unter Serum-freien, Hydrocortison-haltigen Kulturbedingungen
héchste Sensibilitat auf dulRere Stimuli aufwiesen. So lie sich mit Hilfe der ECIS-
Technik zeigen, dass selbst die Applikation von Neutrophilen in einer niedrigen E/L-
Ratio einen deutlich messbaren Effekt auf den Widerstand der Zell-Zell-Kontakte der
PBCEC ausibte. Sogar durch die Zugabe von neutrophilen Granulozyten in einer
E/L-Ratio von 1:5 wurde eine reversible Schwachung des interendothelialen Wider-
stands der tight junctions auf die Halfte ihres Ausgangswertes nachgewiesen. Auch
der Zell-Substrat-Kontakt der PBCEC wurde geschwacht, allerdings reversibel und
wesentlich geringflgiger als der Zell-Zell-Kontakt. Die Membrankapazitat blieb dage-
gen unbeeinflusst. Die Beeintrachtigung der Zell-Zell-Kontakte durch die Interaktion
der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:2 war schwacher als bei einer
E/L-Ratio von 1:5, aber immer noch nachweisbar.

Wahrend Huang et al. (1993) eine Beeintrachtigung der Barrierefunktion des
HUVEC-Monolayers erst ab einer E/L-Ratio von 1:25 beobachteten, konnte hier mit
Hilfe der hoch sensitiven ECIS-Methode erstmals gezeigt werden, dass die Neutro-
philen den Widerstand der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte auch bei einer gerin-
gen E/L-Ratio (von 1:2 bzw. 1:5) beeintrachtigten. Der Vergleich der ECIS-Messun-
gen mit denen der zeitgleich durchgefiihrten TER-Filtermessungen zeigte, dass
durch die Applikation der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:5 keine Veranderung
des TER messbar war. Dagegen war im ECIS-Experiment nach Zugabe der Neutro-
philen in der gleichen E/L-Ratio eine deutliche Widerstandserniedrigung von R, (Zell-
Zell-Kontakt) zu beobachten.

Im Gegensatz zu den ECIS-Analysen war bei den TER-Filtermessungen erst nach
einer Zugabe der Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 eine signifikante Beein-
trachtigung der Barrierefunktion der cerebralen Endothelzellen nachzuweisen. Der
widerstandssenkende Effekt der Neutrophilen auf den Zell-Zell-Kontakt wurde durch

die Entziindungsaktivierung der PBCEC mit TNF-a im Vergleich zu den nicht akti-

262



Diskussion

vierten PBCEC generell verstarkt. Da sich der Gesamtwiderstand einer Endothelzell-
schicht aus dem Zell-Zell- und dem Zell-Substrat-Kontakt, sowie der Membrankapa-
zitat zusammensetzt (Moy et al., 2000), ist zu vermuten, dass die TER-Filtermessun-
gen der PBCEC, bei denen der TER als Gesamtwiderstand bestimmt wurde, nicht
hinreichend sensitiv waren, um die ohnehin geringe und reversible Widerstandsernie-
drigung ausschlieRlich der Zell-Zell-Kontakte differenzieren zu kénnen. Da die TER-
Filtermessungen nicht zeitaufgeldst, sondern lediglich zu bestimmten Zeitpunkten er-
folgten und jede Messung eine erhebliche Stérung des Kultursystems bedeutete, war
die Wahrnehmung einer geringfligigen Schwachung der Barrierefunktion der PBCEC

ohnehin problematisch.

Der Zell-Zell- und der Zell-Substrat-Kontakt der PBCEC

Die Absenkung der Parameter R, und o des PBCEC-Monolayers durch die Zugabe
von Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:17 erfolgte zeitgleich innerhalb von 30 bis
40 Minuten. Dabei war die Absenkung des Zell-Matrix-Kontakts wesentlich geringfi-
giger als die des interendothelialen Widerstands. Der Zell-Substrat-Kontakt, der nach
Zugabe einer geringen Neutrophilen-Zahl (E/L-Ratio 1:5) kaum beeintrachtigt wurde,
wurde dagegen bei einer E/L-Ratio von 1:17 voribergehend, aber dennoch deutlich,
geschwacht. Dieser Effekt wurde durch eine Erhdhung der E/L-Ratio auf 1:20 noch
verstarkt. Die Membrankapazitat wurde durch die Neutrophilen auch in einer erhoh-
ten E/L-Ratio nicht beeintrachtigt. Die vorliegenden Studien zeigen deutlich, dass das
Mal und die Reversibilitdt der gestorten tight junction-Integritat durch die E/L-Ratio
bestimmt wurde.

Die Zunahme der Endothelzell-Permeabilitat in situ wird mit der Entstehung von klei-
nen Licken zwischen den aneinandergrenzenden Endothelzellen in Zusammenhang
gebracht, die bei der reversiblen Barrierebildung wieder geschlossen werden (Wu
and Baldwin, 1992; Leach et al., 1995). Die ECIS-Analyse zeigte zudem, dass die
transiente Schwachung der Barrierefunktion, die nach Kontakt mit den Neutrophilen
in einer E/L-Ratio von 1:5 bis 1:17 in einer Senkung des transendothelialen Wider-
stands resultierte, fast ausschlieBlich durch den parazellularen Widerstandsabfall
verursacht wurde. Nach Moy et al. (2000) werden die Endothelzellen durch den ver-
ursachten Reiz nicht durch zentripetale Spannungserh6hung auseinandergezogen,
sondern di rekt an den Zell-Zell-Kontakten geschwacht. Die verbleibende Zellspan-
nung verursacht die Bildung kleiner Licken in der interendothelialen Zellkontaktzone,
was letztlich die Reduzierung des ECIS-Parameters Ry, zur Folge hat.

Trotz des durch die Neutrophilen-Interaktion verursachten gemeinsamen Abfalls der
ECIS-Parameter Ry, und o der PBCEC, erreichte der Wert des Zell-Substrat-Kontakts

(o) in der Regenerationsphase wesentlich friiher wieder seinen Ausgangswert als der
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Wert fir den Zell-Zell-Kontakt (R,). Dieser sank bei Einsatz einer hdheren E/L-Ratio
(ab 1:20) entweder stetig weiter oder aber erreichte lediglich die Halfte oder ein Vier-
tel seines Ausgangswiderstands. Unabhangig von dem teilweise kompletten Verlust
der Barrierefunktion durch die irreversible Offnung oder Zerstérung der tight junctions
der PBCEC, wurde der urspriingliche Zustand der Zell-Substrat-Adhasions-Kontakte
wieder hergestellt. Dieser Befund |a3t eine voneinander unabhangige molekulare
Modellierung jener Kontakte mdéglich erscheinen, die den beiden ECIS-Parametern
Rp und o zugrunde liegen. Der von Moy et al. (2000) nach der Histamin-Zugabe zum
HUVEC-Monolayer beobachtete Einfluss auf die Parameter R, und o zeigte, dass
der Abfall des Gesamtwiderstands hauptsachlich durch den Parameter Ry, verursacht
wurde. Der Zell-Substrat-Kontakt wurde dagegen etwas verzdgert, nach Senkung
des Ry-Wertes, reduziert. Die Autoren konnten allerdings nachweisen, dass wahrend
der Regenerationsphase zunachst der Zell-Substrat-Kontakt wieder anstieg und et-
was verzogert der Zell-Zell-Kontakt gestarkt wurde. Nach Moy et al. (2000) erlaubte
diese zeitliche Verzdgerung des Anstiegs der Parameter R, und o in der Regenera-
tionsphase zwei Schlussfolgerungen: entweder werden der Zell-Zell- und der Zell-
Matrix-Kontakt unabhangig voneinander gestarkt, wobei sich der Widerstand des Pa-
rameters a schneller regeneriert als Ry, oder aber durch die mit der Starkung des
Zell-Substrat-Kontakts einhergehende Spannungsveranderung wird die Barrierebil-
dung der interendothelialen Kontakte erst erméglicht. In den Studien von Moy et al.
(2000) erreichten die ECIS-Parameter R, und a nach dem Histamin-verursachten
Widerstandsabfall des HUVEC-Monolayers letztlich wieder vollstandig ihre Aus-
gangswerte.

Die Barrierefunktion der priméarkultivierten cerebralen Endothelzellen war zu Beginn
der ECIS-Langzeit-Messung je nach Entwicklungszustand der PBCEC zwar maximal
ausgepragt, sie wurde im Verlauf des Experiments allerdings kulturbedingt, und zwar
unabhangig von externen Stimuli, geringfligig geschwacht. Dieser Aspekt wurde da-
her bei der Bewertung der Regenerationsphase der ECIS-Parameter mitberiicksich-
tigt. In der vorliegenden Arbeit zeigte die ECIS-Analyse der Neutrophilen-PBCEC-In-
teraktion bei einer E/L-Ratio von 1:20 deutlich, dass die reversible Festigung des
Zell-Substrat-Kontakts unabhangig vom Verlust der Barrierefunktion der interendo-
thelialen tight junctions erfolgte, welcher durch die Immunzellen verursacht worden
war. Dieser Befund erlaubte die Schlussfolgerung, dass der durch die Neutrophilen
verursachte molekulare Wirkmechanismus der Regulation des Zell-Substrat-Kontakts
unabhangig von der Regulation des barrierebildenden junctionalen Komplexes er-
folgte. Dieser Effekt ist den ECIS-Analysen zufolge abhangig von der gewahlten E/L-
Ratio. Erst nach Zugabe von Neutrophilen in einer E/L-Ratio ab 1:30 wurde auch der

Zell-Substrat-Kontakt irreversibel um bis zu maximal 60 % gesenkt. Die barrierebil-

264



Diskussion

denden tight junctions der PBCEC verloren bei derart hohen E/L-Ratios dagegen

vollstandig ihre Integritat.

4.3.1.2 Der Zeitverlauf der Barrierefunktionsstorung durch die Neutrophilen

Die Frage, in welchem zeitlichen Rahmen die Transmigration der Neutrophilen er-
folgt, ist ein sehr wichtiger Aspekt im Kontext der Untersuchung zur Endothelzell-Bar-
rierefunktion und wird noch heute kontrovers diskutiert.

So stellten Burns et al. (1997) die Ergebnisse von Del Maschio et al. (1996) in Frage,
welche bei einer Einzelmessung 60 Minuten nach der Neutrophilen-Applikation zu
den HUVECs in einer E/L-Ratio von 1:10 eine 4-fache Permeabilitatserhdhung beob-
achteten. Nach Burns et al. (1997) und Huang et al. (1988) ist die Transmigration von
Neutrophilen bereits 10 Minuten nach deren Zugabe abgeschlossen. Die Aussage
von Burns et al. (1997) setzte allerdings voraus, dass die Neutrophilen den HUVEC-
Monolayer innerhalb von 10 Minuten erreichten und mit den Endothelzellen inter-
agierten, bis sie schlieRlich transmigrierten. Sowohl die ECIS-Messungen als auch
die TER-Filtermessungen der vorliegenden Studie zeigten, dass die Barrierefunktion
des PBCEC-Monolayers durch die Neutrophilen-Interaktion innerhalb eines mehr-
stindigen Zeitfensters beeintrachtigt wurde. Die Zeitdauer der Widerstandssenkung
bis zum Wiedererreichen des Maximums nach Reduzierung des ECIS-Parameters
Ry, erstreckte sich insgesamt Uber einen Zeitraum von mindestens 5-6 Stunden. Das
von Burns et al. (2000) in der ECIS-Analyse als Positiv-Kontrolle verwendete Hista-
min wirkte sich dagegen bereits nach Sekunden nach seiner Zugabe widerstands-
senkend aus, indem es die interendothelialen Zell-Kontakte lockerte (Killackey et al.,
1986; Huang et al., 1993). Die hier durchgefiihrte ECIS-Analyse zum Zeitverlauf der
PBCEC-Neutrophilen-Interaktion wirft die Frage auf, ob die Wirkung des Histamins
Uberhaupt als Kontrolle zum zeitlichen Ablauf der Interaktion der Neutrophilen mit
dem HUVEC-Monolayer geeignet war.

Bolton et al. (1998) konnten mittels HRP-Permeabilitdts-Untersuchungen in vivo
nachweisen, dass erst 4 Stunden nach Injektion des pro-inflammatorischen Cytokins
IL-163 (Interleukin-1R) in das Gehirnparenchym von Ratten eine Neutrophilen-Adha-
sion und die damit verbundene Funktionsstérung der BHS einsetzte. Die Autoren
zeigten weiterhin, dass 8-12 Stunden nach Injektion von IL-13 die Barrierefunktion
der BHS wieder regeneriert war und die zuvor adharenten Neutrophilen nicht mehr
auf dem Endothel nachzuweisen waren. Die Beeintrachtigung der Barrierefunktion
der PBCEC durch die Zugabe von Neutrophilen setzte in der vorliegenden Studie
zwar schon nach ca. 20 Minuten ein, allerdings wurden die Immunzellen direkt auf
den bereits seit 4 Stunden entziindungsaktivierten Monolayer appliziert. In der von

Bolton et al. (1998) durchgefiihrten Studie wurde das entziindungsstimulierende IL-
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1R in das ZNS-Parenchym lebender Ratten injiziert, so dass das zur Immunzell-Ad-
hasion notwendige Adhasionsprotein-Profil zunachst auf der Endothelzelloberflache
exprimiert werden musste. So wird beispielsweise das fir den initialen Kontakt der
Leukozyten notwendige E-Selektin erst 2-4 Stunden nach Aktivierung des Endothels
mit IL-1 oder TNF-a durch de novo Synthese auf der Zelloberflache exprimiert und
|&sst sich in einem Zeitraum von 4-8 Stunden nach Entziindungsaktivierung nachwie-
sen (Bevilacqua et al., 1987; Abbassi et al., 1993). In vivo missen die Neutrophilen
zunachst chemotaktisch mit dem Blutstrom zum Entzindungsherd transportiert wer-
den, was in vitro ebenfalls entfiel. Die Zeitspanne von 4 Stunden nach IL-1R-Injektion
in das Gehirn-Parenchym mit der Folge der Neutrophilen-Adhéasion und anschlief3en-
der Beeintrachtigung der Barrierefunktion der BHS entfiel somit in den vorliegenden
in vitro-Studien. Daher stimmte die von Bolton et al. (1998) ermittelte Dauer der Bar-
rierefunktions-Stérung zeitlich mit derjenigen der in vitro-ECIS-Analysen der PBCEC-
Neutrophilen-Interaktion Uberein.

Wie der Vergleich der von Bolton et al. (1998) durchgefihrten in vivo-Analysen mit
den hier ermittelten impedanzspektroskopischen in vitro-Befunden zeigt, wies der
mehrstiindige Verlauf der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion eine sehr hohe in
vivo-Kompatibiltat auf. Beim Transmigrations-Ereignis selbst handelt es sich aller-
dings wahrscheinlich um einen schnellen Vorgang. Inwiefern sich diesbezlglich Un-
terschiede zwischen Endothelzellen peripherer Gefalke und solchen cerebralen Ur-

sprungs ergeben, sei in Frage gestellt.

Die Aussage der Permeabilitatsmessungen

Prinzipiell war nicht sichergestellt, dass die Transmigration der Leukozyten tatsach-
lich simultan erfolgte, so dass eine Korrelation der TER-Messungen der PBCEC mit
der Transmigration der Neutrophilen durch den Endothelzell-Monolayer problema-
tisch ist. So zeigten die REM-Analysen der vorliegenden Studie eindeutig, dass alle
Interaktionsstadien der Neutrophilen-Adhasionskaskade wahrend der Neutrophilen-
PBCEC-Wechselwirkung unter entziindlichen Bedingungen gleichzeitig vertreten wa-
ren. Eine simultane Transmigration der Neutrophilen konnte nicht nachgewiesen wer-
den. Diese Beobachtung zeigte eindeutig, dass die Korrelation der Leukozyten-indu-
zierten Permeabilitatserhdhung eines Endothelzell-Monolayers mit der Transmigra-
tion nicht maoglich ist. Vielmehr ist die Leukozyten-Transmigration als separates Er-
eignis der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion zu untersuchen. Da die Permeabi-
litdts- und Widerstandsmessungen lediglich Aussagen Uber die Endothelzell-Leuko-
zyten-Interaktion erlauben, sind diese zur Charakterisierung der Transmigration nur
in Kombination mit einer detaillierten elektronenmikroskopischen Analyse aussage-

kraftig.
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Die ECIS-Untersuchungen dieser und anderer Arbeiten zeigten, dass die Neutrophi-
len-Endothelzell-Interaktion zwar nachweislich die Barrierefunktion der Endothelzel-
len beeinflusst, der Neutrophilen-bedingte Stimulus jedoch geringer ist als jener von
pro-inflammatorischen Substanzen, wie z. B. a-Thrombin oder Histamin. Die impe-
danzspektroskopische Analyse der Barrierefunktion eines Endothelzell-Monolayers
erforderte somit ein Zellkultursystem, dass durch seine komplexe Auspragung der in-
terendothelialen Zell-Kontakte in Verbindung mit der hochsensitiven ECIS-Methode
in der Lage war, auf einen schwachen Stimulus ausreichend empfindlich zu reagie-
ren. Trotz identischer Fragestellung und Anwendung gleicher Methoden ist deshalb
der Vergleich der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion in verschiedenen Endothel-
zell-Modellen mit unterschiedlichen Barriereeigenschaften und Sensibilitaten gegen-

Uber externen Stimuli, problematisch.

4.3.2 Die tight junction-assoziierten Proteine und die Barrierefunktion

Zur Analyse ausgewabhlter tight junction-assoziierter Proteine der PBCEC unter ent-
zindlichen Bedingungen und/oder wahrend der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion
wurden Western-Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen durchgefiihrt. Diese sollten
Aufschluss dartiber geben, inwiefern die Inkubation der PBCEC mit TNF-a. bzw. mit
den Neutrophilen zu einer Beeintrachtigung der einzelnen tight junction-Proteine
fuhrte. Besonders interessant war dabei die Analyse derjenigen Entziindungsbedin-
gung bzw. der Neutrophilen-PBCEC-Interaktion in einer E/L-Ratio, die zu einer Per-
meabilitatssteigerung der PBCEC flihrte. Auf diese Weise war es mdglich, die Beein-
trachtigung des TERs bzw. des ECIS-Parameters R, mit der Veranderung einzelner
tight junction-assoziierter Proteine zu vergleichen. Obwohl die molekulare Struktur
der tight junctions relativ gut untersucht ist, ist noch wenig Gber deren Regulation un-
ter pathophysiologischen Bedingungen bekannt (Huber et al., 2001). Im Allgemeinen
erfolgt die Regulation der tight junction-assoziierten Proteine durch Signaltransduk-
tions-Mechanismen, an denen die Signal-Molekiile cAMP, Calcium (Ca?*), G-Protei-
ne, Phospholipase C, kleine GTP-bindende Proteine und Protein Kinase C beteiligt
sind (Gonzalez-Mariscal et al., 1985; Balda et al., 1993; Jou et al., 1998; Mullin et al.,
1998).

4.3.2.1 ZO-1, Occludin und Claudin-5

Die Analysen von Huber et al. (2001), die den Effekt einer induzierten peripheren
Entzindungsreaktion auf die Expression der tight junction-assoziierten Proteine Occ-

ludin, ZO-1 und Claudin-1 in Korrelation zur Permeabilitat der BHS in vivo untersuch-
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ten, zeigten erstaunliche Parallelen zu den Immunoblot-Befunden der vorliegenden
Studie. So zeigten die Autoren, dass die Induktion einer peripheren Entziindungs-
reaktion durch die Injektion entziindungsstimulierender Substanzen, wie Formalin
und A-Carrageenan, in die Pfétchen von Ratten die Permeabilitat der BHS in vivo er-
heblich steigerte. Die parallel zu den Permeabilitdtsmessungen durchgefihrten
Western-Blot-Analysen zeigten, dass die Occludin-Expression der untersuchten ce-
rebralen Kapillarendothelzellen reduziert wurde, wogegen die ZO-1- und die Aktin-
Expression gesteigert wurden. Claudin-1 wurde dagegen quantitativ unverandert ex-
primiert.

Die Western-Blot-Analysen der hier untersuchten tight junction-assoziierten Proteine
der PBCEC korrelieren weitestgehend mit den von Huber et al. (2001) durchgefiihr-
ten Immunoblot-Analysen der entziindungsaktivierten Kapillarendothelzellen der Rat-
te in vivo. So wurde nach einer 4-stiindigen Inkubation der PBCEC mit 20 ng/mi
TNF-o die Permeabilitat des cerebralen Endothelzell-Monolayers erhdht. Die Wes-
tern-Blot-Analysen der mit 20 ng/ml TNF-a entziindungsaktivierten PBCEC zeigten,
dass die Expression des tight junction-Proteins Occludin signifikant erniedrigt wurde,
Z0-1 dagegen etwas starker und Claudin-5 auf gleichem Niveau exprimiert wurde.
Die parallel zu den Western-Blots durchgefiihrten Immunfluoreszenzen der PBCEC
zeigten, dass durch deren Entziindungsaktivierung die Lokalisation der tight junction-
assoziierten Proteine verandert wurde. So erschien sowohl die Claudin-5- als auch
die ZO-1-Expression an den Zellgrenzen der PBCEC verzerrt. ZO-1 wurde geringfii-
gig ins Zytosol der PBCEC umverlagert.

Weder die Western-Blot-Analysen noch die Immunfluoreszenzen der PBCEC, die mit
2 ng/ml TNF-a entziindungsaktiviert worden waren, zeigten eine Veranderung der
untersuchten tight junction-assoziierten Proteine Occludin, ZO-1 und Claudin-5. Wie
die immunzytochemischen Analysen zeigen, war es entscheidend, TNF-a in einer
Konzentration einzusetzen, die nicht schon vor der Inkubation der PBCEC mit den

Neutrophilen zu einer Veranderung der Expression der tight junction-Proteine fiihrte.

Occludin

Das tight junction-assoziierte Protein Occludin, dass als integrales Protein vier trans-
membrane Domanen aufweist, ist besonders in den tight junctions der Blut-Hirn-
Schranke hoch konzentriert (Hirase et al., 1997). Balda et al. (1996) und McCarthy et
al. (1996) konnten nachweisen, dass eine Uberexpression des Occludins direkt mit
einem Anstieg des TER des Endothelzell-Monolayers korrelierte. Obwohl Morita et
al. (1999a) zeigten, dass Occludin zur Bildung der tight junctions nicht unbedingt not-
wendig ist, belegten Balda et al. (1993), dass der interendotheliale transendotheliale

Widerstand erst durch die Anwesenheit von Occludin in den tight junctions erheblich
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gesteigert wird. Untersuchungen von Wong & Gumbiner (1997) und Balda et al.
(1996) demonstrierten, dass Occludin sowohl strukturell als auch funktionell eine
Schlisselrolle innerhalb der tight junctions spielt. Somit ist Occludin héchstwahr-
scheinlich in den Regulations-Mechanismus der Permeabilitdtssteigerung eines En-
dothelzell-Monolayers wahrend einer entziindlichen Reaktion involviert (Sakakibara
et al., 1997). Auch Bolton et al. (1998) zeigten, dass eine durch Interleukin-113 verur-
sachte Steigerung der Permeabilitat der BHS mit einer reduzierten Occludin-Expres-
sion korrelierte.

Unter physiologischen Bedingungen basiert der Regulations-Mechanismus der tight
junctions auf Phosphorylierungen (Nigam et al., 1991; Sakakibara et al., 1997; Wong
& Gumbiner, 1997). So wird Occludin an Serin, Threonin und Tyrosin phosphoryliert
(Sakakibara et al., 1997; Singer et al., 1994; Staddon et al., 1995). Gloor et al. (1997)
zeigten, dass eine stark erhdhte Tyrosin-Phosphorylierung die Permeabilitat cerebra-
ler Endothelzellen deutlich erhoéht. Eine verminderte Occludin-Expression cerebraler
Kapillarendothelzellen, die von Huber et al. (2001) nach Applikation eines peripheren
Entziindungsstimulus beobachtet wurde, wurde von den Autoren mit einer entziin-
dungsinduzierten Steigerung der Tyrosin-Phosphorylierung in Zusammenhang ge-
bracht. Moglicherweise ist die hohe Konzentration von Glycin und Tyrosin des prima-
ren extrazelluldren Loops des Occludins fir dessen hohe Tyrosin-Phosphorylierung
verantwortlich (Furuse et al., 1994).

Inwiefern die verminderte Expression des PBCEC-Occludins durch die Inkubation mit
20 ng/ml TNF-a mit einer erhéhten Tyrosin-Phosphorylierung einherging, konnte an-
hand der durchgefiihrten Western-Blot-Analysen nicht beurteilt werden. Die Occlu-
din-lmmunoblot-Analysen der vorliegenden Studie zeigen, dass das Occludin nicht
als einzelne distinkte Bande vorlag, sondern vielmehr als ein multiples, weit aufge-
spreitetes Bandenmuster, dessen kleinste Molekulargewichts-Bande am starksten
ausgepragt war. Auch Furuse et al. (1993) und Saitou et al. (1997) beobachteten die-
ses charakteristische Occludin-Bandenmuster im Western-Blot.

Sakakibara et al. (1997) zeigten, dass durch die Phosphorylierung der Serin- und
Threonin-Reste des Occludins dessen Bande im Immunoblot nach oben (in Richtung
des geringeren Molekulargewichts) verschoben wurde und somit in der SDS-PAGE
als multiples Banden-Profil erschien. Die Bande des geringsten Molekulargewichts,
die nach unten das multiple Banden-Profil abschliet und am starksten ausgepragt
ist, entspricht der unphosphorylierten bzw. wenig phosphorylierten Form des Occlu-
dins. Dagegen entsprechen die Banden des hdheren Molekulargewichts, die sich der
dominanten unteren Bande nach oben anschlieRen, der phosphorylierten Form des
Occludins (Sakakibara et al., 1997).

Sakakibara et al. (1997) zeigten zudem, dass nicht jeder Occludin-Antikorper in der

Lage ist, sowohl die phosphorylierte Form als auch die dephosphorylierte Form des
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Occludins im Western-Blot nachzuweisen. Die Immunoblot-Analysen der Autoren
zeigten, dass einer der verwendeten monoklonalen Occludin-Antikérper ausschlief3-
lich die phosphorylierte Form des Occludins erkannte, nicht aber die dephosphory-
lierte Form, was sich im Fehlen der unteren dominanten Bande aul3erte. Dagegen
konnten die Autoren durch den Einsatz eines anderen monoklonalen Antikorpers so-
wohl die phosphorylierte als auch die dephosphorylierte Form des Occludins nach-
weisen.

Das Occludin-Bandenmuster der Western-Blots der vorliegenden Arbeit war iden-
tisch mit dem von Sakakibara et al. (1997) nachgwiesenen Bandenmusters bei der
Verwendung jenes Antikorpers, der beide Occludin-Formen nachweisen konnte. Dies
manifestierte sich in der dominanten unteren Bande des Occludins der PBCEC und
dem nach oben verschobenen multiplen Bandenmuster. Stevenson & Goodenough
(1984) und Stevenson et al. (1988a) zeigten, dass nur die phosphorylierte Form des
Occludins flir das regelrechte tight junction-assembly verantwortlich ist. Das Occludin
in nicht oder nur wenig phosphorylierter Form ist in der basolateralen Membran der
Zelle verteilt, wogegen ausschlief3lich das phosphorylierte Occludin selektiv in den
tight junctions akkumuliert ist. Die Phosphorylierung des Occludins nimmt somit eine
Schlusselrolle fiir das tight junction-assembly ein (Sakakibara et al., 1997).

Das in den vorliegenden Immunoblots nachgewiesene phosphorylierte Occludin der
nicht oder mit 2 ng/ml TNF-a entziindungsaktivierten PBCEC verdeutlichte somit die
hohe Konzentration ihrer komplex organisierten tight junctions. Auch die Zugabe von
Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:5 zu den PBCEC veranderte diesen Status der
Occludin-Phosphorylierung nicht. Damit einhergehend blieb der TER unter diesen
Bedingungen unverandert hoch. Eine Entziindungsstimulierung der PBCEC mit
20 ng/ml TNF-qo. fuhrte dagegen zu einer erheblichen Reduzierung des oberen multi-
plen Occludin-Bandenmusters, wahrend die charakteristische dominante untere Ban-
de unverandert ausgepragt war. Eine identische Reduktion des Bandenmusters wur-
de durch die Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20
nachgewiesen. Dieser Befund zeigte, dass durch die Inkubation der PBCEC mit
20 ng/ml TNF-a. das Occludin teilweise dephosphoryliert wurde. Im Gegensatz zur
phosphorylierten Form des Occludins, die flir ein intaktes tight junction-assembly
sorgt (Sakakibara et al., 1997), fiihrt eine Dephosphorylierung des Occludins zu ei-
nem Integritatsverlust der tight junctions und damit zu einer Schwachung der Bar-
rierefunktion des Endothelzell-Monolayers. Die durch die Inkubation der PBCEC mit
20 ng/ml TNF-a bzw. mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 verursachte De-
phosphorylierung spiegelte sich dementsprechend in der impedanzspektroskopisch
nachgewiesenen Schwéachung der Barrierefunktion der PBCEC wieder.

Da durch die Inkubation mit 2 ng TNF-a zwar nachweislich eine Entziindungsreaktion

der Endothelzellen ausgelést wurde, die Occludin-Expression im Western-Blot je-
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doch unverandert blieb, konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der Entzin-
dungsreaktion der PBCEC und der Dephosphorylierung des Occludins hergestellt
werden. Offensichtlich ist die eingesetzte Konzentration des TNF-a der ausschlagge-
bende Faktor fur die Occludin-Expression. Inwiefern dieser Befund TNF-a-spezifisch
war, kann aufgrund fehlender entziindungsstimulierender Vergleichssubstanzen nicht

gesagt werden.

Z0-1

Im Gegensatz zur Beeintrachtigung der Occludin-Expression der PBCEC durch die
Inkubation der Endothelzellen mit 20 ng/ml TNF-a zeigten die Immunoblot-Analysen,
dass die ZO-1 Expression nicht beeinflusst, sondern teilweise sogar geringfiigig ver-
starkt wurde. Auch die Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von
1:5 flhrte zu keiner Veranderung der ZO-1 Expression. Die Doppelbande, die stets
beim ZO-1-Nachweis im Western-Blot zu sehen war, zeigt die zwei alpha-lsoformen
des ZO-1 Proteins, die durch ein alternatives RNA-splicing entstehen (Willott et al.,
1992). Auch Huber et al. (2001) wiesen im Western-Blot eine Verstarkung der ZO-1-
Expression der Kapillarendothelzellen von Ratten nach, nachdem sie zuvor eine peri-
phere Entziindungsstimulierung induziert hatten.

Z0-1 kann ebenso wie Occludin an seinen Serin-, Threonin- und Tyrosin-Resten
phosphoryliert werden (Singer et al., 1994; Staddon et al., 1995; Balda et al., 1996;
Collares-Buzato et al., 1998). So wurde von Huber et al. (2001) auch fir ZO-1 ein
durch die Entzindungsstimulierung verschobenes Phosphorylierungs-Muster fir die
veranderte ZO-1-Expression diskutiert, was mdglicherweise einen Kompensations-
mechanismus der Endothelzellen darstellt, um vermehrt tight junction-Proteine aus
dem Zytoplasma in der Zellmembran anzureichern (Huber et al., 2001). Der Western-
Blot des hier eingesetzten ZO-1-Antikérper erlaubte keine Aussage zum Phosphory-
lierungs-Status des Proteins und konnte obige Frage damit nicht beantworten.

Blum et al., (1997) zeigten, dass die Inkubation von mikrovascularen Endothelzellen
mit Cytokinen zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts und zu einer Veranderung
der tight junctions fihrt. Da ZO-1 mit dem Aktin-Zytoskelett interagiert (Nusrat et al.,
2000) und sich die Entziindungsaktivierung der cerebralen Endothelzellen in einer er-
hohten Expression von ZO-1 und Aktin wiederspiegelte, fliihrt mdoglicherweise die
Umstrukturierung des Zytoskeletts zu der erhdhten Expression des ZO-1-Proteins
(Huber et al., 2001). Interessant war in diesem Kontext die durch die PBCEC-Neutro-
philen-Interaktion bei einer E/L-Ratio von 1:20 verursachte Umverteilung des Z0O-1
von den Zellgrenzen in das Zytosol der PBCEC und weiter zu deren Zellkern. Inwie-
weit diese Umverteilung des ZO-1 mit der Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts

korreliert, missten weitere Untersuchungen zeigen. Da allerdings bei der Umverlage-
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rung des ZO-1-Proteins eine Zellformverdnderung der PBCEC beobachtet werden
konnte, ist eine durch die Neutrophilen-Interaktion verursachte Umstrukturierung des
Aktin-Zytoskeletts der PBCEC denkbar.

Claudin-5

Die Claudin-5-Expression blieb durch die Inkubation der PBCEC mit 20 ng/ml TNF-a
unverandert. Auch die Inkubation der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von
1:5 und 1:20, die eine signifikante Senkung des TER und des ECIS-Parameters R,
verursachte, fuhrte im Western-Blot zu keiner Veranderung der Claudin-5-Expres-
sion. Huber et al. (2001) zeigten ebenfalls eine unveranderte Claudin-Expression der
cerebralen Kapillarendothelzellen nach Induktion einer peripheren Entziindungsreak-
tion. Allerdings untersuchten die Autoren die Claudin-1- und nicht die Claudin-5-Ex-
pression.

Die Claudine sind als dimerisierte Strange in die Plasmamembran eingebettet und in-
teragieren mit den Claudinen der Nachbarzellen. Die Impermeabilitdt der tight
junctions ist abhangig von der Intensitat der Interaktion zwischen den Claudin-Stran-
gen und variiert entsprechend den beteiligten Claudin-Typen (Furuse et al., 1999).
Uber die Claudin-Typen der BHS ist noch wenig bekannt (Huber et al., 2001). Morita
et al. (1999b) zeigten, dass Claudin-5 nicht in Kapillarendothelzellen vorkommt.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Claudin-5-Expression der BHS wah-
rend einer entziindlichen Reaktion und wahrend der Neutrophilen-Endothelzell-Inter-
aktion untersucht. Die unveranderte Expression von Claudin-5 wahrend der Entzin-
dungsaktivierung mit 20 ng/ml TNF-a |&sst vermuten, dass die tight junctions der
BHS trotz der Senkung des TERs intakt blieben. Dieser Befund unterstreicht die Er-
gebnisse von Furuse et al. (1999), die zeigten, dass die Claudine die Proteine sind,

die die Aufrechterhaltung der tight junction-Integritat sicherstellen.

Insgesamt zeigten die Western-Blot-Analysen nach Entziindungsaktivierung der
PBCEC mit 2 ng/ml TNF-a und der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion bei einer
E/L-Ratio von 1:5, dass die tight junction Proteine Occludin, ZO-1 und Claudin-5 un-
verandert exprimiert wurden. Ausschliellich unter Bedingungen, die den TER des
Endothelzell-Monolayers signifikant senkten (20 ng/ml TNF-a bzw. E/L-Ratio von
1:20), wurde die Occludin-Expression beeintrachtigt. Claudin-5 und ZO-1 wurden da-
gegen gleichbleibend exprimiert. Daraus lasst sich schliessen, dass die Dephospho-
rylierung des Occludins unter entziindlichen Bedingungen bzw. wahrend der
PBCEC-Neutrophilen-Interaktion wahrscheinlich eine Schllsselrolle bei der tight

Junction-Regulation spielt.
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Der Einfluss von Fixierungsartefakten

Durch die parallel zu den ECIS- und TER-Messungen durchgefihrten immunzytologi-
schen Analysen (Immunfluoreszenzen) einzelner tight junction-assoziierter Proteine
sollte geprift werden, inwiefern sich die impedanzspektroskopisch nachgewiesene
Beeintrachtigung der Barrierefunktion der PBCEC durch die Neutrophilen in Abhan-
gigkeit von der eingesetzten E/L-Ratio anhand einer veranderten Expression der un-
tersuchten Proteine bestatigen liel3. Die immunzytologischen Studien zeigten, dass
die untersuchten tight junction-assoziierten Proteine kontinuierlich entlang der Zell-
grenzen verliefen. Diskontinuitdten entlang der Zell-Zell-Kontakte oder die sogenann-
ten tricellular corners, die von Simionescu et al. (1976), Walker et al. (1994) und Yee
& Revel (1975) in Endothelzell-Monolayern nachgewiesen wurden, traten im PBCEC-
Monolayer nicht auf. Somit zeichneten sich die PBCEC vor Zugabe der Neutrophilen
durch eine intakte BHS-charakteristische Integritat aus.

Burns et al. (2000) zeigten in ihren immunzytologischen Analysen, dass durch die In-
teraktion neutrophiler Granulozyten mit den entziindungsstimulierten HUVECs die
Expression der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1 und ZO-2 nicht beeintrach-
tigt wurde. Die zunachst beobachtete verminderte Expression von ZO-1 und ZO-2
wurde von Burns et al. (2000) Fixierungsartefakten zugeschrieben. So postulierten
die Autoren, dass das Verschwinden bzw. die Verminderung der Expression der un-
tersuchten Proteine nachtraglich durch die Freisetzung der Neutrophilen-Proteasen
verursacht wurde, da diese durch die Fixierung nicht inaktiviert wurden. Ginzberg &
Downey (1999) wiesen die Proteine ZO-1 und B-Catenin intestinaler Epithelzellen
(Tgq-Zellen) nach der Transmigration neutrophiler Granulozyten durch die Postfixie-
rung der Epithelzellen mit Ameisensaure immunzytochemisch nach. Fixierte man die
Epithelzellen allerdings nach der Transmigration der Neutrophilen ausschlief3lich mit
Paraformaldehyd, so konnte keine Expression des ZO-1 bzw. des B-Catenins beo-
bachtet werden, was eindeutig auf einem Fixierungsartefakt beruhte. Nach Ginzberg
& Downey (1999) konnten die Proteasen der Neutrophilen durch die Fixierung mit
2 %-igem Paraformaldehyd nicht inaktiviert werden. Durch die anschlieRende Per-
meabilisierung der Zellen mit Triton-X-100, die notwendig war um das zytoplasma-
tische Eindringen des Antikdrpers zu ermdglichen, gelangten die Neutrophilen-Pro-
teasen in die Epithelzellen und verursachten dort den nachtraglichen Abbau der
junctionalen Proteine. Burns et al. (2000) konnten nach der Inkubation des entziin-
dungsaktivierten HUVEC-Monolayers mit neutrophilen Granulozyten in einer E/L-Ra-
tio von 1:2 ebenfalls zeigen, dass die Expression von ZO-1, ZO-2 und Occludin
durch die ausschlieBlliche Fixierung mit 2 %-iger Paraformaldehyd-L&sung vollsténdig

zurlickging. Im Gegensatz dazu wurden die Proteine der HUVECs durch Postfixie-
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rung in 1 %-iger Ameisensaure nach der Neutrophilen-Interaktion unvermindert expri-
miert.

Die fir diese Studie eingesetzten PBCEC wurden nach der Inkubation mit den Neu-
trophilen intensiv mit PBS gewaschen und anschlielend 10 Minuten mit einer Me-
thanol-Eisessigsaure-Losung (97:3) fixiert. Die Nachfixierung erfolgte kurz vor der
Einbettung der Proben mit einer 4 %-igen Paraformaldehyd-Lésung. Somit konnte in
der vorliegenden Arbeit eindeutig demonstriert werden, dass das Mal} der Expres-
sion der untersuchten tight junction-assoziierten Proteine mit der E/L-Ratio korrelierte
und dieser Effekt nicht auf einem Fixierungsartefakt beruhte. Die immunzytologi-
schen Analysen zeigten, dass die Applikation einer hohen Anzahl Neutrophiler zu
den PBCEC die Expression der untersuchten tight junction-assoziierten Proteine sig-
nifikant reduzierte. Nach der Interaktion der neutrophilen Granulozyten mit den cere-
bralen Endothelzellen in einer E/L-Ratio von 1:20 kam es zu einer signifikanten Re-
duzierung der ZO-1- bzw. der Claudin-5-Expression. Allerdings wurde die Claudin-5
Expression weit weniger geschacht als die des ZO-1. Eine PBCEC-Neutrophilen-In-
kubation im E/L-Verhaltnis von 1:5 dagegen lieR die ZO-1- und die Claudin-5-Expres-
sion dagegen unvermindert. Auch nach einer Inkubationszeit der Neutrophilen mit
den PBCEC von 2 Stunden konnte keine Verminderung der ZO-1- oder der Claudin-
5-Expression beobachtet werden. Erstmalig konnte somit nachgewiesen werden,
dass durch eine Erhéhung der E/L-Ratio auf 1:20 auch die Claudin-5-Expression ce-
rebraler Kapillarendothelzellen beeintrachtigt wurde. Die Entziindungsaktivierung
durch TNF-a vor der Applikation der Neutrophilen war dabei unerheblich.

Das tight junction-assoziierte ZO-1-Protein, ein Mitglied der MAGUK (membrane-
associated guanylate kinase homologue)-Familie, wird durch einen externen Stimu-
lus direkt in die Signaltransduktion miteinbezogen (Anderson, 1996). Staddon et al.
(1995) und Stevenson et al. (1989) zeigten, dass das ZO-1-Protein cerebraler vasku-
larer Endothelzellen und MDCKs (mardin-darby canine kidney cells) wahrend einer
erhdhten Endothelzell-Permeabilitdt phosphoryliert wird. Da durch die Phosphorylie-
rung eines Proteins das Bindungsverhalten des jeweiligen Antikbrpers erheblich be-
eintrachtigt werden kann, ware die Phosphorylierung des ZO-1-Proteins der PBCEC
durch die Neutrophilen-Adhasion und die damit verbundene geringere Bindungsaf-
finitdt des Antikdrpers eine mdgliche Erklarung fur den deutlich geschwéachten im-
munzytologischen ZO-1-Nachweis.

Burns et al. (2000) zeigten ein nach ihren Befunden auf Fixierungsartefakten beru-
hendes Verschwinden der ZO-1-Expression der HUVECs schon bei einer E/L-Ratio
von 1:2. Zur Fixierung fir den Nachweis der ZO-1-Expression verwendeten die Auto-
ren 1 %-ige Ameisensaure-Lésung. Die Expression von Occludin wurde dagegen

nach Inkubation des Endothels mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 nicht re-
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duziert, wenn der HUVEC-Monolayer vor der Fixierung intensiv gewaschen und so-
mit der Grossteil der adharenten Leukozyten entfernt wurde.

Da die PBCEC vor ihrer Fixierung sowohl griindlich gewaschen wurden, als auch mit
einer Methanol-Eisessiglésung fixiert wurden, war sichergestellt, dass der immunzy-
tologisch nachgewiesene Einfluss der Immunzellen auf die Expression der tight
Junction-assoziierten Proteine der PBCEC nicht auf der nachtraglichen Aktivitat frei-

gesetzter Neutrophilen-Proteasen beruhte.

4.3.3 Transmigration oder Adhéasion ?

Im Zusammenhang mit der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion wird die Permeabi-
litdt der BHS und des Endothels peripherer Gefalte erhéht und flhrt zur Extravasa-
tion von Plasmaproteinen. Die Endothelzellen nehmen dabei aktiv an dem Prozess
teil (Perry et al., 1997). Der molekulare Mechanismus, der durch die Bindung der
Neutrophilen an die Endothelzell-Oberflache die Permeabilitdt des Endothelzell-Ver-
bunds erhdht, ist allerdings noch nicht aufgeklart. Bei der Analyse der durch die Neu-
trophilen-Adhéasion bedingten Permeabilitdtserhéhung des Endothelzell-Monolayers,
die mit der anschlieenden Transmigration der Neutrophilen in Zusammenhang
steht, ist es insbesondere bei der BHS notwendig, zwischen der Permeabilitat fir
molekulare Bestandteile des Blutes (Plasma und Plasmaproteine) und derjenigen fir
Zellen zu unterscheiden (Perry et al., 1997). Die Erhéhung der Permeabilitat der BHS
in vivo, verbunden mit einem Einstrom von Plasmaproteinen ins ZNS-Parenchym
wahrend einer akuten Entziindungsreaktion, kann sowohl durch die Neutrophilen-En-
dothelzell-Interaktion verursacht, als auch unabhangig von der Immunzell-Transmi-
gration ausgel6st werden (Wedmore & Williams, 1981).
In der vorliegenden Studie erfolgte vor der Applikation der Neutrophilen die Entzin-
dungsstimulierung der PBCEC, deren Einfluss auf die Barrierefunktion mit Hilfe der
ECIS-Analyse zeitaufgel6st kontrolliert wurde. Die Neutrophilen wurden dementspre-
chend zu einem Zeitpunkt zu den PBCEC appliziert, an dem die durch die Entzln-
dungsstimulierung reduzierten ECIS-Werte o und R, wieder ihr Ausgangsniveau er-
reicht hatten. Auch ohne die Entziindungsaktivierung der PBCEC wurden durch die
Zugabe der Neutrophilen die Zell-Zell-Kontakte und der Zell-Substrat-Kontakt der En-
dothelzellen in Abhangigkeit von der E/L-Ratio teilweise stark beeintrachtigt. Die Per-
meabilitatserhdhung der PBCEC erfolgte somit ausschlieRlich durch die Interaktion
mit den Neutrophilen und nicht durch die TNF-a-induzierte Entziindungsreaktion.

Die impedanzspektroskopischen und immunzytochemischen Analysen geben
allerdings keinen Aufschluss darlber, ob der barriereschwachende Effekt der Neutro-

philen auf die cerebralen Kapillarendothelzellen durch die Transmigration oder be-
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reits durch die Adhasion der Immunzellen auf der Endothelzell-Oberflache verursacht
wurde. Auch inwieweit die Neutrophilen die Permeabilitdt des PBCEC-Monolayers
durch die Sekretion von Zytokinen erhohten, konnte anhand der durchgefiihrten Stu-
dien nicht beantwortet werden. Die Ausschiittung der Zytokine IL-1, TNF-a und IL-8
durch aktivierte Neutrophile, durch die eine Permeabilitadtserh6hung der Blut-Hirn-
Schranke verursacht wurde (Duchini et al., 1996), wurde von Cassatella (1995) nach-
gewiesen. Der immunzytochemische Nachweis des E-Selektins der PBCEC in der
vorliegenden Arbeit zeigte, dass eine Entziindungsstimulierung der PBCEC bereits
durch deren Interaktion mit den Neutrophilen erfolgte, so dass eine Permeabilitatser-
héhung des Monolayers durch die Neutrophilen-vermittelte Entzindungsstimulierung
nahe liegt

Mit Hilfe der ECIS-Messungen wurden erste Anhaltspunkte ermittelt, wie und in wel-
chem Male die Morphologie der cerebralen Endothelzellen durch die Interaktion mit
den Neutrophilen beeinflusst wurde. Dennoch war es nicht méglich, die Transmigra-
tion der Neutrophilen allein anhand der ECIS-Ergebnisse nachzuweisen. Aufschluss
darliber sollten die REM-Analysen der PBCEC geben, die auf Transwell®-Filtersyste-
men kultiviert wurden. Dabei wurde die E/L-Ratio beriicksichtigt. Da vor der REM-
Analyse der TER bestimmt wurde, konnten beide Ergebnisse anschlieflend vergli-
chen werden.

Die REM-Aufnahmen zeigten, dass die Senkung des TER nach Interaktion der
PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 nicht mit einer entsprechend ho-
hen Transmigrationsrate der Neutrophilen einherging, sondern unabhangig von der
Entziindungsstimulierung relativ wenig Transmigrations-Ereignisse auftraten. Der
Groliteil der applizierten Neutrophilen adhéarierte lediglich auf dem PBCEC-Monolay-
er. Wie die ECIS-Analysen zeigten, flhrte erst die Zugabe von Neutrophilen in E/L-
Ratios ab 1:30, die nach Huang et al. (1993) ohnehin unphysiologisch sind, zu einem
volligen Zusammenbruch der Barrierefunktion des Monolayers. Das von der Neutro-
philen-Zahl abhangige Ausmal} der Beeintrachtigung der Barrierefunktion bei hohen
E/L-Ratios ist offensichtlich die Folge einer Signalverstarkung.

Die Neutrophilen-Adhé&sion, die durch das Offnen der interendothelialen junctions die
Endothelzell-Permeabilitdt erhéht und somit die anschliefende Transmigration vor-
bereitet, erleichtert in vivo die Odem-Bildung, welche ein wichtiger Bestandteil der
Immunabwehr ist (Larsen et al., 1980; Wedmore and Williams, 1981; Yi & Ulich,
1992; Del Maschio et al., 1996). Die Leukozyten-Transmigration dagegen konnte, auf
unterschiedlichen molekularen Wirkmechanismen basierend, als davon unabhangi-
ges Ereignis erfolgen. Die hier nachgewiesene, durch die Neutrophilen-Adhasion ver-
ursachte Permeabilitatserhdhung der PBCEC, weicht somit nicht von der in vivo-Si-

tuation ab.
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Zahlreiche Autoren machen die Neutrophilen-Adhasion fir die Permeabilitatserho-
hung des Endothelzell-Monolayers verantwortlich. So konnten Huang et al. (1993)
nachweisen, dass durch die alleinige Adhdsion Chemokin-stimulierter Neutrophiler
die Permeabilitdt des HUVEC-Monolayers erheblich gesteigert wurde. Del Maschio
et al. (1996) zeigten ebenfalls, dass schon die Adhasion neutrophiler Granulozyten
auf der Zelloberflache TNF-a-stimulierter HUVECs eine Permeabilitatserhdhung ver-
ursachte. Diese Permeabilitatserhohung wurde nicht durch Proteasen oder Sauer-
stoff-reaktive Metabolite vermittelt, sondern unabhangig davon durch die Neutrophi-
len-Adhasion. Eine Permeabilitatserhéhung durch Neutrophilen-Adhéasion auf den
Endothelzellen wurde auch von Bolton et al. (1998) in vivo an der Blut-Hirn-Schranke
nach Induktion einer akuten Entziindungsreaktion nachgewiesen. Die Autoren iniji-
zierten das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 ins ZNS-Parenchym von Ratten, was
zur Adhasion von Neutrophilen auf der cerebralen Endothelzell-Oberflache und
schlief3lich zum Zusammenbruch der Barrierefunktion der BHS fiihrte. Ob die Per-
meabilitdtserhdhung des Endothelzell-Monolayers eine unabdingbare Vorrausset-
zung fur eine anschlieRende Transmigration darstellt, ist allerdings noch nicht geklart
(Del Maschio et al., 1996; Allport et al., 1997a; Perry et al., 1997).

Simultane Neutrophilen-Transmigration ?

Eine simultane Neutrophilen-Diapedese durch den entziindungsaktivierten PBCEC-
Monolayer lie sich anhand der REM-Untersuchungen nicht belegen. Um den Kur-
venverlauf der ECIS-Werte o und R, mit dem Stadium der PBCEC-Neutrophilen-In-
teraktion morphologisch korrelieren zu kdnnen, wurde wahrend markanter ECIS-Ver-
laufspunkte zeitgleich eine sequentielle elektronenmikroskopische Analyse der
PBCEC durchgefihrt. So ware zu vermuten gewesen, dass die erste Phase des Wi-
derstandsabfalls von R, nach Applikation der Neutrophilen mit deren Selektin-vermit-
telten Adhasion (‘Rollen’) auf der Endothelzell-Oberflache korrelierte. Die weitere
Senkung der Parameter o. und R, ware dann mit der festen LFA-1/ICAM-1-vermittel-
ten Adhasion der Neutrophilen auf der Endothelzell-Oberflache zu erklaren. Die Neu-
trophilen-Transmigration entsprache der Modellvorstellung zufolge dem Minimum der
Werte o und R,. Die Beendigung der transendothelialen Migration entspréache der
Regeneration der Barrierefunktion der PBCEC mit der Folge eines Wiederanstiegs
von a und Ry,. Die REM-Untersuchungen zeigten allerdings deutlich, dass der Verlauf
der ECIS-Parameter nicht mit den oben beschriebenen PBCEC-Neutrophilen-Inter-
aktionsstadien Ubereinstimmte.

Generell verdeutlichte der Vergleich der ECIS-Ergebnisse mit den REM-Untersu-
chungen, dass die Permeabilitdtserhdhung der interendothelialen Kontakte und des
Zell-Substrat-Kontakts der PBCEC zum Grofteil durch die Selektin-vermittelte bzw.
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feste LFA-1/ICAM-1-Adhasion der Neutrophilen verursacht wurde. Eine simultane
Neutrophilen-Diapedese durch den entziindungsaktivierten PBCEC-Monolayer liel3
sich anhand der REM-Untersuchungen nicht belegen. Diese Beobachtung erlaubt
folgende Schlussfolgerung: entweder reichte die induzierte Entziindungsstimulierung
der PBCEC nicht aus, um eine simultane Transmigration der Immunzellen auszul6-
sen oder es fehlte der fur die Neutrophilen-Transmigration notwendige Chemokin-
Stimulus, der im ECIS-Experiment methodisch bedingt nicht von der basolateralen
Zellseite (Gehirnseite) induziert werden konnte. So zeigten auch Bolton et al. (1998),
dass nach Injektion von IL-1R in das ZNS adulter Ratten keine Neutrophilen ins Ge-
hirn transmigrierten. Dagegen zeigten Experimente, in denen Bell et al. (1996) MIP-2
(macrophage inflammatory protein-2) ins Mausegehirn-Parenchym injizierten, dass
das Chemokin einen drastischen Einstrom von Neutrophilen ins ZNS verursachte.
Generell Gben Chemokine der C-X-C-Familie eine hohe chemotaktische Wirkung auf
Neutrophile aus (Miller et al., 1992). Dieser chemotaktische Stimulus wurde den Neu-
trophilen in den Experimenten der vorliegenden Arbeit nicht angeboten.

Die Diapedese von Neutrophilen durch das cerebrale Endothel ins ZNS-Parenchym
schadigt die Blut-Hirn-Schranke (Perry et al., 1997). Eine gleichzeitige Transmigra-
tion der Neutrophilen wiirde bei einer akuten Entziindungsreaktion der BHS zu ihrem
volligen Zusammenbruch flhren, was innerhalb von Minuten zu starken Blutungen
ins Gehirnparenchym und schlief3lich zum Tod des Organismus flihren wirde. Da in
vivo der Blutstrom dafir sorgt, dass permanent Leukozyten zum Ort der Entziindung
des Endothels hingeleitet und nicht-adharente Neutrophile wieder abtransportiert
werden, findet sich zu keinem Zeitpunkt ein solches Ubermal an Neutrophilen auf
der Endothelzell-Oberflache, wie dies in vitro im abgeschlossenen Kulturgefal nach
Zugabe einer hohen Neutrophilen-Anzahl (E/L-Ratio ab 1:20) der Fall ist. Eine simul-
tane Transmigration in einem Ausmal3, wie sie in vitro induziert wird (E/L-Ratio ab
1:20) ware also unphysiologisch, so dass in vivo eine ‘bedarfsabhangige” Transmi-
gration der Neutrophilen wahrscheinlich ist, wie es die REM-Analysen der PBCEC-

Neutrophilen-Interaktion auch vermuten lassen.

Mechanismen der Permeabilitatserh6hung durch die Neutrophilen-Adhéasion

Im Zusammenhang mit der durch die Neutrophilen-Adh&sion verursachten Erhdéhung
der Endothelzell-Permeabilitat, die auch in der vorliegeneden Studie der Endothel-
zell-Neutrophilen-Interaktion beobachtet werden konnte, werden verschiedenen Re-
gulationsmechanismen diskutiert. So werden nach Del Maschio et al. (1996) durch
die Adhasion der Neutrophilen intrazellulare Signale in der Endothelzelle ausgelost,
die zu einer Umstrukturierung des VE-Cadherin/Catenin-Komplexes fiihren, was wie-

derum die Permeabilitat des von ihnen untersuchten HUVEC-Monolayers erhoht. Die
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Beeintrachtigung des VE-Cadherin-Komplexes der adherens junctions von HUVECs
durch adharierende Neutrophile wurde ebenso von Allport et al. (1997a) beobachtet.
Der Effekt des VE-Cadherin/Catenin-Abbaus, der 5 Minuten nach dem Neutrophilen-
Kontakt sein Maximum erreichte, wurde von Del Maschio und Mitarbeitern allerdings
ausschlief3lich in HUVECs beobachtet, die zuvor mit TNF- o aktiviert worden waren.
Tinsley et al. (1999) postulierten, dass durch die adharierenden Neutrophilen die Bar-
rierefunktion regelrecht gesteuert wird, indem die Immunzellen das R-Catenin und
das VE-Cadherin der adherens junctions durch die Anderung der Konformation be-
einflussen und somit die Permeabiltdt des untersuchten Rinder-Koronar-Endothel-
zell-Monolayers hochregulieren. Die von Del Maschio et al. (1996) und Allport et al.
(1997a) nachgewiesene Stérung der adherens junction-Integritat entziindungsstimu-
lierter HUVECs durch die Neutrophilen-Interaktion wurde auch von Bolton et al.

(1998) an der BHS in vivo gezeigt.

Calcium als Regulator

Lorenzon et al. (1998) zeigten, dass cross-linking von E- oder P-Selektin oder
VCAM-1 bei aktivierten Endothelzellen einen intrazelluldren Calcium-Anstieg verur-
sacht, was wiederum die Befunde von Su et al. (2000) bestatigte, die einen Calcium-
Anstieg in unmittelbarer Nahe des transmigrierenden Leukozyten ermittelten. Dieser
Calcium-Anstieg korreliert unmittelbar mit einer Permeabilitatserhdhung des Endo-
thelzell-Monolayers. Huang et al. (1993) und Pfau et al. (1995) konnten nachweisen,
dass die Adhasion von Neutrophilen die Konzentration des zytosolischen Calciums in
den Endothelzellen erhdhte, was wiederum zu einer Permeabilitatssteigerung des
Endothelzell-Monolayers flhrte. Die gesteigerte Ausschittung des zytosolischen Cal-
ciums koénnte fir eine Aktivierung des Calpains verantwortlich sein, welches wiede-
rum die Lyse des VE-Cadherin/Catenin-Komplexes verursacht und dadurch die Per-
meabilitdt des Endothelzell-Monolayers steigert Del Maschio et al. (1996). Der tran-
seinte Anstieg des intrazelluldren Calciums in Endothelzellen, der durch adharieren-
de Neutrophile ausgelost wird und eine Permeabilitatserhohung des Endothelzell-
Monolayers verursacht, ist fur die anschlieBende Transmigration offensichtlich es-
sentiell (Huang et al., 1993).

Gautam et al. (2001) zeigten, dass Neutrophile das Heparin-bindende Protein Azuro-
cidin sezernieren, welches einen intrazellularen Calcium-Anstieg in den Endothelzel-
len bewirkt. Das durch die Neutrophilen-Adhasion ausgeschiittete intrazellulare Cal-
cium fungiert den Untersuchungen von Hixenbaugh et al. (1997) zufolge als second
messenger, der durch Ca?*-Calmodulin die MLCK (myosin light chain kinase) akti-
viert, die eine Phosphorylierung von Serin19 und Threonin18 der MLC (myosin light

chain) verursacht. Diese Phosphorylierung flihrt zur isometrischen Retraktion der En-
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dothelzellen, was wiederum die interzellularen junctions reversibel 6ffnet und zur
Permeabilitatserhdhung der Endothelzellen fihrt (Huang et al., 1993; Hixenbaugh et
al., 1997; Gautam et al., 2001).

Das Aktin-Zytoskelett

Da die Proteinkomplexe der tight junctions und der adherens junctions der interendo-
thelialen Kontaktzone und die am Zell-Matrix-Kontakt beteiligten Molekiile mecha-
nisch Uber das filamentdse Zytoskelett in Verbindung stehen, kénnen lokale Span-
nungsveranderungen via Signaltransduktion in der Zelle in die distalen Endothelzell-
bereiche Ubertragen werden (Wang et al., 1993a; Maniotis et al., 1997). So zeigten
(Yoshida et al., 1996), dass E-Selektin mit dem Aktin-Zytoskelett in Verbindung steht.
Das bedeutet, dass nicht nur die feste LFA-1/ICAM-1-vermittelte Adhasion der Neu-
trophilen via Signal-Transduktion eine Permeabilitdtserhdhung des Endothelzell-Mo-
nolayers verursacht, sondern dass dies schon die ESL-1/E-Selektin-Bindung bei der
Neutrophilen-Endothel-Interaktion auslésen kann. Dieser von Yoshida et al. (1996)
nachgewiesene Befund stimmt unmittelbar mit den REM-Analysen der vorliegenden
Arbeit Uberein, die zeigten, dass die applizierten Neutrophilen zum Grofteil in noch
kugelférmiger Form auf dem PBCEC-Monolayer lagen, sich also noch nicht in der
festen ICAM-1/LFA-1-Adhasionsphase befanden und somit eindeutig Selektin-vermit-
telt auf der Endothelzell-Oberflache gebunden waren. Demzufolge ist die E-Selek-
tin/ESL-1-vermittelte Signal-Transduktion, die tber das Aktin-Zytoskelett die Perme-
abilitdt des Endothelzell-Monolayers erhdht, moglicherweise mitverantwortlich fiir die
Neutrophilen-bedingte Reduzierung des TERs der PBCEC.

Ein zusatzlicher Einflul der rasterelektronenmikroskopisch beobachteten
ICAM-1/LFA-1-vermittelt fest adharierten Neutrophilen, die vergleichsweise selten
auf dem PBCEC-Monolayer zu beobachten waren, konnte bei der Neutrophilen-ver-
mittleten Regulierung der Offnung der interendothelialen Zell-Kontakte ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden. Aus in vitro-Studien an cerebralen vaskularen Endothel-
zellen sowie an HUVECs ist bekannt, dass ICAM-1 durch das cross-linking-Protein
o-Aktinin mit dem Zytoskelett interagiert und via Signal-Transduktion die Umstruktu-
rierung der junctionalen Zell-Kontakte verursacht (Carpen et al., 1992). Durieu-
Trautmann et al. (1994) konnten zudem in cross-linking-Experimenten nachweisen,
dass das auf der Oberflache von immortalisierten cerebralen Endothelzellen expri-
mierte ICAM-1 zu einer Erhéhung der Tyrosin-Phosphorylierung des Aktin-bindenden
Cortactins fuihrte. Der Neutrophilen-Adhasions-bedingte Anstieg der Tyrosin-Phos-
phorylierung und die damit verbundene Permeabilitdtserhdhung wurden mit einem
klassischen outside-in Signal-Transduktionsmechanismus in Verbindung gebracht.

Bolton et al. (1998) belegten einen unmittelbaren Zusammenhang der LFA-1/ICAM-

280



Diskussion

1-vermittelten Neutrophilen-Adhasion (Marlin & Springer, 1987) mit einem Anstieg
von Tyrosin-Phosphorylierungen in den Endothelzellen. Die durch die Adhasion der
Neutrophilen verursachte Tyrosin-Phosphorylierung korrelierte direkt mit der Beein-
trachtigung der BHS. In Parenchym-Bereichen, in denen zwar eine erhdhte ICAM-1-
Expression, aber keine Neutrophilen-Adhasion erfolgte, konnten weder eine Beein-
trachtigung der BHS noch Tyrosin-Phosphorylierungen nachgewiesen werden. Eine
erhoéhte Tyrosin-Phosphorylierung wurde ausschlieRlich in unmittelbarer Nahe der
R2-Integrin-vermittelten Adhasion der Neutrophilen, nicht aber in Bereichen schon

transmigrierter Neutrophiler beobachtet (Bolton et al., 1998).

4.3.4 Neutrophilen-Proteasen und Cytokine

Die Rolle der Neutrophilen-Proteasen bei der Transmigration durch Endothelzell-
Monolayer ist bis heute noch nicht geklart und wird nach wie vor kontrovers diskutiert
(Allport et al., 2002). Im Vordergrund stehen dabei die zu der Klasse der Serin-Prote-
asen gehorige Elastase und die zu den Matrixmetalloproteasen (MMPs) gehdérige
Gelatinase B (MMP-9). Die MMPs spielen bei entziindlichen Prozessen eine wichtige
Rolle (Krane, 1994; Goetzl et al., 1996). Insbesondere die MMP-9 (bt eine wichtige
Funktion bei der Transmigration Neutrophiler durch die extrazellulare Matrix aus
(Delclaux et al., 1996).

Cepinskas et al. (1999), die die Funktion der Elastase wahrend der Neutrophilen-
Transmigration untersuchten, zeigten, dass PAF (platelet activating factor)-aktivierte
Neutrophile ihre endogene Elastase an die Zelloberflache beférdern, wo sie Memb-
ran-gebunden bleibt. Die Autoren konnten weiterhin nachweisen, dass die Neutrophi-
len die Elastase an ihren Pseudopodien lokalisieren, die den Endothelzell-Monolayer
penetrieren und somit die Transmigration einleiten. In der Literatur wird als Neutro-
philen-Transmigrationsroute die parazellulare Diapedese favorisiert (Kishimoto &
Anderson, 1992; Granger et al., 1995; Burns et al., 1997; Panes & Granger, 1998),
bei der die Neutrophilen mittels endogener Proteasen den endothelialen junction-
Komplex schwachen, um mit ihren Lamellipodien in die interendotheliale Zone vorzu-
dringen. Demgegeniber zeigten Furie et al., (1987), Huber & Weiss (1989) und
Allport et al. (2002), dass an der Neutrophilen-Transmigration keine Proteasen betei-
ligt sind. Die Autoren konnten nachweisen, dass weder MMP-9 noch Elastase zur
Neutrophilen-Transmigration im Mause-Endothelzell-Modell notwendig waren.
Zahlreiche Studien belegen, dass die Funktionen der MMPs und der Cytokine bei der
Neutrophilen-Transmigration durch deren teilweise wechselseitigen Regulationsme-
chanismen extrem komplex sind, so dass die Funktionen einzelner MMPs oder Cyto-
kine bei der Leukozyten-Diapedese schwer zu bestimmen sind. So zeigten Pugin et
al. (1999), dass die Proteasen einerseits durch die Wechselwirkung mit anderen Pro-
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teasen aktiviert werden kénnen und andererseits durch spezifische Inhibitoren, die
TIMPs (tissue inhibiting of matrix metalloproteases) wiederum deaktiviert werden
(Overall, 1994). Zudem werden die Proteasen durch die Interaktion mit verschiede-
nen Cytokinen aktiviert bzw. inaktiviert. So aktiviert TGF- (fransforming growth
factor) zwar zahlreiche Serin-Proteasen, inhibiert jedoch wiederum die MMPs. TNF-a
dagegen aktiviert die meisten MMPs (Borden & Heller, 1997). Diese Befunde ver-
deutlichen, dass die Wahl des Entziindungsmediators zur Untersuchung der Prote-
asen-Beteiligung bei der Neutrophilen-Transmigration von ausschlaggebender Be-
deutung ist.

Die Untersuchungen der vorliegenden Studie sollten Aufschluss dariiber geben, in-
wieweit die von den Neutrophilen sezernierten Proteasen (u. a. MMP-9) die Morpho-
logie des PBCEC-Monolayers und insbesondere dessen interendotheliale tight
junctions wahrend der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion beeintrachtigen. Zu die-
sem Zweck wurde die MMP-Zusammensetzung des von den Neutrophilen konditio-

nierten Mediums bestimmt und dessen Einfluss auf die PBCEC untersucht.

Der Einfluss des Neutrophilen-konditionierten Mediums auf die PBCEC—Barriere-

funktion

Zur Untersuchung des Effekts des Neutrophilen-konditioniertes CDMs (NkCDMs) auf
die PBCEC wahrend der Neutrophilen-Interaktion wurde zunachst die MMP-Zusam-
mensetzung des NKCDMs von unterschiedlicher Konditionierungsdauer (4 Minuten
bis 16 Stunden) zymographisch untersucht. Die MMP-Analyse des NkCDMs zeigte,
dass die Neutrophilen unabhangig von der Konditionierungsdauer in grolem Umfang
MMP-9 und geringfiigig MMP-2 ins Kulturmedium sezernierten. Die zymographische
Untersuchung des nur wenige Minuten Neutrophilen-konditionierten NkCDMs zeigte
allerdings, dass die MMP-9-Ausschuttung geringer war als die des mehrstiindigen
NkCDMs, welches zudem noch eine geringe Menge an MMP-2 aufwies. Pugin et al.
(1999) zeigten, dass durch die Stimulation der Neutrophilen mit LPS, TNF-o. oder
IL-8 die Sekretion von proMMP-9 induziert wird. In der vorliegenden Studie kam es
dagegen auch ohne Zugabe von Stimulantien in das CDM der Neutrophilen zu einer
enormen Ausschittung der (pro)MMP-9. Die Vitalitatsuntersuchung der Neutrophilen
zeigte allerdings, dass die Immunzellen praparationsbedingt geringfiigig vorstimuliert
waren. Das kdnnte der Grund fur die hohe MMP-9-Sekretion bei fehlender chemi-
scher Stimulation der Neutrophilen gewesen sein.

Zwar sezernieren verschiedenste Immunzell-Typen wie Neutrophile, Monozyten und
Macrophagen MMP-9 (Murphy et al., 1982; Nielsen et al., 1996), allerdings stammt

der Hauptanteil der schnell sezernierten proMMP-9 im Blut von Neutrophilen (Pugin
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et al., 1999). Die Autoren fanden schon 10 bis 20 Minuten nach Aktivierung von Neu-
trophilen die proMMP-9 im umgebenden Medium. Die Monozyten benétigten dage-
gen 7 Stunden nach Induktion mit einem aktivierenden Stimulus, bis geringe Mengen
von proMMP-9 im Kulturmedium nachgewiesen werden konnten. Pugin et al. (1999)
zeigten, dass die von degranulierten Neutrophilen sezernierte proMMP-9 nicht durch
de novo-Synthese gebildet wurde. Die Speicherung von Gelatinase B in Neutrophi-
len-Granula, auch in spezifischen Gelatinase-Granula (Hibbs et al., 1985; Borregaard
et al., 1995), ermdglicht eine schnelle Ausschuttung der proMMP-9 am Entzindungs-
herd (Sengelov et al., 1995).

Die vorliegende zymographische Analyse des NkCDMs zeigte, dass die Neutrophilen
bereits nach einer kurzen CDM-Konditionierung von 4 Minuten grofle Mengen
MMP-9 ins CDM sezernierten. Eine Neutrophilen-bedingte Konditionierung des
CDMs war somit unvermeidbar, da vom Waschen der Neutrophilen und deren Re-
suspension in frischem CDM bis zu deren Applikation zu den PBCEC grundsatzlich
einige Minuten verstrichen. In jedem Fall wurde also Neutrophilen-konditioniertes
CDM zusammen mit den Immunzellen zu den PBCEC appliziert, unabhéngig davon,
ob die Neutrophilen vor ihrer Zugabe gewaschen wurden. Die Analyse der Auswir-
kungen des NkCDMs war folglich essentiell, um den reinen Neutrophilen-Effekt von
dem ihres NKCDMs auf die PBCEC abgrenzen zu kénnen. Zur Untersuchung des
Einflusses der Neutrophilen-Proteasen auf die PBCEC wurde deshalb zunéachst der
Effekt des NKCDMs in Abwesenheit der Neutrophilen untersucht. In einem weiteren
Versuchsansatz wurden die Neutrophilen nach Resuspension in frischem CDM
(NfCDM) und vergleichsweise in ihrem NkCDM zu den PBCEC gegeben. Neutrophile
sezernieren neben MMPs auch verschiedene andere Proteasen und Cytokine in ihr
umgebendes Medium (Edens & Parkos, 2000), die bei der Analyse des Einflusses
des NKkCDMs auf die PBCEC berticksichtigt werden missen. Deshalb war es nicht
moglich, die alleinige Bedeutung der MMP-9 wahrend der Neutrophilen-PBCEC-
Interaktion zu definieren.

Die TER-Filtermessungen zeigten, dass die Inkubation der PBCEC mit dem NkCDM
den TER nicht beeintrachtigte, was auf eine intakte tight junction-Region schlielen
I&sst. Die ECIS-Messungen zeigten dagegen, dass der Zell-Zell-Kontakt der PBCEC
durch die Zugabe des NkCDMs geringflgig und reversibel gesenkt wurde. Das zu
den PBCEC gegebene NKCDM entsprach dabei einer Menge, das einer E/L-Ratio
von 1:30 entsprochen hatte d. h., dass es durch ca. 21 Millionen Neutrophile kondi-
tioniert worden war. Durch die Inkubation der PBCEC mit dem mehrstiindig konditio-
nierten NkCDM kam es zu einer gleichzeitigen und reversiblen geringfligigen Sen-
kung der ECIS-Werte Ry, und a. Allerdings war das Mall der Reduzierung beider
Parameter bei Zugabe des NkCDMs verschiedener Neutrophilen-Praparationen sehr

unterschiedlich. So Ubte das NKkCDM einiger Praparationen keine Wirkung auf den
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Zell-Zell- und den Zell-Substrat-Kontakt aus, in anderen Fallen dagegen flihrte es so-
gar zu einer irreversiblen Senkung von Ry. Der Wert von a, der nur sehr geringfligig
gesenkt wurde, regenerierte dagegen stets. Da das Ausmal der praparationsbeding-
ten Voraktivierung der Neutrophilen unterschiedlich war, differierte entsprechend
auch deren Proteasen-Sekretion ins umgebendes Medium. Deshalb war die standar-
disierte Untersuchung zum Einfluss des NKCDMs auf die Endothelzell-Neutrophilen-
Interaktion von grundséatzlicher Bedeutung.

Weitere ECIS-Studien zeigten, dass es unerheblich war, ob die Neutrophilen in ihrem
mehrstiindig konditioniertem oder resuspendiert in frischem CDM zu den PBCEC ge-
geben wurden. In beiden Fallen wurden die Parameter R, und a in Abhangigkeit von
ihrer E/L-Ratio gesenkt, ohne dass die NkCDM-Neutrophilen-Suspension einen be-
sonderen Effektb auslibte. Eine parallel durchgeflinrte ECIS-Messung, in der Neutro-
philen in frischem CDM (E/L-Ratio 1:20) und das NkCDM ohne Neutropile zu den
PBCEC appliziert wurde zeigte, dass ausschlieBlich in Anwesenheit der Neutrophilen
Ry, signifikant gesenkt wurde. Dieser Befund demonstriert, dass das NKCDM in Ab-
wesenheit der Neutrophilen nicht flr deren beobachtete Auswirkung auf die interen-
dothelialen Zell-Kontakte der PBCEC verantwortlich war. Dennoch zeigen die Unter-
suchungen zum Einfluss des NkCDMs auf die PBCEC, dass dieses, wenn auch nur
in geringem Mafe und nur bei Einsatz in sehr hoher Konzentration, einen Effekt auf
die ECIS-Parameter R, und o austibte.

Bei der Beurteilung dieses Effekts ist allerdings zu bedenken, dass Neutrophile nicht
nur MMP-9 und MMP-2, sondern auch pro-inflammatorische Cytokine sezernieren.
Die Auswirkung der von transmigrierenden Leukozyten sezernierten Cytokine auf die
parazellulare Permeabilitat des Endothelzell-Monolayers im Rahmen eines entzindli-
chen Prozesses ist nicht zu unterschatzen (Edens & Parkos, 2000). So verursachen
beispielsweise IL-13 und TNF-a einen Anstieg der Permeabilitdt des peripheren wie
des cerebralen Endothels (Duchini et al., 1996). Cassatella (1995) zeigte, dass akti-
vierte Neutrophile pro-inflammatorische Cytokine wie IL-1R, TNF-o und IL-8 aus-
schitten, die die parazellulare Permeabilitat der untersuchten Kapillarendothelzellen
erhéhen (Yi & Ulich, 1992). In der vorliegenden Arbeit wurde durch die immunzyto-
chemischen Befunde gezeigt, dass allein durch die Zugabe der Neutrophilen eine
entziindliche Reaktion der PBCEC mit der Folge der Expression des Entziindungs-
markers E-Selektin ausgelést wurde. Dieser immunzytochemische Nachweis zeigt
deutlich, dass Neutrophile nicht nur Proteasen, sondern auch entziindungsaktivieren-
de Mediatoren sezernieren. Der hier durchgeflhrte Superoxid-Assay gab Aufschluss
Uber die Aktivitat der frisch praparierten Neutrophilen. Er zeigte, dass sich die Neu-
trophilen auch ohne chemisch induzierte Aktivierung in einem aktivierten Zustand be-
fanden. Aufgrund der Primarkultur-bedingten Schwankungen der Aktivitat der Neu-

trophilen traten erhebliche Unterschiede in der Zusammensetzung des NkCDMs auf,
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so z. B. in der Menge der sezernierten Cytokine, was sich wiederum auf das Mal} der
Senkung von R, und o auswirkte. Wie schon die impedanzspekiroskopischen
Untersuchungen des TNF-a-Effekts auf die PBCEC demonstrierten, war die
Auswirkung des Cytokins auf den TER stark konzentrationsabhangig. Interessanter-
weise zeigte der Vergleich von R, und a nach Applikation von 2 ng/ml TNF-a zu den
PBCEC annahernd identische Kurvenverlaufe wie nach Zugabe des NkCDMs. Diese
Beobachtung erlaubt die Annahme, dass der Effekt des NKCDMs auf die interendo-
theliale Zell-Kontaktzone von den sezernierten Cytokinen der Neutrophilen stammte.
Die konditionierten Medien der Transwell®-Filtersysteme, die wahrend der PBCEC-
Neutrophilen-Interaktion entnommen und zymographisch untersucht wurden, zeigten
prinzipiell das gleiche MMP-Bandenmuster wie das NkCDM in Abwesenheit von
Neutrophilen. Der direkte Einfluss der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion auf die
MMP-Sekretion der Neutrophilen konnte somit nicht beurteilt werden. Die MMP-2, die
im Medienliberstand der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion nachgewiesen wurde,
stammte entweder von Serum-Ruckstanden der PBCEC oder wurde von den Neutro-
philen bei der Interaktion verstarkt sezerniert. Das nur wenige Minuten konditionierte
NkCDM zeigte allerdings den gleichen MMP-9-Gehalt wie das PBCEC-Neutrophilen-
konditionierte Medium, nachdem dort Neutrophile in frischem CDM zu den Endothel-
zellen gegeben worden waren. Daraus ist zu folgern, dass die MMP-9 mdglicher-
weise schon vor der Zugabe zu den PBCEC von den Neutrophilen sezerniert wurde.
Ob die Neutrophilen die aktive oder die inaktive Form der MMP-9 sezernierten, wur-
de in dieser Arbeit nicht untersucht. Allerdings ist wahrscheinlich, dass die Neutro-
philen wahrend der Interaktion zunachst die inaktive proMMP-9 sezernierten. Die Ta-
tigkeit aktiver MMPs, die bei der Neutrophilen-Transmigration fir die proteolytische
Zersetzung der Endothelzell-Basalmembran sorgen, wirde wahrscheinlich in einer
Reduzierung des ECIS-Parameters o resultieren, die jedoch nicht beobachtet wurde.
Auch in vivo wird nach einem Stimulus, wie durch LPS oder TNF-a, zunachst die in-
aktive proMMP-9 von den Neutrophilen ins Blut sezerniert (Pugin et al., 1999). Die
Neutrophilen-Adhasion auf der Endothelzell-Oberflache verursacht eine gemeinsame
Ausschittung von proMMP-9 und Elastase, die nach Meinung von Delclaux et al.
(1996) zur Aktivierung von proMMP-9 fiihren kénnte. Beide aktiven Enzyme stiinden
dann fir die Transzytose der Neutrophilen durch die extrazellulare Matrix zur Verfu-
gung. Pugin et al. (1999) wiesen dagegen schon im Plasma von Patienten, die zuvor
einen pro-inflammatorischen Stimulus erhielten, die aktivierte Form der MMP-9 nach.
Die zymographische Untersuchung des Mediums im basolateralen Filterkompar-
timent nach der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion in der apikalen Filterkammer wies
keine MMP-9 auf. Die MMP-9 durchdrang den PBCEC-Monolayer also nicht, son-
dern verblieb wahrend der PBCEC-Neutrophilen-Interaktion im Medium des apikalen

Filterkompartiments. Eine wesentliche Rolle kdnnte dabei die geringe Porengrolle

285



Diskussion

der Filtermembran des Transwell®-Filters (0,4 um) spielen, die verhinderte, dass die
Neutrophilen nach ihrer Transmigration in die basolaterale Kammer gelangten. Da-
durch, dass die Neutrophilen nach Durchquerung der Endothelzellschicht in der Ba-
salmembran der Endothelzellen quasi ‘stecken” blieben, kam es mdoglicherweise
nicht zur Aktivierung der wahrend der Transmigration sezernierten (pro)MMP-9, so
dass die Neutrophilen die Basalmembran der PBCEC nicht proteolytisch zersetzen
konnten. Damit korreliert der unveranderte Wert von o, welcher belegt, dass es durch
die Inkubation der PBCEC mit den Neutrophilen in einer E/L-Ratio von bis zu 1:17 zu
keiner Beeintrachtigung der extrazellularen Matrix kam. Ob die (pro)MMP-9 erst wah-
rend der Neutrophilen-Transmigration oder bereits vorher, noch im Blutstrom, in ihre
aktive Form Uberfiihrt wird, ist noch unklar (Pugin et al., 1999).

Wirden die auf den PBCEC adhérierten bzw. die in oder auf der Basalmembran be-
findlichen Neutrophilen die MMP-9 in aktiver Form sezernieren, so wlrde dies zu
irreversiblen Schaden der extrazellularen Matrix fiihren. Wie allerdings die impedanz-
spektroskopischen, morphologischen und immunzytochemischen Analysen zeigten,
wurde der PBCEC-Monolayer inklusive der extrazellularen Matrix nach Applikation
von Neutrophilen bis zu einer E/L-Ratio von 1:17 nicht proteolytisch geschadigt.
Selbst die Zugabe von Neutrophilen in ihrem NkCDM, das den zymographischen
Analysen zufolge eine hohe Menge der MMP-9 aufwies, fiihrte zu keiner Schadigung
des Endothelzell-Matrix-Kontakts. Da die MMPs zum Schutz der Endothelzellen zu-
nachst als inaktive Proenzyme ausgeschuttet werden und wahrscheinlich erst wah-
rend der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion in ihre aktive Form Uberfihrt werden
(Delclaux et al., 1996), ware es denkbar, dass sie, wie auch die Ubrigen in den
NkCDM vorhandenen Proteasen, in ihrer inaktiven Form vorlagen und somit die in-
terendothelialen Zell-Kontakte der PBCEC nicht beeintrachtigten. Allport et al. (2002)
postulierten, dass ausschlieBlich die extrazellulare Matrix, nicht aber die Endothelzel-
len selbst von der MMP-9 und der Elastase abgebaut werden, so dass diese Prote-
asen keine Funktion bei der eigentlichen Transmigration durch den Endothelzell-Mo-

nolayer ausiben.

Der Einfluss des NkCDMs auf die tight junctions

Die vorliegenden immunzytochemischen Untersuchungen zeigten, dass die Inkuba-
tion der PBCEC mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 zu einer signifikanten
Senkung der Expression der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1, Occcludin und
Claudin-5 fUhrte. Allport et al. (1997a), Del Maschio et al. (1996) und Moll et al.
(1998), die einen Verlust des VE-Cadherin-Komplex der adherens junctions wahrend
der Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion beobachteten, konnten nachweisen, dass

dieser Abbau von den Neutrophilen-Proteasen verursacht wurde. Erstaunlicherweise

286



Diskussion

zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass im Gegensatz zur Neutrophilen-
PBCEC-Interaktion bei einer E/L-Ratio von 1:20 die Applikation des NkCDMs in einer
Menge, die der gleichen E/L-Ratio entsprach, zu keiner Beeintrachtigung der ZO-1,
Occludin und Claudin-5 Expression fihrte.

Die Immunoblot-Analysen der PBCEC zeigten dagegen, dass die Inkubation der
PBCEC mit NkCDM in einer Menge, die einer E/L-Ratio von 1:30 entsprach, die Occ-
ludin-Expression beeintrachtigte. So fiihrte die Inkubation mit dem NkCDM zu einer
vergleichsweise starken Dephosphorylierung des Occludins der PBCEC. Einer eben-
solche Dephosphorylierung des Occludins zeigten auch die Western-Blot-Analysen
der PBCEC die mit einer erhdhten Konzentration von TNF-a. (20 ng/ml) behandelt
wurden. Moglicherweise verursachte die erhéhte Konzentration der von den Neutro-
philen in das CDM ausgeschiitteten Cytokine diese Dephosphorylierung des Occlu-
dins. Die Expression des tight junction-assoziierten Claudin-5 wurde durch das
NkCDM dagegen nicht beeintrachtigt.

Wachtel et al. (1999) zeigten, dass Occludin im HUVEC-Modell durch MMPs prote-
olytisch gespalten wurde, was sich im Auftreten einer Bande von 50 kDa wiederspie-
gelte, wogegen die Occludin-charakteristische breite Bande von 61 kDa verschwand.
Die vorliegenden Immunoblot-Analysen zeigten dieses 50 kDa-Spaltprodukt des
Occludins nach Inkubation der PBCEC mit dem NkCDM dagegen nicht. Das Occ-
ludin der PBCEC wurde demnach durch die nachgewiesenen MMPs bzw. die ubri-
gen Neutrophilen-Proteasen nicht angegriffen, was ein weiteres Indiz dafir ist, dass
die nachgewiesenen, von den Neutrophilen sezernierten MMP-9 und -2 in inaktiver
Form vorlagen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Effekt der Neutrophilen auf den
PBCEC-Monolayer im Rahmen der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion Neutrophi-

len-spezifisch war und nicht durch NkCDM allein imitiert werden konnte.
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4.4 Die Endothelzell-Lymphocyten-Interaktion

Die Fahigkeit von Lymphozyten die Endothelzell-Barriere zu passieren wurde in den
vergangenen Jahren intensiv untersucht. Dabei zeigte sich, dass unterschiedliche
Subpopulationen der Lymphozyten in verschiedene Gewebetypen eindringen (Pryce
et al., 1997). So transmigrieren naive T-Zellen, die dem Thymus entstammen, se-
lektiv in die peripheren Organe des Immunsystems (HEV (high endothelial venules)-
Route). Im Gegensatz dazu patroullieren Gedachtnis-T-Zellen, wie beispielsweise
Lymphozyten, die ihr Antigen auf den APC (antigen presenting cells) erkennen, zwi-
schen den peripheren Organen und den lymphatischen Organen (Mackay et al.,
1990). Mackay et al. (1992) postulierten, dass durch die spezifischen Antigene der
jeweiligen Gewebe entsprechende Oberflachen-Rezeptoren bzw. Rezeptor-Kombi-
nationen exprimiert werden, die eine Migration in diejenigen Gewebe ermdglicht, in
denen die Lymphozyten erstmals auf ihr Antigen gestofRen sind. Im ZNS wurden bis-
her keine speziellen Homing-Mechanismen fir die Lymphozyten-Transmigration beo-
bachtet und die Adhasionsmolekile, die zur transendothelialen Lymphozyten-Migra-
tion bendtigt werden, unterscheiden sich nicht von denjenigen, die bei anderen Endo-
thelzelltypen beschrieben wurden (Male et al.,, 1994; Greenwood et al., 1995). Im
ZNS ist zudem die MHC (major histocompatibility complex) -Expression sehr gering
und APCs fehlen voéllig (Hart & Fabre, 1981), so dass dem Gehirn eine notwendige
Voraussetzung zur T-Zell-Einwanderung und somit zur Immuniberwachung fehlt
(Wekerle, 1993). Allerdings werden die MHCs, die normalerweise nicht im Gehirn
auftreten, durch starke inflammatorische Stimuli induziert (Wekerle et al., 1986;
Lampson, 1987).

Es ist bekannt, dass unter normalen, physiologischen Bedingungen der Eintritt von
Lymphozyten in das ZNS im Vergleich zu anderen Organen sehr gering ist (Pryce et
al., 1997). Die Fahigkeit der Lymphozyten in vitro an Endothelien cerebralen oder re-
tinalen Ursprungs zu binden, ist wesentlich geringer als deren Bindungsvermégen an
unspezialisierte Endothelzell-Monolayer (Wang et al., 1993b; Male et al., 1994). Das
Endothel bildet flr die Lymphozyten-Migration somit nicht nur eine strukturelle, son-
dern auch eine funktionelle Barriere, die durch eine reduzierte bzw. differenzierte Ex-
pression von Adhasionsmolekilen den Lymphozyten die transendotheliale Migration
ermoglicht (Pryce et al., 1997). Dennoch migrieren Lymphozyten in geringer Anzahl
in das gesunde Gehirn (Hickey et al., 1991). Unter entziindlichen Bedingungen
kommt es sogar zu einer drastischen Erhdhung von in das Gehirn eindringenden
Lymphozyten (Fabry et al., 1994; Greenwood et al., 1995).

In zahlreichen Studien, in denen die Expression Cytokin-vermittelter Adhasionsmole-

kile im Zusammenhang mit der Lymphozyten-Transmigration untersucht wurde, wur-
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den HUVEC-Modelle verwendet, die jedoch aus physiologischer Sicht flir diese Ana-
lysen vollig ungeeignet sind (Male et al., 1990).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die Interaktion von CD4"-T-Helferzellen
mit den cerebralen Kapillarendothelzellen im Vergleich zu jener neutrophiler Granulo-
zyten in vitro untersucht. Wie die Ergebnisse der impedanzspektroskopischen, der
immunzytochemischen und der elektronenmikroskopischen Analysen zusammenfas-
send zeigten, traten erhebliche Unterschiede zwischen beiden Immunzelltypen auf.
Dies betraf sowohl den Einfluss auf die Barrierefunktion der PBCEC und auf deren
tight junction-Region als auch deren morphologisch sichtbare Interaktion mit den En-
dothelzellen. So zeigten die TER-Filtermessungen, dass sich die Zugabe der T-Hel-
ferzellen zu den PBCEC nachweislich kaum auf die Barrierefunktion der PBCEC
auswirkte. Auch die Erhéhung der E/L-Ratio der T-Helferzellen auf 1:20 (bte sich im
Gegensatz zu den Neutrophilen nur sehr geringfligig aus. Demgegenuber zeigten die
ECIS-Messungen generell eine groRere Beeinflussung der interendothelialen Zell-
Kontaktzone (Ry), die sich durch die Erhéhung der E/L-Ratio auf 1:20 noch verstar-
kte. Allerdings kam es in Abhangigkeit der verschiedenen T-Zell-Praparationen dies-
bezlglich zu starken Schwankungen in der Auswirkung der T-Helferzellen auf die
ECIS-Parameter R, und o der PBCEC. Dargestellt wurde nur die maximale Beein-
trachtigung der T-Helferzellen auf die Barrierefunktion der Endothelzellen. Die impe-
danzspektroskopische Analyse zum EinfluR des T-Helferzellen-konditionierten Me-
diums (ThkCDM) auf die PBCEC zeigte weder in den Befunden der TER-Filtermes-
sungen noch in den ECIS-Studien einen Effekt auf die Barrierefunktion der cerebra-
len Endothelzellen. Die immunzytochemische Untersuchung demonstrierte zudem,
dass die T-Helferzellen-PBCEC-Interaktion unabhangig von der E/L-Ratio die ZO-1-
Expression nicht beeinflusste. Auch das THKCDM veranderte die ZO-1-Expression
nicht. Wie die Experimente demonstrierten, war es unerheblich, ob die PBCEC vor
der Zugabe der T-Helferzellen mit 2 ng/ml TNF-a entziindungsstimuliert wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden nicht-vor-aktivierte CD4-T-Helferzellen zu
den entziindungsaktivierten PBCEC appliziert. (Hughes et al., 1988) zeigten in ihren
Studien, in denen cervikale Lymphozyten zu kultivierten cerebralen Kapillarendothel-
zellen appliziert wurden, dass die Adhasionsrate der Lymphozyten von der zur Endo-
thelzell-Aktivierung eingesetzten Konzentration von TNF-a abhing. TNF-a steigert
unter anderem die MHC I-Klasse in HUVECs und induziert Oberflachen-Antigene,
die eine wichtige Rolle in der Endothelzell-Lymphozyten-Interaktion spielen (Pober et
al., 1986). Wong et al. (1999) zeigten, dass durch die Entziindungsstimulierung der
humanen mikrovaskularen Endothelzellen mit TNF-a in vitro die Adhasion peripherer
T-Zellen aus dem Blut um das 5-fache gesteigert wurde. Die Autoren zeigten wieter-
hin, dass die transendotheliale Migration der Lymphozyten durch die TNF-a-Stimulie-

rung der Endothelzellen um das 30-fache gesteigert wurde. Hughes et al. (1988), die
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5 und 25 ng/ml TNF-a zur Endothelzell-Stimulation einsetzten, konnten nachweisen,
dass die Lymphozyten deutlich effektiver und in héherer Anzahl beim Einsatz von 25
ng/ml TNF-o adhérierten. Mdglicherweise war die verwendete TNF-a-Konzentration
von 2 ng/ml in der vorliegenden Arbeit nicht ausreichend, um eine T-Zell-Adhasion zu
induzieren. Da Hughes et al. (1988) eine Mixtur von Lymphozyten in ihren Experi-
menten einsetzten, blieb allerdings unklar, welcher T-Zelltyp vermehrt adharierte, so
dass eventuell die CD4"-Zellen, die in der vorliegenden Studie verwendet wurden,
nicht zu den von Hughes et al. (1988) beobachteten Lymphozyten gehérten. Die im-
pedanzspektroskopischen Studien der vorliegenden Arbeit zeigten zudem, dass die
Zugabe von 20 ng/ml TNF-a zu den Endothelzellen den TER der PBCEC signifikant
senkte. Eine Erhéhung der TNF-a—Konzentration in Hinsicht auf eine Analyse des Ef-
fekts der T-Zellen auf die Barrierefunktion der PBCEC war somit ohnehin ausge-
schlossen.
Die CD4"-T-Zellen wurden in dieser Arbeit durch Antikrper-vermittelte Selektion aus
dem Lymphozyten-Gemisch des cervikalen Lymphknotens selektiert. Zu diesem
Zweck wurde ein CD4'-Antikérper eingesetzt, der wiederum mit einem magneti-
schem bead gekoppelt wurde. Mit Hilfe eines Magneten wurden schliellich die mit
dem CD4"-Antikérper markierten Zellen aus dem Zell-Gemisch herausgezogen. Die
Entfernung des Antikérpers vom CD4-Rezeptor war allerdings nicht moéglich. Aus-
schlieRlich der bead konnte von den T-Zellen entkoppelt werden. Nach Masuyama et
al. (1987) ist die MHC 1l und die CD4-Rezeptor-Klasse in den Adhasionsprozess der
Lymphozyten und der Endothelzellen involviert. Es ist nicht auszuschlieen, dass
durch den Antikérper-besetzten CD4-Rezeptor der T-Zellen die Adh&sion bzw.
Transmigration an die PBCEC beeintrachtigte wurde.
Pryce et al. (1997) zeigten, dass B-Zellen wesentlich effizienter auf dem cerebralen
Endothel adhérierten als T-Zellen und dass CD8"-T-Zellen wiederum effektiver als
die auch hier eingesetzten CD4"-T-Zellen auf dem mit TNF-o. entziindungsaktivier-
tem Endothelzell-Monolayer adharierten.
Wekerle (1993) postulierte, dass die T-Helferzellen, unabhangig von ihrer Antigen-
Spezifitat, ausschlieBlich im aktivierten Zustand die BHS passieren kénnen (Antigen-
unabhangige Transmigration). Im Gegensatz dazu sind nicht aktivierte T-Helferzellen
dazu nicht befahigt. Dennoch konnte in der vorliegenden Studie mit Hilfe der ECIS-
Messungen erstmals gezeigt werden, dass die Interaktion der nicht vor-aktivierten
CD4"-T-Helferzellen mit den PBCEC die Zell-Zell- und die Zell-Substrat-Kontakte der
Endothelzellen beeintrachtigte. Die parallel durchgefihrten REM-Analysen belegten
zudem eindeutig, dass es nach Zugabe der T-Zellen zu den PBCEC zu einer Adha-
sion und teilweise zur Transmigration der nicht vor-aktivierten T-Helferzellen kam.

In Studien, in denen Hickey et al. (1991) MBP-spezifische, enzephalithogene T-

Zellen in vitro mit polyklonalen, mitogenem ConcanavalinA (ConA) voraktivierten und
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anschlieRend in gesunde Ratten injizierten, zeigte sich ein biphasischer Einstrom der
T-Helferzellen in das ZNS. Der priméare T-Zell-Einstrom ereignete sich innerhalb der
ersten 24 Stunden nach der Immunzell-Injektion. Die sekundare T-Zell-Invasion fol-
gte nach ca. 96 Stunden, was typisch fir den klinischen Verlauf der EAE (experi-
mental autoimmune encephalitis) und dem Zusammenbruch der BHS-Barrierefunk-
tion ist. Nicht aktivierte T-Zellen wurden dagegen bisher noch nicht beim Eindringen
in das ZNS beobachtet (Wekerle, 1993).

Auch Pryce et al. (1997), die in Kultur die Migration von CD4"- und CD8"-T-Zellen
durch cerebrale Endothelzellen der Ratte untersuchten, konnten nachweisen, dass
der Aktivitatsstatus der T-Helferzellen der ausschlaggebende Faktor fiir deren trans-
endotheliale Migration ist. Die Autoren konnten zudem zeigen, dass die aktivierten
CD4" -Zellen den cerebralen Endothelzell-Monolayer im Vergleich zu CD8*- und B-
Zellen vermehrt passierten. Allerdings unterliegt die Transmigrationsbereitschaft der
T-Helferzellen komplexen Stimulationsmechanismen. So zeigten Greenwood &
Calder (1993) und Devine et al. (1996), dass eine vermehrte T-Zell-Adhasion nicht
zwangslaufig zu einer vermehrten Transmigration durch den Endothelzell-Monolayer
fuhrt. Vielmehr ist die T-Zell-Transmigration abhangig von einem migratorischen Pha-
notyp, der durch verschiedene spezifische Signale induziert wird (Pryce et al., 1997).
Die Autoren zeigten, dass eine einfache Mitogen-vermittelte Aktivierung der T-Helfer-
zellen nicht ausreicht, um den migratorischen T-Zell-Phanotyp zu induzieren. Viel-
mehr ist der Zeitpunkt des Proliferationszyklus der aktivierten T-Zellen ausschlagge-
bend. Pryce et al. (1997) konnten nachweisen, dass die Transmigration der Lympho-
zyten 3 Tage nach der Antigen-Stimulierung, der eine 4-tagige IL-2-Stimulierung folg-
te, maximal war. Diese maximale Transmigration fand zum Zeitpunkt der héchsten
Proliferationsrate der Zellen statt. Zur vollstdndigen Aktivierung der Lymphozyten
mussen diese sowohl Signale via des T-Zell-, als auch des IL-2-Rezeptors erhalten.
Somit ist eine Mitogen-Stimulierung (ConA) der CD4"-Zellen in Abwesenheit von 1L-2
nicht effektiv. Ein weiteres entscheidendes Signal zur Transmigration der T-Zellen
stammt von den ebenfalls voraktivierten Endothelzellen (Pryce et al., 1997).

Wie aus den Studien der genannten Autoren hervorgeht, ist die Induktion eines mi-
gratorischen Phanotyps der Lymphozyten nicht trivial. Zur Aufklarung der hier ge-
wahlten Aufgabenstellung, der Charakterisierung des Leukozyten-Transmigrations-
Mechanismus, wurden neutrophile Granulozyten gewahlt, da diese hierfir besonders
geeignet sind. Zur Charakterisierung der Leukozyten-Interaktion vor dem Hintergrund
eines speziellen Krankheitsbildes, wie beispielsweise der T-Zell-induzierten EAE,
wirde sich die Wahl des Immunzell-Typs nach dem fir diese Krankheit typischen
Leukozyten-Typ richten. So wird zur Analyse der Transmigration von T-Zellen Ubli-
cherweise das EAE-Modell verwendet (Wekerle, 1993). Die Untersuchung der CD4"-

Transmigration durch das vorliegende BHS-Modell war dagegen sowohl aufgrund
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der fehlenden Antigen-Spezifitat der PBCEC als auch aufgrund der Notwendigkeit
eines komplizierten Aktivierungsprozederes der T-Zellen problematisch. Um aller-
dings die unterschiedlichen Auswirkungen verschiedener Immunzelltypen auf die
Barrierefunktion der PBCEC zu unterscheiden, war der zusatzliche Einsatz der
CD4"-T-Zellen als Vergleich zu den Neutrophilen im vorliegenden Endothelzell-Mo-
dell sinnvoll. Zudem dienten die T-Zellen als Kontroll-immunzell-Typ der Neutrophi-
len-PBCEC-Interaktions-Experimente, da diese im nicht aktivierten Zustand die cere-
brale Endothelzell-Barriere normalerweise nicht passieren (Male et al., 1994;
Greenwood et al., 1995). So konnte mit Hilfe der nicht stimulierten CD4"-Zellen ge-
pruft werden, inwiefern es durch die Zugabe einer hohen Anzahl nicht transmigrie-
render Immunzellen zu einer Beeintrachtigung der interendothelialen tight junction-

Region bzw. der Barrierefunktion der PBCEC kam.
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4.5 Die Transmigration

Unter physiologischen wie unter pathologischen Bedingungen sind es die interendo-
thelialen junctions, die bei der Transmigration moduliert werden (Rubin & Staddon,
1999), so dass sich die Permeabilitatseigenschaften der BHS hauptsachlich in den
tight junctions wiederspiegeln. Dementsprechend standen zur Charakterisierung der
Immunzell-Diapedese die interendothelialen Zell-Kontakte im Fokus der Untersu-

chungen.

4.5.1 Die Neutrophilen-Transmigration

Aufgrund des kontrovers diskutierten Beziehungsgefiiges zwischen Adh&sion und
Transmigration der Neutrophilen war es einerseits notwendig, die Neutrophilen-Ad-
hasion im Zusammenhang mit der Transmigration zu untersuchen, sie jedoch ande-
rerseits als separates Ereignis zu analysieren. Da es sich bei der eigentlichen Leuko-
zyten-Diapedese um einen sehr schnellen Vorgang handelt (Edens & Parkos, 2000),
war es nur schwer moglich, die impedanzspektroskopisch nachgewiesene Beein-
trachtigung der Barrierefunktion und der untersuchten tight junction-assoziierten Pro-
teine ausschlie8lich der Neutrophilen-Transmigration zuzuordnen. Deshalb erfolgte
ihre Analyse mit Hilfe von REM-Untersuchungen, die wiederum mit den impedanz-

spektroskopischen und immunzytochemischen Analysen korreliert wurden.

4.5.1.1 Transzelluldr oder parazellular?

Obwohl der transzellulare Leukozyten-Transmigrationsweg, der die tight junction-Mo-
dulation nicht einbezieht, von Feng et al. (1998) Uiberzeugend dargestellt wurde, ist
die meist zitierte Migrationsroute die der parazelluldren Diapedese, die ein Offnen o-
der gar eine Zerstérung der interendothelialen Zell-Kontakte voraussetzt (Johnson-
Leger et al., 2000). TEM-Untersuchungen, in denen die Neutrophilen-Diapedese in
vivo sequentiell analysiert wurde, zeigten eindeutig, dass der GroBteil der applizier-
ten Neutrophilen die Endothelzell-Barriere Uberquerten, indem sie durch Poren mi-
grierten oder aber das Endothelzell-Zytoplasma in Bereichen durchquerten, die nicht
mit den festen Zell-Zell-Kontakten in Verbindung standen (Faustmann & Dermietzel,
1985; Hammersen & Hammersen, 1987; Feng et al., 1998). Ultrastrukturelle in vitro-
Analysen zeigten allerdings, dass sich wahrend der Neutrophilen-Diapedese der
adherence junction-Komplex der Zell-Zell-Kontakte aufléste. So konnte nicht beurteilt
werden, inwieweit der junctionale Komplex mit dem Transmigrations-Prozess der
Neutrophilen in Zusammenhang stand (lonescu et al., 2000). Dass die Endothelzell-

Bereiche, in denen die Neutrophilen die Endothelzell-Barriere Uberwinden, nicht

293



Diskussion

deckungsgleich mit den Zonen der interendothelialen Zell-Kontakte waren, zeigten
REM-Analysen von Faustmann & Dermietzel (1985) und Hoshi & Ushiki, (1999).
Auch die vorliegenden REM-Analysen zeigen, dass sich keine eindeutige raumliche
Korrelation der Adhasion bzw. Transmigration der Neutrophilen mit den PBCEC-Zell-
grenzen aufzeigen lieR. Interessanterweise veranderte sich nach Zugabe der Neutro-
philen sowohl die strukturelle Auspragung der marginal folds der PBCEC als auch
die Beschaffenheit ihrer Zell-Oberflache. So wiesen die marginal folds nicht mehr die
charakteristische faltenférmige Struktur auf, sondern bestanden aus einer Perlen-
schnur-ahnlichen Aufreihung von Membranvesikeln. Sehr auffallig waren auch die
nur dann zu beobachtenden, mehr oder weniger stark entwickelten Membranvesikel,
die sich auf der gesamten Oberflache der PBCEC zeigten. Moglicherweise sind die
Zellgrenzen der Entstehungsort dieser Membranvesikel, von wo aus sie sich auf der
Endothelzell-Oberflache verteilen.

Interessant war auch die auf den elektronenmikroskopischen Bildern sichtbare Ent-
wicklung von Mikrovilli auf den Zelloberflachen der PBCEC wahrend der Neutrophi-
len-Interaktion. Diese waren vornehmlich auf jenen Regionen der Endothelzellen zu
beobachten, in denen sich die Zellkerne abzeichneten. Ob diese Mikrovilli Vorstufen
der genannten Membranvesikel waren, welche durch Abschnirung gebildet wurden
oder ob die Mikrovilli bestehen blieben und die Membranvesikel unabhangig davon
gebildet wurden, kann nicht allein durch die REM-Aufnahmen beantwortet werden.
Eine Funktion der Mikrovilli bei der Selektin-vermittelten Kontaktaufnahme mit den
Leukozyten ist vorstellbar, misste allerdings noch untersucht werden.

Eine ebenfalls morphologisch veranderte Endothelzelloberflache beobachteten
Faustmann & Dermietzel (1985), Furie et al. (1987) und Hammersen & Hammersen
(1987). Die Autoren zeigten, dass Neutrophile, die bereits fest an der Endothelzell-
Oberflache adharierten, dort Finger-ahnliche Filipodien in apikale Vertiefungen platz-
ierten, was zu einer deutlichen Umstrukturierung der Zelloberflache flihrte. Interes-
santerweise konnten auch in den REM-Analysen dieser Studie von den Neutrophilen
ausgehende Filipodien beobachtet werden, in deren unmittelbarer Nachbarschaft
vermehrt Membranvesikel auf der PBCEC-Zelloberflache zu sehen waren.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Vesikel und die sogenannten caveolae nicht nur
im Endothelzell-Zytosol, sondern auch auf der endothelialen Zelloberflache auftreten
(Kvietys & Sandig, 2001). Auch in Bereichen von Endothelzellmembranen, die schon
in Kontakt mit Neutrophilen standen, entdeckten die Autoren diese morphologischen
Strukturen (Lewis & Granger, 1988). Die caveolae sind Strukturen mit einem Durch-
messer zwischen 50 und 100 nm, die vermutlich fir den extra-junctionalen Protein-
transport (extra-junctionale Permeabilitatssteigerung) wahrend eines entziindlichen
Prozesses verantwortlich sind (Kvietys & Sandig, 2001). Die Mdglichkeit, dass die

auf der Endothelzelloberflache befindlichen caveolae bzw. Vesikel bei der transzellu-
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laren Neutrophilen-Diapedese eine Rolle spielen, wurde von Lewis & Granger (1988)
diskutiert. So haben diese durch ultrastrukturelle Analysen ebenfalls eindeutig ge-
zeigt, dass das Endothel durch die Neutrophilen-Diapedese nicht geschadigt wird. In
Organen wie der Haut oder den Muskeln, die ein kontinuierliches Kapillarendothel
aufweisen, transmigrieren die Neutrophilen hdchstwahrscheinlich, indem ihre Filipo-
dien in die sogenannten caveolae oder pinocytischen Vesikel eindringen und so die
endotheliale Barriere penetrieren (Kvietys & Sandig, 2001). Die vorschiebende Kraft
eines adharierenden Filipodiums eines Neutrophilen, das bereits in ein vacuolares
Vesikel-Organell eingedrungen ist, fihrt zum Hervortreten des Filipodiums auf der
abluminalen endothelialen Zellseite, wo es zu einer Interaktion mit der extrazellularen
Matrix kommt (Kvietys & Sandig, 2001). Mdglicherweise sind die adharierenden Neu-
trophilen in der Lage, auf dem Endothelzell-Monolayer peripherer Gefale diinnflachi-
ge Bereiche oder fenestrae ausfindig zu machen, in denen sie bevorzugt die Barriere
durchqueren (Kvietys & Sandig, 2001). Die fenestrae sind Zytoplasma-frei und mit ei-
ner dinnen Haut verschlossen, die in der Dicke zwei aufeinanderliegenden Plasma-
membranen entspricht. Die Neutrophilen durchqueren die fenestrae proteolytisch,
ohne dabei die Integritat des Endothelzell-Monolayers zu beeintrachtigen. Endothel-
zelltypen wie die der Blut-Hirn-Schranke, die diese Fenestrationen nicht aufweisen,
bieten den Neutrophilen diese Transmigrations-Moglichkeit nicht.

Die Untersuchungen von Faustmann & Dermietzel (1985), Feng et al. (1998), Furie
et al. (1987) und Hoshi & Ushiki (1999) zeigten, dass die Neutrophilen-Transmigra-
tion transzellular erfolgt. Feng et al. (1998) beobachteten, dass die Neutrophilen an
der Stelle des Endothelzell-Monolayers, an der sie transmigrieren, eine Hantel-for-
mige Gestalt annehmen. Je nachdem, wie weit die Extravasation fortgeschritten ist,
ist auf der luminalen Endothelzellseite eine blasenférmige Ausstllpung zu beobach-
ten (Wolosewick, 1984; Feng et al., 1998; Hoshi & Ushiki, 1999; Johnson-Leger et
al., 2000). Diese Beobachtung erlaubte die Schlussfolgerung, dass sich der neutro-
phile Granulozyt durch eine schmale zirkuldre Pore des Endothelzell-Monolayers
zwangt, anstatt eine Endothelzell-Retraktion zu induzieren, die die einzelnen Zellen
an ihren Grenzen auseinanderzieht, so dass eine parazellulare Extravasation des
Neutrophilen erfolgen kénnte. Mdglicherweise sind die transzellularen Poren, durch
die die Neutrophilen transmigrieren, das Ergebnis ihrer proteolytischen Tatigkeit
(Kvietys & Sandig, 2001).

Die Anreicherung von F-Aktin und Mikrofilamenten, die zur Kraftentwicklung des vor-
anschreitenden Neutrophilen-Pseudopodiums (leading edge) wahrend der Diapede-
se notwendig ist, wurde sowohl in vivo (Wolosewick, 1984) als auch in vitro
(Cepinskas et al., 1999) nachgewiesen. Die 3-5 uym grof3e, initiale, vacuolare Pore im
Endothelzell-Monolayer wird unter anderem durch die Spannungserzeugung des cor-

tikalen Mikrofilament-Systems des kugeligen, caudalen Neutrophilen-Abschnitts ge-
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offnet, dass noch in das Lumen des BlutgefalRes hineinragt (Wolosewick, 1984). Das
Aufweiten der transendothelialen Pore wird zusatzlich durch die Umorganisation des
endothelialen Zytoskeletts unterstitzt (Michel & Neal, 1999).

Faustmann & Dermietzel (1985), Hammersen & Hammersen (1987) und Feng et al.
(1998) postulierten, dass sich die beteiligten Endothelzellen noch wahrend der Dia-
pedese Uber den Zellkérper des Neutrophilen stilpen. Dadurch, dass der Neutrophile
von der Endothelzelle vollstandig umschlossen wird, wird die entstehende Offnung
im Monolayer geschlossen bevor der Neutrophile in das Gewebe entlassen wird. Die
aktive Teilnahme des Endothels an der Neutrophilen-Diapedese fihrt zu einer
schnellen Rickfiihrung der Endothelzellen in ihren urspriinglichen Zustand, so dass
ein Permeabilitdtsanstieg des Endothelzell-Monolayers wahrend der Transmigration
minimiert wird. Auch Kvietys & Sandig (2001) diskutierten die Moglichkeit, dass wah-
rend der Neutrophilen-Extravasation Membranmaterial der apikalen Endothelzell-
oberflache auf die Neutrophilen-Oberflache geschoben wird, was zum Umschliel3en
des noch in das Lumen des Blutgefalles ragenden Neutrophilen fihrt. In Abbildung
100 ist diese Modellvorstellung bildlich dargestelit.

Feng et al. (1998) bestatigten dieses Modell. Die Autoren werteten dazu dreidimen-
sional und Computer-unterstitzt sequentielle TEM-Analysen an Kapillarendothelzel-
len aus der Haut von Meerschweinchen aus und zeigten eindeutig, dass die interen-
dothelialen junctions des Endothelzell-Monolayers an der Neutrophilen-Diapedese
nicht beteiligt waren. Das von Feng et al. (1998) aufgestellte Modell ist vergleichend
in der Abbildung 101 dargestellt. Dieser Mechanismus der Neutrophilen-Diapedese,
an dem das Endothel aktiv beteiligt ist, wurde jedoch bisher ausschlieRlich am peri-

pheren Endothel in vivo beobachtet.
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Abb. 4.1:

Grapische Darstellung der transzelluldren Diapedese von Neutrophilen in vivo nach Kvietys
& Sandig (2001).

Dargestelllt ist ein adhérierender Neutrophiler, der Filipodien-dhnelnde Auswiichse in sich ausbil-
dende endotheliale caveolae oder vesiculo-vacuoldre Organellen einfiihrt (1). Langsam erreicht der
Neutrophile die abluminale Zellseite (2) und die Endothelzellen beginnen, den noch luminalen Teil
des Neutrophilen zu umschlieBen (3). Noch bevor der Neutrophile in das Gewebe entlassen wird,
ist der Endothelzell-Monolayer wieder verschlossen (4).

Abb. 4.2;

Darstellung der transzeluldren Neutrophilen-Diapedese in situ modifiziert nach Feng et al.
(1998).

(Aufgefiihrt sind die zusamengefassten Ergebnisse der Computer-unterstiitzten, dreidimensional
ausgewerteten TEM-Sektional-Analysen der Neutrophilen-Transmigration).

Der Neutrophile n1 nimmt mit einem zytoplasmatischen Fortsatz Kontakt mit der Endothelzele auf
(A) und schiebt diesen durch die Endothelzelle, die Basallamina und den Perizyten (B-D). Im Fall
der Neutrophilen n2 und n3, der hdufiger beobachtet wurde, transmigriert der Neutrophile nicht um-
gehend durch die Basallamina, sondern wird zuvor von den Endothelzellen umschlossen, bevor er
seine Pseudopodien durch die Basalmembran und die Perizyten schiebt (C und D).
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4.5.1.2 Das Neutrophilen-Transmigrationsmodell

Im Rahmen dieser Studie wurde die Neutrophilen-Extravasation am Endothelzelltyp
der Blut-Hirn-Schranke untersucht. Die Kenntnisse insbesondere tber den Transmi-
grations-Mechanismus der Leukozyten durch dieses hoch-spezialisierte, barrierebil-
dende Endothel der Blut-Hirn-Schranke sind bisher noch gering. Nach wie vor ist un-
klar, ob die Leukozyten die Blut-Hirn-Schranke inter- oder intrazellular durchqueren
(Bolton et al., 1998). Zunachst sollte in der vorliegenden Studie der Einflusses der
Neutrophilen-Interaktion auf die Barrierefunktion und die tight junction-assoziierten
Proteine der cerebralen Kapillarendothelzellen untersucht werden. Im Vordergrund
der Experimente stand allerdings die Aufklarung der Transmigrationsroute der Neu-
trophilen. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde erstmalig ein Kulturmodell der
BHS eingesetzt, dessen Barrierefunktion und morphologische Auspragung eine sehr
hohe in vivo-Kompatibiltat aufwiesen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals in vitro am cerebralen Kapillarendothel
gezeigt werden, dass die neutrophilen Granulozyten die endotheliale Barriere auf
transzellularem Wege passieren. Diese transzelluldre Neutrophilen-Transmigration
wurde in vitro noch nicht beobachtet (Kvietys & Sandig, 2001) und ist speziell fir das
barrierebildende Endothel ein bisher nicht dokumentierter Mechanismus der Immun-
zell-Diapedese. Schon Faustmann & Dermietzel (1985), Feng et al. (1998) und
Hammersen & Hammersen (1987) beobachteten, dass die neutrophilen Granulozy-
ten wahrend ihrer Transmigration von den Endothelzellen umschlossen werden, in-
dem sich diese auf die Leukozyten-Oberflache hinaufschieben, bevor jene in das Ge-
webe auf der abluminalen Gefal3seite entlassen werden. Die Autoren wiesen diesen
Mechanismus der Neutrophilen-Extravasation allerdings ausschlief3lich in vivo und
am Endothel peripherer Gefalle nach.

Die morphologischen Studien dieser Arbeit zeigen, dass die Neutrophilen-Transmi-
gration, die nachweislich transzellular erfolgt, dennoch einem Mechanismus unter-
liegt, der sich von den bisher aufgefiihrten Transmigrations-Mechanismen, welche in
Abbildung 4.1 und 4.2 dargestellt sind, unterscheidet. Mit Hilfe der REM-Analysen
wurde eine neue Modellvorstellung der Neutrophilen-Transmigration durch das Endo-
thel der Blut-Hirn-Schranke etabliert. Diese wird im Folgenden erldutert und ist in Ab-

bildung 4.3 dargestellt.
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Endgthezelle .

Abb. 4.3:
Modellvorstellung der Neutrophilen-Diapedese durch das Endothel der BHS.

Im Ausgangszustand, d. h. vor der Endothelzell-Leukozyten-Interaktion sind auf der Zell-Oberfldche
beider beteiligter Zelltypen keine Membranvesikel-artigen Srukturen zu erkennen (1). Der Kontakt
des Neutrophilen mit der Endothelzelle fiihrt zur Umstrukturierung der Endothel- und Neutrophilen-
Zelloberflache, was sich in dem Auftreten von Membranversikel-artigen Strukturen manifestiert.
Eine derartige morphologische Umbildung ereignet sich zudem an den marginal folds der Endothel-
zellen, so dass diese einer Perschnur-artigen Aufreihung von Membranvesikeln gleichen (2).

Zu Beginn der Transmigration wird der Neutrophile von den Vesikelstrukturen komplett bedeckt.
Wéhrend des Einsinkens des Leukozyten in den Endothelzell-Monolayer, interagieren die Mem-
branvesikel-artigen Strukturen miteinander und die Endothelzelle schiebt sich zusétzlich an dem
Neutrophilen hoch, ohne ihn allerdings zu umkleiden (2 und 3). Die Neutrophilen-Transmigration,
die auf transzelluldrem Wege erfolgt, involviert dennoch die Endothelzellgrenzen, indem die Mem-
branvesikel der marginal folds mit denen der Neutrophilen interagieren.

Die Membranvesikel fungieren als Reparaturmechanismus, indem sie sich liber dem einsinkenden
Neurophilen zusammenschieben und so das Membranmaterial liefern, um die Endothelzell-Ober-
fléche wieder zu verschiel3en (4).
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Die durchgefihrten REM-Analysen zeigen eindeutig, dass sich wahrend der Neutro-
philen-Transmigration, die auf transzellularem Wege erfolgt, nicht die gesamte Endo-
thelzelle um den transmigrierenden Neutrophilen stlilpt, wie dies Feng et al. (1998),
Faustmann & Dermietzel (1985) und Hammersen & Hammersen (1987) am kontinu-
ierlichen Endothelzelltyp peripherer Gefalke zeigten. Vielmehr sind am Transmigra-
tionsprozess membranvesikelartige Strukturen beteiligt, die sich erst durch die En-
dothelzell-Neutrophilen-Interaktion auf der Oberflache der Endothelzellen bilden und
auch auf den Neutrophilen zu finden sind. Die REM-Aufnahmen der vorliegenden Ar-
beit lassen darauf schlieen, dass sich wahrend der festen Adhasion bzw. der Trans-
migration diese membranvesikelartigen Strukturen der Endothelzellen in Richtung
des Leukozyten schieben, wo sie mit jenen der Neutrophilen interagieren. Fir die En-
dothelzellen stehen die Bildung dieser Vesikel und das beschriebene Verhalten fest;
ob ein Teil von ihnen tatsachlich von den Neutrophilen stammt, kann nicht abschlie-
Rend beurteilt werden. Die Abbildung 3.71 und 3.72 in Kapitel 3.2.2.2 demonstriert,
dass es zur Interaktion der Vesikel auf der Neutrophilen-Oberflache mit denen der
Endothelzellen kommt, so dass eine Beteiligung der Membranvesikel-Strukturen bei-
der Zelltypen an der Transmigration wahrscheinlich ist.

Dadurch, dass sich wahrend der Transmigration nicht die gesamte Endothelzelle -
ber den Neutrophilen schiebt, wie in der Literatur beschrieben wurde (s. 0.), verliert
die Endothelzelle zu keinem Zeitpunkt ihren Zell-Substrat-Kontakt. So bestatigten
auch die ECIS-Messungen, vor denen Neutrophile bis zu einer E/L-Ratio von 1:10 zu
den PBCEC gegeben wurden, dass der Zell-Substrat-Kontakt nicht beeinflusst wur-
de. Erst durch Zugabe von Neutrophilen E/L-Ratios ab 1:17 bzw. 1:20, die nach
Huang et al. (1993) ohnehin unphysiologisch sind, wurde der Zell-Matrix-Kontakt des
PBCEC-Monolayers geringfiigig, aber reversibel, gesenkt. Da fir die Erhaltung der
Barrierefunktion der BHS der feste Zell-Matrix-Kontakt der Endothelzellen ebenso es-
sentiell ist wie die Integritat der barrierebildenden tight junctions, ist der unveranderte
Zell-Substrat-Kontakt wahrend der Transmigration speziell flir den Endothelzelltyp
der BHS von besonderer Bedeutung. Wie wichtig der feste Zell-Matrix-Kontakt der
cerebralen Endothelzellen fur den Erhalt des Gesamtwiderstands und damit fur die
Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke ist, zeigten schon die ECIS-Messungen, in
denen der Anteil des Zell-Substrat-Kontakts am Gesamtwiderstand in Form des Pa-
rameters o dargestellt wurde.

Die REM-Aufnahmen lassen vermuten, dass die neutrophilen Granulozyten grof3fla-
chig in den Endothelzell-Monolayer einsinken. Inwiefern sie dennoch den Endothel-
zell-Monolayer durch eine kleine transzellulare Pore passieren, die von den Endo-
thelzellen schnell wieder verschlossen werden kann, wie dies Feng et al. (1998) zeig-
ten ist nicht auszuschlieBen, misste allerdings durch Detail-Untersuchungen noch

analysiert werden. Das nachweislich grof3flachige Einsinken des Leukozyten, das
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wahrscheinlich u. a. durch Neutrophilen-Proteasen vermittelt wird, bendtigt zur Erhal-
tung der Barrierefunktion der BHS wahrend der Transmigration einen Mechanismus
zur Reparatur der Endothelzell-Membran. Das Membran-Material der Vesikel, das -
ber dem einsinkenden Neutrophilen zusammenflie3t bzw. mit der apikalen Endothel-
zell-Membran verschmilzt, ermdglicht ein schnelles Verschlielen der Zell-Oberfla-
che, so dass die Reparatur der Endothelzell-Membran schon wahrend der Transmi-
gration erfolgt. Auf diese Weise wird eine Permeabilitatssteigerung wahrend der Neu-

trophilen-Diapedese verhindert.

Die Beteiligung der Endothelzellgrenzen

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass auch die
Endothelzellgrenzen am Transmigrationsprozess beteiligt sind, allerdings vollkom-
men anders, als es bisher in der Literatur beschrieben wurde. Die REM-Aufnahmen
zeigen, dass die Transmigration transzellular erfolgte, indem sich der Neutrophile auf
der Endothelzell-Oberflache abflacht und aufspreitet, so dass die marginal folds
zwangslaufig in dessen Extravasation involviert wurden. Die Membranvesikel der
marginal folds interagieren dabei sowohl mit jenen der Neutrophilen als auch mit den
anderen auf der Endothelzelloberflache verteilten Vesikeln. Transmigrierten die Neu-
trophilen in unmittelbarer Nahe der Endothelzell-Grenzen, so wurden diese durch
das Verschmelzen der Membranvesikel in den Transmigrationsprozess miteinbezo-
gen. Die marginal folds waren dabei in unmittelbarer Nahe zum Neutrophilen zum
Teil nicht mehr zu erkennen. Eine distinkte Grenze zwischen Endothelzelle und Leu-
kozyt war insofern auch elektronenmikroskopisch nicht mehr aufzulésen. Anders als
die meisten in vitro-Studien konnten die vorgenommenen morphologischen Untersu-
chungen eine Kontraktion der Endothelzellen mit der einhergehenden Bildung von
Licken, durch die die Neutrophilen dann transmigrieren, ausschliefl3en.

Der Vergleich der morphologischen Studien mit den impedanzspektroskopischen
Messungen zeigt, dass die Neutrophilen-bedingte Permeabilitdtssteigerung des
PBCEC-Monolayers hauptsachlich durch die Neutrophilen-Adhé&sion verursacht wur-
de. Dennoch kann natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass auch die Neutrophi-
len-Diapedese zu dieser Widerstandserniedrigung beitrug. So zeigten die ECIS-Mes-
sungen, dass zwar der Zell-Substrat-Kontakt der PBCEC durch Neutrophile bis zu
einer E/L-Ratio von 1:20 nicht geschwacht wurde, der Zell-Zell-Kontakt durch Zugabe
von Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:5 aber reversibel gesenkt wurde. Die Per-
meabilitatserhdhung des Monolayers beruht nicht zwangslaufig auf der Neutrophilen-
Diapedese sondern kann bereits durch die Adhasion der Neutrophilen verursacht
werden (Del Maschio et al., 1996; Perry et al., 1997) (s. auch Kapitel 4.3.3) und ist im

Rahmen einer entzlindlichen Reaktion eine physiologische Begleiterscheinung der
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Immunabwehr. Daher ist die gemessene Permeabilitatssteigerung der Zell-Zell-Kon-
takte der PBCEC wahrend der Neutrophilen-Interaktion fir die Charakterisierung der
Diapedese nicht relevant. Auch die immunzytochemischen Studien zeigen, dass sich
die Expression der tight junction-assoziierten Proteine ZO-1, Occludin und Claudin-5
der PBCEC durch die Inkubation mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:5 nicht
veranderte. Erst ab einer E/L-Ratio von 1:20, die nach (Huang et al., 1993) ohnehin
unphysiologisch ist, fiihrte zu einer deutlich reduzierten Expression dieser Proteine
und zu einer Formveranderung der Endothelzellen. Die Interaktion der cerebralen
Endothelzellen mit einer physiologischen Menge an Neutrophilen verursachte eben-
falls keinen Abbau oder eine Verlagerung der tight junction-assoziierten Proteine
Z0-1, Occludin und Claudin-5.

Wie schon in Kapitel 4.3.3 beschrieben wurde, spielen bei der durch die Neutrophi-
len-Endothelzell-Interaktion verursachten Permeabilitatserhéhung der interendothe-
lialen Zell-Kontaktzone auch Aktin-Zytoskelett-vermittelte Signaltransduktions-Me-
chanismen eine Rolle. Die resultierende Endothelzell-Retraktion wurde im ECIS-Ex-
periment durch die Senkung des Parameters R, erkannt. Dennoch wiederlegen die
vorliegenden REM-Analysen eine Neutrophilen-Transmigration durch die interendo-
thelialen Zell-Kontakte. Wie die REM-Aufnahmen deutlich zeigen, kam es durch den
Kontakt der cerebralen Endothelzellen mit den Neutrophilen zu einer Umstrukturie-
rung der marginal folds. Die beobachteten Vesikel an den Zellrandern kénnten ent-
weder aus den marginal folds entstanden sein oder an den Zellkontaktzonen sezer-
niert und an die Zelloberflachen beférdert worden sein. Beide vorstellbaren Moglich-
keiten konnten als Folge eine geringfligige Permeabilitdtserhéhung der tight junction-
Region haben. Denmoch bleibt unklar, ob bereits der blolke Kontakt des aufgesprei-
teten Leukozyten mit den Zellrdandern der PBCEC zu eben jener Permeabilitatserho-
hung fiihren kann.

Wenngleich also das beschriebene Modell verschiedene Ursachen flr die voriiberge-
hende Erhéhung des interendothelialen Widerstands zuldsst, beschreibt es anschau-
lich und eindeutig die transzellulare Migration neutrophiler Granulozyten durch cere-

brale Endothelzell-Monolayer.

4.5.2 Die CD4*-T-Zell-Transmigration

Die CD4"-Interaktion wies erhebliche Unterschiede zur PBCEC-Neutrophilen-Interak-

tion auf. Wahrend durch die Neutrophilen-Interaktion die Bildung von membranvesi-

kelartigen Strukturen auf der Endothelzell-Oberflache induziert wurde, kam es durch

die T-Zellen zu keinerlei derartigen Umstrukturierungen. Auch waren auf der T-Zell-

Oberflache keine Membranvesikel zu beobachten, wie dies die Neutrophilen zeigten.

Dennoch war deutlich zu sehen, dass der Lymphozyt ahnlich breitflachig durch die
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Endothelzell-Oberflache transmigrierte wie die Neutrophilen und nicht durch die inter-
endotheliale Zell-Zell-Kontaktzone.

Den REM-Studien zufolge kam es zu keiner morphologisch sichtbaren Schadigung
des Endothels inklusive der tight junction-Region. Wong et al. (1999), die die Interak-
tion cerebraler humaner Endothelzellen mit Lymphozyten in vitro ultrastrukturell ana-
lysierten, zeigten erstaunliche Ubereinstimmungen ihrer Beobachtungen mit denen
der vorliegenden Studie. Die ultrastrukturellen Untersuchungen der Autoren demon-
strierten, dass die von den Lymphozyten gebildeten Pseudopodien mit den von den
Endothelzellen stammenden Finger-ahnlichen Ausstilpungen interagierten. Mogli-
cherweise dringen die Lymphozyten-Pseudopodien in das Zytoplasma der apikalen
Endothelzell-Oberflache ein (Wong et al., 1999). Die Autoren konnten zudem keine
morphologische Schadigung des Endothelzell-Monolayers beobachten und auch die
interzellularen junctions schienen nach der Lymphozyten-Transmigration morpholo-
gisch intakt zu bleiben.

Die REM-Analysen der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Diapedese der
CD4"-T-Zellen ebenso transzellular erfolgt wie die der Neutrophilen. Im Unterschied
zur Neutrophilen-Transmigration sind allerdings keine Membranvesikel in den Trans-

migrationsprozess involviert.

4.5.3 Neutrophilen-Transmigration durchs Plexusepithel

Die morphologische Analyse der Leukozyten-Transmigration durch das cerebrale
Endothel erfolgte nicht nur hinsichtlich verschiedener Immunzelltypen, sondern zu-
satzlich zum cerebralen Endothel vergleichend am cerebralen Plexusepithel (CPE).
Differenzen zeigten sich bereits bei der Gegenlberstellung der morphologi-
schen Befunde der Interaktion Neutrophiler und jener von CD4"-T-Zellen mit den ce-
rebralen Endothelzellen. Interessanterweise unterschied sich auch die Neutrophilen-
Interak-tion mit den cerebralen Kapillarendothelzellen von derjenigen mit dem Ple-
xusepithel. So kam es nach Zugabe der Neutrophilen zu den entziindungsaktivierten
CPE im Vergleich zu den PBCEC zu auffallig wenigen Transmigrations-Ereignissen.
Die bei der Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion charakteristische Bildung der mem-
branvesikelartigen Strukturen war weder auf der Neutrophilen- noch auf der Plexus-
epithel-Oberflache zu beobachten. Wie die REM-Aufnahmen zeigen, ‘sank” der Neu-
trophile in die Plexusepithel-charakteristischen Mikrovilli ein. Dabei bildete sich um
den Neutrophilen eine Mikrovilli-freie Zone. Vereinzelt waren Mikrovilli beider Zellty-
pen in Interaktion zu beobachten. Generell ist der direkte Vergleich der transendothe-
lialen und der transepithelialen Neutrophilen-Migration allerdings problematisch, da
sich der Immunzell-Adhasionsprozess in beiden Zellsystemen deutlich unterscheidet
(Edens & Parkos, 2000). So tritt beispielsweise bei der Neutrophilen-Epithel-Adha-
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sion der Scherstress, dem die apikale Endothelzell-Oberflache durch den Blutstrom
ausgesetzt ist, nicht auf. Auch die Polaritat der transendothelialen Migration ist beim
Epithel (von der basolateralen zur apikalen Seite) genau umgekehrt als beim Endo-
thel (Edens & Parkos, 2000).

Chow et al. (1992), Parkos et al. (1996) und Lhotta et al. (1991) zeigten, dass die
Neutrophilen-Diapedese durch den Epithelzell-Monolayer durch die interendothelia-
len junctions hindurch erfolgt. Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Studie
nicht bestatigt werden. Die REM-Analysen zeigen vielmehr, dass die Neutrophilen-
Transmigration am Plexusepithel nicht in unmittelbarer Nahe der interepithelialen
Zell-Kontakte erfolgte, sondern unabhangig davon, so dass auch hier eine transzel-
luldare Migration wahrscheinlich ist. Auch die von Ginzberg et al. (2001) Neutrophilen-
verursachte nachgewiesene Zerstorung der interepithelialen Zell-Kontaktzone, in
Verbindung mit dem Ablésen der Epithelzellen von ihrem Substrat, konnte in den
REM-Analysen der vorliegenden Studie durch die Neutrophilen-Interaktion nicht beo-
bachtet werden.
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4.6 Zusammenfassende Wertung und Ausblick

Zentrales Ziel der Arbeit war die zell- und molekularbiologische Charakterisierung
des Transmigrationsprozesses immunkompetenter Zellen Uber die Blut-Hirn-Schran-
ke. Im Fokus der Untersuchungen stand die Frage, ob die eingesetzten Leukozyten
(neutrophile Granulozyten) die Endothelzell-Barriere trans- oder parazellular passie-
ren und welche spezifischen Interaktionen zwischen Leukozyten und endothelialen
Zellen zur Veranderung ihrer barrierebildenden Eigenschaften flhren. Die weiterfiih-
renden Fragen leiten sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie ab.
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fiihrten zur Entdeckung vollig neuartiger
Aspekte der Neutrophilen-Transmigration, so dass eine Modellvorstellung zum Me-
chanismus der Neutrophilen-Diapedese formuliert werden konnte. Dennoch bedarf
es weiterflhrender Analysen, um einige der noch hypothetischen Aspekte des Trans-
migrationsmodells, das in Abbildung 4.3 dargestellt ist, zu verifizieren.
Die REM-Analysen, durch die sich zwar die Modellvorstellung der Neutrophilen-
Transmigration entwickelte, lieRen einige wichtige Aspekte ungeklart. So bildeten
sich durch die Neutrophilen-Interaktion membranvesikelartige Strukturen auf der Zell-
oberflache der Endothelzellen. Auch die zuvor schlauchartigen marginal folds der En-
dothelzellen wurden durch die Neutrophilen-Interaktion in membranvesikelartige
Strukturen umgebildet. Diese Vesikel, die offensichtlich maRgeblich am Transmigra-
tionsprozess beteiligt sind, werfen Fragen auf, die zur Etablierung des neuartigen
Modells der Neutrophilen-Diapedese in ergdnzenden Untersuchungen zu klaren sind
und im Folgenden formuliert werden. In der Abbildung 4.4 sind die noch aufzuklaren-
den Teilaspekte des Modells durch rote Pfeile gekennzeichnet.
So lieken die REM-Analysen beispielsweise ungeklart, ob die membranvesikelarti-
gen Strukturen tatsachlich von der Zell-Oberflaiche abgeschnirte Membranvesikel
darstellen, die nicht mehr mit der Ursprungszelle verbunden sind, oder ob es sich le-
diglich um kugelférmige Ausstllpungen der Zell-Oberflache handelt. Weitere Frau-
gen, die sich aus den REM-Analysen ergeben, sind im Folgenden aufgefiihrt:
¢ Entstehen die membranvesikelartigen Strukturen auf der Endothelzell-Ober-
flache durch Abschnirungen der mikrovilliartigen Ausstilpungen (a ) der Zell-
oberflache und/oder liegt der Entstehungsort in den marginal folds (b)?
e Stammen die membranvesikelartigen Strukturen urspriinglich von den Endo-
thelzellen (c) oder von den Neutrophilen (d)?
e Kommt es zu einer gerichteten Bewegung der membranvesikelartigen Struk-
turen von den Endothelzellgrenzen in Richtung des transmigrierenden Neu-
trophilen, dessen Zelloberflache sie bedecken, so dass der Ursprungsort der

Vesikel letztlich bei den Endothelzellen zu suchen ist?
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e Handelt es sich bei den membranvesikelartigen Strukturen tatsachlich um
echte Membranvesikel, die zum Zweck der Transmigration von den Endothel-
zellen und/oder den Neutrophilen gebildet wurden, oder handelt es sich um
apoptotische Vesikel?

¢ Welche Funktion erfiillen die membranvesikelartigen Strukturen beim Trans-
migrationsprozess? Dienen sie als Membranmaterial-Lieferanten, um die En-
dothelzell-Oberflache nach abgeschlossener Neutrophilen-Diapedese wieder
zu verschlieRen bzw. zu reparieren?

e FUhrt die Umstrukturierung der marginal folds zu einer Verlagerung einzelner
tight junction-assoziierten Proteine bzw. zu einer Zerstérung der Zell-Zell-
Kontakte?

¢ Inwiefern handelt es sich bei der elektronenmikroskopisch beobachteten
Interaktion der membranvesikelartigen Strukturen um eine echte "Membran-
fusion® (e)?

e Sinkt der Neutrophile grofRflachig in den Endothelzell-Monolayer ein (f) oder
transmigriert er durch eine kleine Pore bzw. mittels sog. “caveolae™?

Eine weitere wichtige Frage ergibt sich aus der Beobachtung, dass sich die Endo-
thelzellen wahrend der Transmigration am Neutrophilen hochschieben (ihn allerdings
nicht umschlieRen), wobei die REM-Aufnahmen den Eindruck vermitteln, dass dabei
die Zellmembranen beider beteiligter Zelltypen “fusionieren™ (g). Ob es tatsachlich zu
einer Verschmelzung der Plasmamembranen der beiden Zelltypen kommt oder ob
diese getrennt voneinander bleiben stellt einen sehr wichtigen Aspekt zur Etablierung

des Transmigrationsmodells dar und ist durch weitere Experimente zu klaren.

Abb. 4.4:

Darstellung der noch zu kldrenden Fragen zum Neutrophilen-Transmigrationsmodell.

Die zu der Darstellung formulierten Fragen (rote Pfeile) sind im Text (s. 0.) aufgefiihrt. Endothelzel-
len (grau), Neutrophile (pink).
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Das hier vorgestellte Modell der Neutrophilen-Transmigration wurde mit Hilfe von
REM-Analysen entworfen, die lediglich Aussagen zur Morphologie der Zelloberfla-
chen erlauben. Immunzytochemische Analysen am Laser-Scanning-Mikroskop und
lichtmikroskopische sowie transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen
der Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion an Zell-Querschnitten mit Hilfe von Im-
muno-/abelling-Techniken kdnnten das hier vorgestellte Modell detaillieren.

Die Verwendung zellspezifischer membransténdiger Marker fiir beide Zelltypen (En-
dothelzellmarker: u.a. Glucose-Transporter-1; Leukozyten: u.a. CD 45, CD 31 bzw.
CD 11b/18 fur die neutrophilen Granulozyten) und ihre immunzytochemische Analy-
se durch die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie erlaubt es, die Mechanismen der
mittels REM beobachteten Membraninteraktion beider Zelltypen zu identifizieren.

Die Doppel-Immunmarkierung der Zellmembranen beider Zelltypen und die anschlie-
Rende Analyse mittels der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie, die eine dreidi-
mensionale Betrachtung erlaubt, ermdglicht z. B. die Aufklarung der Herkunft der
membranvesikelartigen Strukturen. Somit kann ermittelt werden, ob jene den margi-
nal folds entspringen. Sollte dies der Fall sein, so wirde eine zeitaufgeldste immun-
zytochemische Analyse Aufschluss dartber geben, ob es tatsachlich zu einer gerich-
teten Bewegung der Vesikel von den Endothelzellgrenzen zum transmigrierenden
Neutrophilen hin kommt, die diesen dann umkleiden und/oder mit den Neutrophilen-
“Vesikeln® interagieren.

Besonders wichtig sind die Doppelimmun-Markierungs-Experimente jedoch zur Ana-
lyse der "Membranfusions'-Theorie. Inwiefern es sich bei der in den REM-Aufnah-
men erkennbaren Interaktion zweier membranvesikelartiger Strukturen tatsachlich
um eine "Membranfusion® handelt, misste in weiterfihrenden Studien gezeigt wer-
den. Ergdnzende Untersuchungen kénnten zudem Aufschluss darliber geben, ob
sich die Endothelzelle tatsachlich am Leukozyten hochschiebt und dabei mit dessen
Zellmembran “fusioniert’, oder ob sie durch die Neutrophilen-Interaktion von diesem
hochgezogen wird, wie es einige REM-Bilder nahelegen.

Zur umfassenden Untersuchung der membranvesikelartigen Strukturen ware es zu-
dem wichtig zu klaren, ob es sich hierbei um apoptotische Vesikel handelt. Die Be-
deutung des Neutrophilen-induzierten programmierten endothelialen Zelltods ist fiir
die Leukozyten-Transmigration noch weitgehend ungeklart. Sollte sich bestatigen,
dass durch die Interaktion der Neutrophilen apoptotische Prozesse in den Endothel-
zellen eingeleitet werden, so ware im darauffolgenden Schritt zu klaren, ob dies nur
bei beteiligten Zellen oder flachig geschieht und es sich somit eventuell um einen
Kulturartefakt handelt. Dies kann durch den Einsatz eines spezifischen Apoptose-
kennzeichnenden Antikorpers gepriift werden. Caspase-3-Aktivitatstests kdnnten zu-
dem zeigen, inwiefern durch die Neutrophilen-Interaktion die Apoptoserate im Ent-

ziindungsmodell gesteigert wird.
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Weitere Anhaltspunkte dariiber, ob die Neutrophilen grof3flachig in der Endothelzell-
schicht einsinken oder ob sie den Monolayer durch eine kleine Pore bzw. durch
‘caveolae’ passieren, kdnnten lichtmikroskopische Studien an gefarbten Semidinn-
schnitten des Endothelzell-Monolayers (Zellmembran-Farbung) wahrend deren Inter-
aktion mit Neutrophilen ergeben.

Mit Hilfe lichtmikroskopischer Untersuchungen an Zell-Querschnitten ist es zudem
moglich nachzuweisen, ob die membranvesikelartigen Strukturen die Endothelzell-
Oberflache nach der Diapedese an jener Stelle bedecken, an der sie sich ereignete
und somit einen ‘Reparatur-Mechanismus” darstellen.

Erst nach der Durchfiihrung der vorgeschlagenen immunzytochemischen und lichtmi-
kroskopischen Untersuchungen ware es sinnvoll TEM-Studien anzuschliel’en, um
wietere Details der Neutrophilen-Transmigration zu beleuchten. Durch den Einsatz
eines tracers (z. B. Lanthan) in den TEM-Studien wird es mdglich, die Dichtigkeit der
tight junctions wahrend der Neutrophilen-Adhasion und der Diapedese darzustellen.
Die TEM-Untersuchung erlaubt zudem, die Umstrukturierung der marginal folds ultra-
strukturell zu analysieren und dabei mit der eventuellen Umbildung der tight junction-
assoziierten Proteine zu korrelieren, die zu diesem Zweck immunmarkiert werden
mussten. Ein Immuno-/abelling ausgewahlter tight junction-assoziierter Proteine zur
Markierung der Endothelzellgrenzen soll zudem helfen, die Neutrophilen-Diapedese
zu lokalisieren.

Ein weiterfUhrender Schritt, der die Veranderung der marginal folds noch detaillierter
zu beschreiben vermag, ist die hochauflésende Charakterisierung der endothelialen
Zellgrenzen und ihrer Modulierung wahrend der Neutrophilen-Endothelzell-Interak-
tion mit Hilfe der Raster-Kraft-Mikroskopie. Ferner ist es mit Hilfe dieser Methode
moglich, die nanostrukturelle Organisation der Leukozyten-Endothelzell-"Fusion™ de-
tailliert zu charakterisieren. Auf3erdem erlaubt sie, die Oberflachenbeschaffenheit der
Endothelzellen, die sich durch die Neutrophilen-Interaktion offensichtlich verandert
(s. REM-Analysen), auch hinsichtlich ihrer moéglicherweise veranderten Materialei-

genschaft (z. B. Elastizitat) zu untersuchen.

Sollten die weiterfihrenden Untersuchungen bestatigen, dass die Neutrophilen-Dia-
pedese transzellular erfolgt und dabei Membranen fusionieren, ware dennoch nicht
klar, ob und in welcher Weise die tight junctions daran beteiligt sind. So ergaben die
impedanzspektroskopischen Studien, dass die Inkubation der cerebralen Endothel-
zellen mit den Neutrophilen zu einer Beeintrachtigung der Zell-Zell-Kontakte fiihrte,
deren Re- bzw. Irreversibilitat allerdings von der applizierten Zellzahl abhing. Zudem
zeigten die immunzytochemischen Untersuchungen der tight junction-assoziierten
Proteine ZO-1 und Claudin-5, dass durch die Inkubation der Endothelzellen mit den

Neutrophilen ab einer bestimmten Neutrophilen-Anzahl die Expression der unter-
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suchten Proteine stark beeintrachtigt wurde, was sich allerdings quantitativ im
Western-Blot nicht bestatigen liel3. Dieser Effekt sollte in zuklnftigen Studien detail-
liert beleuchtet werden. Durch die immunzytochemische Anfarbung der tight junction-
assoziierten Proteine (u. a. ZO-1, Occludin und Claudin-5) und spezifischer Leukozy-
tenmarker (s. 0.) kann zunachst in Doppelmarkierungsexperimenten Uberpruft wer-
den, welche Veranderungen im tight junction-Protein-Komplex vor, wahrend und
nach dem Durchtritt von Leukozyten durch die Blut-Hirn-Schranke charakteristisch
sind. Uberdies kénnen diese Experimente dazu genutzt werden, die statistische Auf-
enthaltswahrscheinlichkeit von den Leukozyten auf dem Endothelzell-Monolayer vor,
wahrend und nach dem Transmigrationsvorgang zu bestimmen, so dass geklart wer-
den kann, ob sich die Leukozyten signifikant haufiger an den Zellgrenzen des Endo-
thelzellverbands oder eher zielungerichtet anlagern.

Die Immunoblot-Analysen fir die genannten tight-junction-Proteine ergaben keinen
quantitativen Expressionsunterschied durch Co-Kultivierung mit neutrophilen Granu-
lozyten in einer E/L-Ratio von bis zu 1:5. Auch in den Immunfluoreszenzen war bei
dieser E/L-Ratio keine Umverteilung der untersuchten tight junction-Proteine zu er-
kennen. Dennoch zeigte die biophysikalische Analyse (ECIS-Methode), dass die
Neutrophilen einen deutlichen Einfluss auf die interendothelialen Zellkontakte der ce-
rebralen Endothelzellen ausiibten. Da die Leukozyten-induzierten Anderungen der
BHS-Eigenschaften (Permeabilitdtsdnderung) wahrscheinlich nicht auf eine reduzier-
te oder erhdhte Expression bestimmter tight junction-Proteine zuriickgehen, ist zu
vermuten, dass der beobachtete Effekt auf eine veranderte Interaktion (assembly)
oder einen veranderten Phosphorylierungsstatus dieser Proteine zurlickzufiihren ist.
Diese Moglichkeit lie3e sich mittels Immunoprazipitations- und cross-linking-Experi-
menten der genannten tight-junction-Proteine Uberprifen, die Aufschluss Uber das
tight junction-Protein-assembly wahrend der Neutrophilen-Interaktion gaben. Darlber
hinaus konnte mit Hilfe von Studien zur Phosphorylierung bestimmter tight junction-
assoziierter Proteine untersucht werden, welchen Einfluss diese auf das “assembly’
der tight junctions hat und wie sie die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke wahrend
der Neutrophilen-Interaktion beeinflusst. Zur Klarung dieser Frage bieten sich Experi-
mente mit unbehandelten und aktivierten cerebralen Endothelzellkulturen (mit
TNF-a) und/oder Co-Kultivierungen mit unterschiedlichen Leukozytensubtypen an. In
Immunoblot-Analysen zeigte sich bereits, dass es durch die Inkubation der Endothel-
zellen mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 zu einer Dephosphorylierung des
Occludins kommt. Die durchgefihrten Immunfluoreszenzen ergaben, dass die Inku-
bation mit Neutrophilen in einer E/L-Ratio von 1:20 die Claudin-5-Expression stark
beeintrachtigte, was sich jedoch in den Immunoblots quantitativ nicht bestatigen liel3.
Somit sind insbesondere fiir dieses Protein die Immunoprazipitations- und cross-

linking-Experimente besonders wichtig. Selbiges gilt fir ZO-1.

309



Diskussion

Veranderungen der Membraneigenschaften, die einer Leukozytentransmigration
moglicherweise vorangehen, setzen eine strukturelle Umgestaltung des Zytoskeletts
in beiden Zelltypen voraus. Folglich kénnten mit Hilfe immunzytochemischer Techni-
ken und Immunoblot-Analysen Veranderungen in der Struktur und Zusammenset-
zung des Zytoskeletts beider Zelltypen zeitabhangig wahrend der Transmigration er-
fasst und mit den bereits erfolgten ECIS-Messungen korreliert werden. Auf diese
Weise ist es moglich zu klaren, ob die beobachtete Permeabilitdtsénderung, speziell
die Senkung von Ry, wahrend der Interaktion der Neutrophilen mit den Endothel-
zellen durch die Kontraktion des Aktomyosin-Rings in den Endothelzellen reguliert
wird, an der wiederum die tight junction-Proteine ZO-1 und Cingulin beteiligt sind
(Nusrat et al., 2000), und welche Bedeutung der Phosphorylierung der Myosin-lei-
chten Kette bei der Regulierung des tight junction-Protein-Komplexes und seinem
‘assembly” zukommt. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die
Phosphorylierung der Myosin-leichten Kette zu einer physikalischen Umstrukturie-

rung der tight junction-Mikrodomanen fihrt (Turner, 2000).

Die ECIS-Messungen zur Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion gaben zum einen
Aufschluss Uber das Mal} der Beeintrachtigung des Zell-Zell-Kontakts, zum anderen
zeigten sie, inwiefern durch die Neutrophilen-Interaktion auch der Zell-Substrat-Kon-
takt (a) der cerebralen Kapillarendothelzellen beeinflusst wurde. Um die Beeintrachti-
gung des Zell-Substrat-Kontakts durch die Neutrophilen beurteilen zu kénnen, ist die
Leukozyten-Migration durch die subendotheliale Basallamina als von der Diapedese
getrenntes Ereignis zu betrachten. Dieser Vorgang wird von molekularen Regula-
tionsmechanismen gesteuert. So kann es trotz einer erfolgreichen Diapedese durch
den Endothelzell-Monolayer zu einer Verhinderung der Migration des Leukozyten
durch die Basallamina kommen (Duncan et al., 1999). Da die Mechanismen des Mi-
grationsprozesses der Leukozyten durch die subendotheliale Basallamina weniger
geklart sind als diejenigen der Transmigration durch die Endothelzellschicht, ist eine
erganzende Untersuchung am barrierebildenden Endothel der BHS von grof3em In-
teresse. Dabei stellt die Bestimmung des Zell-Matrix-Widerstands mittels der ECIS-
Analyse ein hervorragendes Instrument zur Detektion einer Veranderung des Zell-
Substrat-Kontakts unter verschiedenen Versuchsbedingungen dar. So koénnte z. B.
eine Inhibition gegen das Leukozyten-PECAM-1, dem eine Funktion wahrend des Mi-
grationsprozesses durch die endotheliale Basallamina zugesprochen wird, durchge-
fuhrt werden. Da die mit dem Leukozyten-PECAM-1 interagierenden Interaktionspar-
tner der Basallamina noch nicht bekannt sind, wéare eine entsprechende Analyse
mittels Blockierungsstudien verschiedenster Komponenten der Basallamina sehr in-

teressant. Durch eine parallel durchgeflihrte Analyse des Zell-Substrat-Widerstands
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mit Hilfe der ECIS-Messungen kénnte kontrolliert werden, ob die Leukozyten in die
Basallamina eingedrungen sind.

Zur immunzytochemischen und molekularbiologischen Analyse des Migrationspro-
zesses durch die subendotheliale Basallamina ist es allerdings notwendig ein Endo-
thelzell-Kultursubstrat zu wahlen, das der Leukozyt durchdringen kann, so dass es
nicht zu Kulturartefakten kommt. Zu diesem Zweck kénnten Kultursysteme wie z. B.
Filtersysteme mit ausreichend grof3en Filterporen oder eine fibrillare Matrix wie z. B.
Collagen-Gel mit Fibronectin-Beschichtung gewahlt werden, die einen Einritt von
Leukozyten in das Substrat erlauben.

Im Kontext der Untersuchung zur Leukozyten-Migration durch die subendotheliale
Basallamina im BHS-Entziindungsmodell kénnten erganzende Untersuchungen zur
Funktion der Matrixmetalloproteasen (MMPs) miteinbezogen werden. MMPs werden
von verschiedenen Zellen, u.a. Leukozyten, fir den Durchtritt durch die Basalmem-
bran verwendet, was als wichtiger Schritt bei der Leukozyten-Rekrutierung betrachtet
wird.

Welchen Einfluss die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion auf die Sekretion spezifi-
scher MMPs hat und welchen Effekt diese MMPs auf die Barriereeigenschaft der
Blut-Hirn-Schranke haben, ist ein wichtiger Aspekt. Diesen Nachweis wirden die In-
aktivierung der fur die Adhasion im Entzindungsfall wichtigen Proteine L-Selektin
und der B2-Integrine auf der Leukozytenoberflache in Antikdrper-Blockierungsexperi-
menten und die quantitative Bestimmung der Sekretionsrate der MMPs ermdglichen.
In Kontrollexperimenten koénnten die Leukozytenoberflachen-Antigene CD 45 und
CD 31, die fur die Interaktion mit dem Endothel unter entziindlichen Bedingungen
keine Rolle spielen, Antikdrper-vermittelt inaktiviert werden, um den MMP-Sekre-
tions-Effekt als spezifisch fiir die Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel abzu-
grenzen.

Zur Transmigration ist nur eine geringe MMP-Sekretion nétig. Eine erhodhte Aus-
schittung wirde zur massiven Schadigung der Gewebeintegritat fihren (Pugin et al.,
1999). Durch eine Blockierungsstudie fir L-Selektin und p2-Integrin kdnnte die Men-
ge der ausgeschitteten MMPs bestimmt werden, um zu klaren, welche MMPs in wel-
chen Konzentrationen an der Transmigration beteiligt sind. Dabei ist besonders die
Funktion von MMP-9 und MMP-2, die im Fall einer Sepsis durch neutrophile Granulo-
zyten nach LPS- und TNF-a-Aktivierung ausgeschuttet werden, interessant (Delclaux
et al., 1996). Insbesondere die MMP-9 scheint eine wichtige Rolle bei der Migration
neutrophiler Granulozyten durch die Basalmembran zu spielen (Overall, 1994). Diese
MMPs werden als inaktive Proenzyme sezerniert, die entweder durch Autoaktivie-
rung oder weitere Enzyme aktiviert werden (Delclaux et al., 1996). Bisher ist noch
nicht geklart, in welchem Interaktionsstadium zwischen Leukozyten und Endothelzel-

len die Aktivierung der MMPs erfolgt und wie diese Aktivierung erfolgt. Eine zeitab-
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hangige Entnahme des Mediumuberstands wahrend der Endothelzell-Leukozyten-
Interaktion und eine Bestimmung des MMP-Aktivitatsstatus koénnte darlber Auf-
schluss geben.

Um vertiefende Kenntnisse dartber zu erlangen, wie bestimmte MMPs die barriere-
bildenden Eigenschaften der BHS wahrend der LeukozytenTransmigration beeinflus-
sen, konnten selektive MMP-Inhibitoren, sog. ‘tissue inhibitors of matrixmetallo
proteases’ (TIMPs) verwendet werden. Diesbeziiglich ware vor allem der Einsatz von
TIMP-2, das eine entzindungshemmende Wirkung besitzt und MMP-2 und -9 inakti-
viert interessant. Darliber hinaus kénnten wietere MMP-Inhibitoren (u. a. Tetrapep-
tidyl Hydroxamic Acid), die spezifisch die Migration von neutrophilen Granulozyten in-
hibieren, im BHS- Endziindungszellmodell eingesetzt werden. Mit Hilfe von ECIS-
Messungen kénnte dabei gezeigt werden, ob es durch die Applikation der spezifi-
schen MMP-Inhibitoren zu einer Senkung des Zell-Substrat-Widerstands wahrend

der Neutrophilen-Endothelzell-Interaktion kommt.

Relativ wenig ist Uber die Funktion der einzelnen Adhasionsmolekile und der damit
assoziierten Leukozytenrekrutierung in Gehirnkapillaren bekannt. Da unterschied-
liche Entzindungsstimuli in gleichen Geweben und gleiche Stimuli in verschiedenen
Geweben unterschiedliche Adhasionsmolekiilprofile hervorrufen (Kubes & Ward,
2000), ware es zur Charakterisierung des BHS-Entziindungsmodells wichtig zu Uber-
prufen, welche der Adhasionsproteine und ihrer entsprechenden Liganden bei der
Leukozyten-Transmigration eine Rolle spielen. Zu diesem Zweck kdnnten Inhibitions-
studien mit blockierenden Antikérpern gegen die jeweiligen Adhasionsmolekile
durchgeflihrt werden, die dem Nachweis des im BHS-Entziindungsmodell relevanten
Adhasionsmolekilprofils dienen. Diese Untersuchung kénnte dann auf die verschie-
denen Leukozytensubtypen (T-Helferzellen, Monozyten und B-Lymphozyten) ausge-
dehnt und vergleichend charakterisiert werden. Ferner waren diesbezlglich verglei-
chende Untersuchungen im primarkultivierten Aortenzellkultursystem der gleichen
Tierart (Schwein) sinnvoll, die zur Klarung hirnspezifischer Transmigrations-Mecha-
nismen herangezogen werden kdnnten.

Unklar ist beispielsweise, ob E-Selektion in der entzlindungsabhangigen Leukozyten-
adhasion sowohl in vivo als auch in vitro eine entscheidende Rolle spielt. Wahrend
E-Selektin in der Cytokin-induzierten Meningitis am Leukozytendurchtritt wahrschein-
lich beteiligt ist (Tang et al., 1996), scheint eine E-Selektin-Beteiligung bei einer bak-
teriellen Infektion (Munoz et al., 1997) oder der Experimentellen-Autoimmun-Enze-
phalitis (EAE) nicht gegeben zu sein (Engelhardt et al., 1997). Bisher gibt es nur eine
begrenzte Anzahl von Studien, die sich mit der Funktion von E-Selektin in der cere-

brovaskularen Entziindung beschaftigt haben. Deshalb waren Studien interessant,

312



Diskussion

die die Bedeutung von E-Selektin bei der Leukozyten-Tansmigration im BHS-Entziin-
dungskultursystem beleuchten wiirden.

Ebenso wie im Fall von E-Selektin ist die Bedeutung von P-Selektin fiir die Leukozy-
tenadhasion umstritten und es ist noch nicht geklart, welche Rolle dieses Protein bei
entziindlichen Prozessen im Gehirn spielt (Kanwar et al., 1995; Barkalow et al.,
1996; Carvalho-Tavares et al., 1999). So kénnte durch immunzytochemische Unter-
suchungen gepruft werden, ob die cerebralen Kapillarendothelzellen durch die Appli-
kation eines entsprechenden Stimulus (z. B. Histamin) Gberhaupt P-Selektin expri-
mieren. Ware dies der Fall, so wirden Blockierungsstudien Aufschluss dartber ge-
ben, zu welchem Zeitpunkt der Entziindung eine P-Selektin-abhangige Leukozyten-
adhasion stattfindet. Bisherige Studien gingen davon aus, dass P-Selektin nach In-
duktion (z. B. durch Histamin) nur fiir einen kurzen Zeitabschnitt von 30-60 Minuten
auf der Endothelzell-Oberflache exprimiert wird (Geng et al., 1990; Kubes & Kanwar,
1994). Neuere Untersuchungen belegen jedoch eine P-Selektin-Expression von min-
destens 24 Stunden nach Stimulation mit LPS im Gehirn der Maus (Eppihimer et al.,
1996), so dass neben der Rekrutierung von Leukozyten auch eine méglicherweise P-
Selektin-abhangige Leukozytenadhasion eine weitaus grof3ere Rolle spielen kdnnte
als zuvor angenommen. Ziel der geplanten differenziellen Blockierungsstudien fiir E-
und P-Selektin ist die funktionelle Analyse beider Proteine fiir die Leukozyten-Adha-
sion und Transmigration.

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) spielen eine wichtige Rolle bei der Adhasion und moglicherweise bei der
Transmigration von Leukozyten in das Gehirn (Kubes & Ward, 2000) und sind durch
TNF-a induzierbar (Osborn et al., 1989). Dennoch ist bisher noch nicht geklart, wel-
cher der beiden Integrin-Liganden bei der Leukozyten-Transmigration eine Uberge-
ordnete Rolle Gbernimmt, so dass ihre Bedeutung je nach Entziindungsmodell unter-
schiedlich beschrieben wird (Reiss et al., 1998; Laschinger & Engelhardt, 2000). So-
wohl bei Multipler Sklerose (MS) als auch bei EAE wird eine erhdhte VCAM-1-Ex-
pression beobachtet (Steffen et al., 1994; Cannella & Raine, 1995). Darlber hinaus
korrelieren erhdhte Konzentrationen von l6slichem VCAM-1 in Serum und Liquor mit
aktiven Krankheitsschiiben der MS und werden als Indikator fir den Zusammen-
bruch der Blut-Hirn-Schranke betrachtet (Hartung et al., 1995). Durch die Bestimmung
der im BHS-Modell durch TNF-a induzierten VCAM-1-Expression auf der Endothel-
zell-Oberflaiche und die Analyse der ins Medium abgegebenen Interferon-p-indu-
zierten VCAM-1-Konzentration ware es mdglich, sowohl die Bedeutung von zellula-
rem als auch von Iéslichem VCAM-1 fiir die transendotheliale Migration unterschied-
licher Leukozytentypen zu Uberprifen und mdogliche Regulationsmechanismen der
Tansmigration zu analysieren. Dosisabhangige Effekte von membrangebundenem

gegenuber I6slichem VCAM-1 fir die Adhasion und Transmigrationsaktivitat kdnnten
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einerseits durch Zugabe von rekombinantem VCAM-1 oder mittels wechselseitiger
Induktion durch TNF-a und IFN-R sowie durch Inhibitionsexperimente mit Hilfe spezi-
fischer Anti-VCAM-1-Antikdrper erzielt werden. Besonders wichtig sind insbesondere
Blockierungsstudien gegen PECAM-1, dessen homophile Interaktion zwischen den
Leukozyten und den Endothelzellen eine entscheidende Rolle bei der Diapedese zu-
gesprochen wird (Muller, 2002).

Da diese Blockierungsstudien quantitativ zu bewerten sind, die hier verwendeten
Transwell®-Filtersysteme jedoch einen Porendurchmesser von nur 0,4 um aufwiesen,
welcher einen Leukozyten-Durchtritt ausschliet (Leukozyten-Durchmesser: ca. 5
um), ware es notwendig, fur die Inhibitionsstudien ein neues Kultursystem zu erar-
beiten, das sowohl die Entwicklung eines hohen TERs als auch die Diapedese der
Leukozyten erlaubt.

Zur funktionellen Analyse des Adhasionsmolekul-Ligandenbindungs-abhangigen Ef-
fekts im BHS-Modell konnten sowohl TER-Filtermessungen als auch ECIS-Messun-
gen durchgefuhrt werden. Um mehr Gber die Veranderungen des tight junction-Kom-
plexes und des perijunctionalen Aktomyosin-Rings, der mit dem Komplex der festen
Zell-Zell-Kontakte in Verbindung steht, zu erfahren, kénnten immunzytochemische
Untersuchungen durchgefihrt werden. Diese Untersuchungen sind insofern wichtig,
als die Adhasionsmolekiile wie z. B. E-Selektin und ICAM-1 an das Zytoskelett ge-
koppelt sind, so dass sich ein cross linking dieser Adhasionsmolekile direkt in einer
Senkung des TERs widerspiegelt. Die durch die Neutrophilen-Endothelzell-Interak-
tion hervorgerufene Permeabilitatserh6hung der Zell-Zell-Kontakte kénnte durch den
Nachweis einer Veranderung des Aktin-Zytoskeletts erklart werden, welche durch die
Antikérper-Bindung an das zu untersuchende Adhasionsmolekil verursacht sein

konnte.
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5. Zusammenfassung

Die tight junctions als anatomische Grundlage der Blut-Hirn-Schranke (BHS) verweh-
ren Entziindungszellen den ungehinderten Durchtritt in das Zentrale Nervensystem
(ZNS). Ein typisches Charakteristikum vieler neurodegenerativer Erkrankungen ist ei-
ne Funktionsstérung der BHS, die zu einem massiven Eindringen von Leukozyten ins
ZNS fiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die zell- und molekularbiologische Charakterisierung
des Mechanismus der Leukozyten-Transmigration Uber die Blut-Hirn-Schranke und
ihrer bis heute ungeklarten Lokalisation.

Das hier etablierte BHS-Entziindungsmodell zur Analyse der Leukozyten-Endothel-
zell-Interaktion weist serumfreie, chemisch definierte Bedingungen auf und zeichnet
sich sowohl morphologisch als auch hinsichtlich seiner Barriereeigenschaften durch
eine sehr hohe in vivo-Kompatibilitat aus. Mit ihm wurde die Leukozyten-Transmigra-
tion unter entziindlichen sowie nicht-entziindlichen Bedingungen mit Hilfe morpholo-
gischer, immunzytochemischer, biochemischer und biophysikalischer Methoden cha-
rakterisiert. Die Kultur cerebraler Endothelzellen in serumhaltigem Standardmedium
fuhrt zu einer unspezifischen Entziindungsaktivierung, die mit einer Schwachung der
BHS-Barrierefunktion verbunden ist. Dagegen lasst sich mit TNF-o. unter chemisch
definierten Bedingungen eine gezielte Entziindungsstimulierung ohne Beeintrachti-
gung der Barrierefunktion oder der Expression der tight junction-assoziierten Prote-
ine induzieren. Dadurch gelang erstmals die Darstellung folgender Charakteristika
der Neutrophilen-Diapedese unter in vivo-dhnlichen und gleichzeitig definierten Be-
dingungen: Die Endothelzell-Neutrophilen-Interaktion verursacht eine strukturelle
Veranderung der Zelloberflache beider Zelltypen und der Endothelzellgrenzen unter
Auspragung membranvesikelartiger Strukturen. Diese sind mafigeblich am Transmi-
grationsprozess beteiligt, indem sie wahrend der festen Adhasion bzw. der Transmi-
gration des Neutrophilen mit jenen der Endothelzellen interagieren. Die Neutrophilen-
Diapedese erfolgt breitflachig transzelluldr und bezieht dabei die Endothelzellgrenzen
mit ein. Die Endothelzelle schiebt sich wahrend der Transmigration nicht ganz Uber
den Neutrophilen und verliert dadurch, wie ECIS-Messungen zeigten, zu keinem
Zeitpunkt ihren Zell-Substrat-Kontakt. Die interendothelialen Zell-Kontakte werden
bis zu einer E/L-Ratio von 1:17 reversibel, darliiber hinaus jedoch irreversibel ge-
schwacht. Damit korrelierend wird die Expression der tight junction-assoziierten Pro-
teine Claudin-5, ZO-1 und Occludin ab einer E/L-Ratio von 1:20 signifikant beein-
trachtigt. Dartber hinaus verlagert sich ZO-1 von den Zellgrenzen ins Zellinnere und
Occludin wird dephosphoryliert.

Die mit gleichen Methoden untersuchte transendotheliale Migration von T-Helferzel-
len zeigt hierfur einen vollkommen abweichenden Mechanismus.
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7. Anhang

7.1 Materialien

7.1.1 Chemikalien, Substanzen und Antikorper

7.1.1.1 Aligemeine Chemikalien

Acrylamid
Agarose
Ammoniumacetat

Aqua-Poly/Mount®

Biotynilated SDS molecular weight standards

BSA

Bichinolinsaure (Di Natriumsalz)
Bis-N- Methylenbisacrylamid
Bromphenolblau

CaCl, x 6 H,O

Cacodylat

CO,

CompleteTM, Mini, EDTA-free
Coomassie Brillant Blue R 250
CuSO,4 x 5 HO

Cycloheximid

DDSA (Dodecylanhydratsuccinat)
DMP-30

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT

ECL®

EDTA

Essigsaure p. a.

Ethanol (techn., absolut., reinst)
Ethidiumbromid
Folin-Ciocalteus Reagenz
Formaldehyd 36,5 %

Gelatine Typ A

Glutardialdehyd 50 %
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Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Polysciences, Warrington (USA)
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Westfalen-AG, Munster

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Fluka, Neu-Ulm

Riedel de Haen, Seelze

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Riedel de Haen, Seelze
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Merck, Darmstadt
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Glycerin

Glycidether 100 (Epon 812)

Glycin

H20,

HCL p. a. mind. 37 %

HEPES

High molecular weight marker (HMW)
[I-1B, human aus E. coli

Isopropanol

Low molecular weight marker (LMW)
LPS aus E. coli (serotype)
R-Mercaptoethanol
Methylenadicanhydrid (MNA)
Magermilchpulver

Mannit

Methanol

MgCl; x 6 H,O

K-Na-Tartrat

KzHPO4

N,N,N",N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Na,HPO,4 x 2 H,O

NaCl

NaH,PO4 x H,O

NaHCO;

Na,CO3

NaOH

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Nonidet P-40

OsOq4

Paraformaldehyd

Ponceau S

Prestained SDS molecular weight markes
Propylenoxid

Proteinase K

RNase A

Saccharose (Sucrose)

SDS
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Merck, Darmstadt

Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Janssen Chinica, Geel (Belgien)
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Pharmacia, Freiburg

Cell Concepts, Umkirch

Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (CH)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Fluka, Neu-Ulm

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Serva, Heidelberg
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TCA

TNF-a, human aus E. coli
Tris

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

7.1.1.2 Kits

Cell Proliferation ELISA®, BrdU
CELLection™ Pan Mouse IgG Kit
CaspACE™ Assay System

Cell Death Detection ELISA?-YS
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Merck, Darmstadt

Cell Concepts, Umkirch
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Roche, Mannheim
Dynal, Hamburg
Promega, Heidelberg

Roche, Mannheim
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7.1.1.3 Antikorper

Erst-Antikdrper

Antikorper Immunogen Konzentration Konzentration Konzentration Hergestellt in Firma
(Western-Blot) | (Immunfluoresze
nz)
Z0-1 69 kD Fusionsprotein, das den 100 pg/ 400p 1 ug/mli ) Eg%ﬂ;?:rl]/ Zymed
Aminosauren 463-1109 der humanen cDNA
entspricht
Z0-1 Tight junction - Fraktion aus Mauseleber 200 g/ 100l 2 ug/ml Monoclonal / | Chemicon
isoliert Ratte
Polyclonal /
Occludin GST-Fusionsprotein: Fusion des GST mit 100 pg/ 400l 2 pg/ml 5 pg/ml Kaninchen Zymed
dem C-Terminus von humanem Occludin
Synthetisches Peptid der C-terminalen Polyclonal /
Claudin-5 Sequenz des Claudin-5 der Maus 100 ug/ 4004l 2 ug/ml 5 pg/ml Kaninchen Zymed
Vimentin Klon V-9 durch Immunisieriung von BALB/c | 100 pg/ 1000l 1 pg/ml - Monoclonal / | Oncogene
Mausen mit Schweine-Vimentin u. Fusion v. Maus
Milzzellen mit PAI-Maus Myelomazellen
- Monoclonal / R&D
E/P-Selektin Aktivierte HUVECs 100 pg/ 1000l 1 pug/ml Maus Systems
Reagiert mit dem CD4, ein Antigen das auf Monoclonal/ | BD Pharmi-
CD4a T-ymphozyten exprimiert wird 100 pg/ 1000l - - Maus gen

Einsatz: 2 pug/ml
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Zweit-Antikorper

Antikorper Markierung Konzentration Konzentration Konzentration Firma
(Western-Blot) (Immunfluoreszenz)
Anti-Kaninchen POD 500ul /ml 800 ng/ml - Boehringer
Mannheim
Anti-Ratte POD 400ul /ml 400 ng/ml - Santa Cruz
Anti-Maus POD 400ul /ml 400 ng/ml - DAKOd
Alexa-Fluor® 488 (rot)
Ziege-Anti-Ratte-1gG Alexa-Fluor® 568 (gruin) 2 mg/ml - 2 pg/ml Mobitec
Alexa-Fluor® 488 (rot)
Ziege-Anti-Maus-lgG Alexa-Fluor® 568 (griin) 2 mg/ml - 2 ug/ml Mobitec
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG Alexa-Fluor® 568 (griin) 2 mg/ml - 2 ug/ml Mobitec

POD: Peroxidase
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7.1.1.4 Zellkultur

BSA (essentially fatty aid free) Sigma-Aldrich, Steinheim
Collagenase/Dispase aus Vibrio

alginolyticus/Bacillus polymyxa Boehringer, Mannheim
Collagen G (3mg/ml) Biochrom KG, Berlin
Dextran aus Leuconostoc

mesenteroides, 148.000g/mol Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Dispase Il aus Bacillus polymyxa Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
DMEM-F12 (mit L-Glutamin und

15mM HEPES) Cell Concepts GmbH, Umkirch
Earle’s Medium 199 (10 X) mit 8mg/I

Phenolrot Biochrom KG, Berlin
Earle’s Medium 199 (1 X) mit 8mg/I

Phenolrot Biochrom KG, Berlin
Earle’s Salt Solution (10X) Phenolrot Biochrom KG, Berlin
Endothelial cell growth factors (100 x) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Fotales Kalberserum Gibco, Eggenstein
HANK's Biochrom KG, Berlin
Gelatine Fluka, Neu-Ulm
Gentamycin (10mg/ml) Biochrom KG, Berlin
Human Endothelial SFM Gibco, Eggenstein
Human Plasma Fibronectin Gibco, Eggenstein
Hydrocortison Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
L-Glutamin (200mM) Biochrom KG, Berlin
M 199 Earle (1X) mit Phenolrot

und 2,2g/l NaHCO; Biochrom KG, Berlin
MAM-PF2, protein free medium Biozol, Mlinchen
Nutridoma HU Roche, Mannheim
Ochsenserum PAA, Linz (A)
Penicillin/Streptomycin

(10.000U/ml; 10mg/ml) Biochrom KG, Berlin
Percoll Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Serum Replacement 2 (50X) (SR 2) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Trypsin, 0,25% (w/v) in PBS Biochrom KG, Berlin
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7.1.2 Verbrauchsmaterialien

12-well-Gewebekulturplatte
24-well-Gewebekulturplatte
Einwegspritzen (5 und 20 ml)
Einbettform (TEM)

Aluminiumfolie Qualitat S

Deckglaser (18 x 18 mm)

Filmplatten

Filme, APX 100,Rollfilme (s/w)
Glasobjekttrager

Greiner Réhrchen (10 und 50ml)
Kulturflaschen (175, 75 und 25cm?)
Kanulen (20, 21, 23,24 G
Kryoréhrchen 1,8 ml

Kulturflaschen (24 cm?, 75 cm?, 190 cm?)
Kupfernetze (grids) fur TEM
Latexhandschuhe (puderfrei)
Leit-Tabs®

Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL)
Nylongaze

Objekttrager (76 x 26 mm)
Petrischalen (94/16 mm u. 35/ 10 mm)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (1,5 und 2ml)
Skalpelle

Spritzen (5 und 10ml)

Sterilfilter (& 12mm, Porengréfie 0,2 pum)
Transwell®-FiIterpIatte (0,4 um Poren, & 12mm;
8 um Poren, & 8mm)

Whatman-Papier No. 3

Zellschaber

Zentrifugenbecher (250 ml)
Zentrifugen-Réhrchen (12 ml / 50 ml)
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Costar, Bodenheim
Costar, Bodenheim
Henke-Sass, Tuttlingen
Plano, Marburg

Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Kodak, Kéln

Adfa, Leberkusen

Nunc, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Fischer, Frankfurt

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Plano, Marburg

Roth GmbH, Karsruhe
Plano, Marburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
ZBF, Ziirich (CH)
Servopax, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Ratiolab GmbH, Dreieich
Eppendorf, Hamburg
Bayha, Tuttlingen
Henke-Sass, Wolf GmbH,
Tuttlingen

Satorius, Gottingen

Costar, Bodenheim

Whatman, Maidstore UK
Costar GmbH, Bodenheim
Beckmann, Miinchen

Greiner, Solingen
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7.1.3 Gerate

Autoklav, 3870, Tuttnauer
Autoradiographie-Kassetten
Brutschranke:

BB 6220 CU

IG 150

IR 1500

Bunsenbrenner: Fireboy
Bunsenbrenner: Fireboy plus
Dounce-Homogenisator
Filmentwickler, AGFA Curix 60
Flachbettscanner, Desk Scan Il
Fluoreszenz-Kivette, Quarzglas
Fotokamera Nikon F-301
Impedanzanalysator SI-1260
Kahlzentrifuge

J2-21 mit Rotor JA-14

Typ 3k-1

Kontrastiergerat Leica EM Stain
Konfokales Laser Scanning Mikroskop
TCS SC und TCS SP2 mit Leica
Software LCS
Kritisch-Punkt-Trocknungs-Apparatur
CPD 020

Lumineszenz Spektrometer Typ LS 50 B
Messkammern fur IS
Rasterelektronenmikroskop Hitachi 530
Spektrophotometer Uvikon 922
Transmissionselektronenmikroskop
EM 109

Trimmvorrrichtung 475057
Ultramikrotom, Ultracut E

Zahlkammer nach Burker
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Eppendorf, Hamburg
Oncor, Appligene, Gaithersburg

Heraeus, Hanau

Jouan, Unterhaching

Flow, Meckenheim

Tecnomare, Fernwald

Integra Biosciences, Fernwald
Poly Lab, Strasbourg

AGFA AG, Leverkusen

Hewlett Packard, Palo Alto (USA)
Hellma, Mahlheim

Nikon, Tokio (Japan)

Solartron Instruments

Beckmann, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Leica, Heidelberg

Leica, Heidelberg

Blalzers-Union, Wesbaden

Perkin-Elmer, Uberlingen

Dr. J. Wegener, WWU Munster
Hitachi, Japan

Kontron, Neufahrn

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen
Reichert Jung, Nussloch
Fischer, Frankfurt
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