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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist einentziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems,
die in Deutschland eine Pravalenz vamapp 300 pro 100.000 Einwohnaufweist und am
haufigstenFrauen im Alter von 2@0 Jahren betrifft. Lange Zeit wurde die Demyelisiang

als wichtigster Faktor der Pathophysiologie der MS erachtet. Allerdings haben Forschungsa
beiten in den vergangemelahren immer deutlicher gezeidgassdie irreversible Schadigung

von Axonen von entscheidender Bedeutung fur das Ausmall der daeeBelfiinderung von
MS-Patienten ist. Trotz intensiver Bemihungen sind die Prozesse, die zum Verlustoron Ax
nen fuhren, bislang nur unzureichend verstanden. Besonders in der chronisch progredienten
Phase der Erlnkung, die sich bei dévlehrheit der Patieenh im Krankheitsverlauf eniw

ckelt, stelen die neurodegenerativen AspekteVordergrund. Wéahrend in derergangenen
Jahren mehrere, in erster Linlemunmodulatorisch wirksame Medikamezig Behandlung

der schubférmigen M3ugelassen wurden, sind die Baklungsmoglichkeiten der chronisch
progredienten M3&mmer nochstark limitiert. Es ist daher von hoher Relevanz, die deraxon

len Schadigung zugrundeliegenden Ablaufe moglichst detailliert zu verstehen, um daraus in

der Zukunft erfolgversprechende neumtpktive Therapieansatze ableiten zu kénnen.

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAB) das am weitesten verbreitete
Tiermodell der MS in Ratten und Mausen und thaiiz aller Limitationen wertvolle Erkern
nisse zur Pathogenese der MS delie Aus diesem Modelurdeeine Vielzahl an Hypo#

sen zur Pathophysiologie der axonalen Degeneration im Kontext autoimmunentzindlicher
ZNS-Erkrankungen abgeleitet. In unserem Labor komnvateeinigen Jahren ddtrozess der
axonalen Schadigung im Rahmeéer EAEmittelsin-vivo Mikroskopie in Echtzeit im inta

ten Gewebe untersuchverden. Dieser Prozess der sogenanhbdalen axonalen Degenerat

on (FAD) lasst sich auch durch exogereaktive Sauerstoff(ROS) und Stickstoffspezies
(RNS) induzieren und ahnliche Veranderungen finden sbbnfallsin Hirnautopsienvon
MS-Patienten. In Vorarbeiten zu der hier vorliegenden Arbeit konnte mitielévo 2-
PhotonerKalziummikroskopie weiterhin gezeigt werden, dass Axone in akuten EAE
Lasionenoftmals eine erhohte intrazellulakéalzium (C&*)-Konzentration aufweisen und
dass diese Storung dee’*-Homoostase ein wichtiger Indikator dafiir ist, ob ein Axon im
weiteren zeitlichen Verlauf einen irreversiblen Degenerationsprozess durchlauft oder ob
der entziindlichen Schadigung widerstehen kann.izarivo 2-PhotonerCa’*-Mikroskopie
werden bei uns im Labor transgene Mause verwendet, die unter Konutlele

neuronenspezifischen Promatéfhy-1 einen FRE7basierten, ratiometrische@a-Sensor
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exprimieren.Nachdem aber bislang kein Ausléser dieser pathophysiologisch relevanten E
héhung der intraaxmlen C&'-Konzentration identifiziert werden konnteefasstéch mich

in der hier vorliegenden Arbeit mit der Frage, ob es im Rahmen der akutéméumzgsrela

tion durch die Produktion von ROS/RNS zu einer oxidativen Schadigung der axondien Zel
membran kommt und ob diese zu einer nachweisbaren Stoérung der Membranintegritat fuhrt.
Hierzu entwickelte ich einen neuartigen Versuchsaufbau, bei dem iathistene Fluore
zenzfarbstoffe intrathekal bei gesunden und akut an EAE erkrankten Mausen injizeéerte. D
durch gelang es mir zu zeigen, dass es im Rahmen der akuten EAE zu einer axofialen Au
nahme von Fluoreszenzfarbstoffen als Hinweis auf Membranlasiomemkand dass diese

mit dem Ausmald der morphologischen Schadigung zusammenhangt, aber nicht zwangslaufig
eine Demyelinisierung voraussetzt. Durch die Kombination wewivo 2-PhotonerCat -
Mikroskopieund intrathekaler Farbstoffinjektion konnte ich naclsegei dass Axone mii-e

ner erhohteiCa*-Konzentration signifikant haufiger farbstpéfsitiv sind als Axone mit einer
physiologisch niedrigelca*-Konzentration Es liegt also der Schluss naliass dieMemb-
ranlasionen eine mogliche Ursache fiir die Stérung der axofaféHomoostase sein kon

ten. Unter Verwendung einesalogen Versuchsauftmkonntebei nachfolgenden Exper
mentenvon meinen Kollegen weiterhigezeigt werden, dass sich eine axonale Faffiasfof
nahme durch den Superoxidanionendonor Pyrogallol induzieren bzw. durch die Applikation
von Superoikldismutase verhindern lasst. Es scheint atéglich, dass die in der EAE von

mir beobachtete axonale Farbstoffaufnahme ebenfalls durch ROS/RiNgjthist undsich
aufgrund dieser Erkenntnisse neue neuroprotektive Behandlungsansatze der EAE und der MS
z.B. mit lipophilen Antioxidantien, die ihre Wirkung v.a. an der Zellmembran entfadtep-

ben kdnnten
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1.) Einleitung

1.1) Multiple Sklerose

Bereits in der ersten Halfte des 19.Jahrhunderts beschrieben Pathologen in Frankreich und
En gl @ined mekkwiirdigen Erkrankungszustand des Riickenmarks, der von Atrephie b
gleitet wirdi (Compston, 1988)Der Begriff der Miltiplen SklerosgMS) wurde erstmals im
Jahre 1848 von dem franzdsischen Neurologen-Weaie Charcot verwendétandtblom et

al., 2010) Dank intensiver Forschung konnten sigt Erstbeschreibungichtige Erkenntrs-

se Uber diePathophgioogie der MS gewonnen werden, wolok¢ genaue Pathogenese der
Erkrankungauch heute nochicht vollstandig aufgeklart isDie klinischen Symptome und
der Krankheitsverlauf des aelnen MSPatienten sindiul3erstvariabel, sodass die richtige
Diagnosestellung und die Einleitung einer adaquaten Pheefsrztevor groRe Herausfoed
rungen steller{fSolomon et al., 2016Diese Unsichrheit ist aber auch eir@ormepsyclo-
logische Burde fur dibetroffenenPatienten, die sich mit einer ihrem Verlauf unvorherse
barenund bedrohliche Erkrankung konfrontiert sehéGompston und Coles, 2008)

1.1.1) Definition und Epidemiologie

Die MSiist charakterisierdurch eine chronische Entzinduags Gehirns und Rickenmayrks
die zur fokalen Demyelinisierung und Schadigung M@uronen und deren Fortsatzen flhrt.
Die pathologischen Veranderungen simdrbeidurch die lokale Infiltrationvor allem von
Lymphozyten bedingt, die in Abh&angigkeit von der anatomischen Lokalisatu Episoden
diverser neurologischer Symptonfighren kénnen (Hohlfeld et al., 2015; Dendrou et al.,
2015) Wahrend Remyelinisierung und Ruckbildung der neurologischen Symtesoaders

zu Beginn der Erkrankungu einem gewissen Mal3e moglich sind, sind die neussoegit

ven Folgen der M&reversibel undnehmen Uber den bei vielen Patienten tber Jahrzehnte
andauernden Krankheitsverlauf kontinuierlich (Rice et al., 2013)So sind etwa 50% der
Patienten 25 Jahre nach der Diagnosestellung auf einen Rollstuhl angg\besérou et al.,
2015) Entsprechend istie MS heuteauchdie haufigste Ursache fiéinedauerhafte neurot
gische Behindeing bei jungen Erwachsen¢Hauser und Oksenberg, 200&pidemiologr

sche Daten zeigen, dass di&Mei Menschen weil3er Hautfarbe und nordischer Abstammung
gehauft aftritt. Ebenso istdie Pravalenz der Erkrankung in gemagigten Klimazomeah
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volkswirtschatftlich weit entwickelten Landern Uberdurchscheiitt hoch (Koch-Henriksen

und Sorensen, 2010; Tao et al., 201®)Deutschland lag die Pravaleder MSim Jahr 2014

bei 289 pro 100.000 Einwohnesadass zurzeit knapp 200.000 Menschen naser Diagnose

in Deutschland leberHervorzuheben tsauch, dass 70% der Patienterauensind und dass

die Inzidenziber die vergangenen Jahrzehnte deutlich angestiegéetstsen et al., 2014,
Koch-Henriksen ad Sorensen, 2010Angesichts der erhaltnisnél3ig hohen Pravalenmd

der erheblichen Kosten fiir die Langzeitbehandlung der Patientesictie.B. in den USA

auf bis zu $60.000 pro Jahr belaufen kénnen, stellt die MS eine groRe Herausforderung fur die
Gesellschaft als Ganzes und das Gdheitssystem im Speziellen d&tartung et al., 2015)

1.1.2 Diagnose, klinischer Verlaif und Behandlungsmoglichkeiten

Die Diagnose eineiS erfolgt primarklinisch und wird durcliBefunde der Bildgebung/(a.
Magnetresonanztomographie (MRT)) sowie Untersuchungen des Liquor cerebrospidalis u
der Nervenleitung erganzDa die meisten Krankheitssymptorder MS unspezifiscisind,
muss ein breites Spektrum an Differentialdiagnosen z.B. Infektionen, zerebrovaskulare
Stérungen Stoffwechsel und Autoimmunerkrankungen in Betracht gezogesmrden
(WeisfeldAdams et al., 2015; Solomon et al., 2016; Brownlee et al., 200yfische Sym-
tome bei Erstmanifestationkdnnen u.a. sensomotorischédefizite, zerebellare Symptome
(Ataxie, Nystagmus, Intentionstremor, skandierende Spradfi@rnehmungon Doppelbl-
dern odeein einseitiger Visusverlusein Seltener aber eher Mpezifisch werden auch das
Uhthdf-Phanomen (eine passagere ZunahmeSgarptomebei Erhéhung der Korpeoder
Umgebungstemperatur) und das Lhermitegchen Durch Kopfflexion auslosbar@araste-
sien und Dyséasthesiedie vom Nacken entlang der Wirbelsaule in die Extremitaten alrsstra
len) beobachte(Dendrou et al., 2015; Compston und Coles, 2008; Browetlaé, 2017)

Ungefahr 8685% der Patienten stellesich initial mit neurologischen Ausféllen vor, die auf
eine bestimmte anatomische Lokalisation wie z.B. den iNeopticus beschrankt sind uals$
klinisch isoliertes Syndrom bezeichnet werd@ompston und Coles, 2008; Dendrou et al.,
2015) Fur dieDiagnose eineMS ist aber die Erfiling der McDonaleKriterien erforderlich,

die letztmals 2010 Uberarbeitet wurd@olman et al., 2011Entsprechend dieser Kriien

ist es fur die Diagnosestellung einer schubférmig remittierentié® (relapsingremitting
multiple sclerosis (RRM$ erforderlich, dass sowohl das Kriterium der rdumlichen als auch

der zeitlichen Dissemination erfulMvird. Dies ist der Fall, wenim Verlauf entweder ein
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zweiter Schub neulogischer Ausfélle, deeine andere Stelle des zeitgra Nervensystems
(ZNS) berifft und mindestens 30 Tagnach dem ersten Schub begjrimhzukommtoder
MS-typische Veé&nderungen im MRT mit Kontrastmittebrhanden sindWahrenddas klin-
sche Bild fur die Diagnosestellunginzipiell ausreicht kbnnen apparative Untersuchungen
im Zweifelsfall wichtige weitere Hinweise lieferie MRT zeigt beispielsweisbei Uber
95% der Patienten multiple, asymmetrisahnteilte Lasionen inZNS und ermdglichsowonhl
eine Abschatzung des Gesansi@alles der Lasionen als auch deékiars und entztindlichen
Aktivitat (Abbildung 1). Letzteres basiert auf der Anwendung von Gadolinium als Kdntras
mittel, das als Indikator fir eine entzindlich bedingte erhthte Permeabilitat dediBlut
Schranke genutzt wird und die Unterscheidung zwisen akuten, Kontrastmittel
anreichernden und alteren Lasionen ermdglichtGiidoliniumnicht mehraufnehmen. An-
liche Veranderungekdnnen jedoclauch beigesunden Probanden beobachtatee und das
Ausmal’ der MRiVeranderungen korreliert nicht immertndiem klinischen Bild der Patie
ten. Daher sollte nochmals betont rden, dass die M®rimar eine klinische Diagnose ist,
aber die MRT eine wertvolle erganzende Untersuchung darstellt, um den zeitlichen Verlauf

der Erkrankung darzustellen und zu dokumeati¢Filippi et al., 2016; Rovira et al., 2015)

Abbildung 1: MRT -Veranderungen bei MS und liquorspezifische oligoklonale Banden

Axiale, T2- (A) bzw. Tlgewichtete, Kontrastmittelerstarkte (B)MRT-Bilder; Pfeile weisen auf multiple
hyperintense Lasionen in der subkortikalen weiRen Substanz typiseher Lokalisatiorfperiventrikuld) und
z.T. mit fokaler Kontrastmittelanreicherung als hheis auf eine Stdérung der Blitirn-Schrankeund akute
entzindliche Aktivitat hin(C) Liquorspezifische ligoklonale Banden in Liquorproteinelektrophorese als-Au
druck einer intrathekalen Antikérperbildung. (A) und (@)ernommeraus (Brownlee et al.,, 2017)(C) aus
(Compston und Coles, 2008)
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Die Untersuchung visuell, akustisch oder somatosensorisch evozierter Potenziale bietet eine
sehr sensitive erganzenddldglichkeit zur Diagnosstdlung einer MS. Typischst eine ve-

l&angerte Latenz der Reizleitung als Korrelat der Demyelinisierung von Axonethenddraus
resultierenderstorung deiSignaliibertragungBrownlee et al., 2017Daruber hinaus ist der
Nachweis voriquorspezifischeroligoklonalen Banden in der Proteinelektrophorese des L
guors, die auf eine intrathekakntikdrperproduktion hindeuten, in Kombination mit einer
mafigen lymphomonozytaren Pleozytose und egegingenErhéhung des Gesamtproteins
typisch fur dieMS (Freedman et al., 2005; Disanto et al., 2012; Stangel et al.,.2013)

Der klinische Verlauf deMS ist auR3erst variabel und Bezug auf den einzelnen Patienten
nicht sicher vorhersagbar. Das Spektrunchtivon seltenen Schiben nggringen sensoer
schen Ausfallen bis hin zu fulminanten Verlaufen mit letalem Ausgamerhalbvon wen-

gen Monater(Disanto et al., 2010Eine wichige Unterscheidung hierbest, ob ein Patient
unter rezidivierenden Schén (relapses) leidet, die siain Verlauf oft ohne Residuenuz
rickbilden (remission) oder ob sich die Symptome kontitiakerverschlechternCa. 85%
aller MSPatienten leidemitial andieser ersten schubférmig remittierenden Forehapsing
remitting multiple sclerosisRRMS)), wobe die Schubfrequengeltenmehr als 1 bi2 Sclu-

be pro Jahrbetragt Im Verlauf der Erkrankung ist jedoctiie Erholung zunehmend un¥ol
standig und es kommt zu einer Anhaufung von bleibenden neurologischen Deflatdn
10-15 Jahren einer RRMS, entwickelt sibki 70% der Patienten eine sekundar progrediente
Form der Erkrankung (secondary progressive multiple sclerosis (§JRM8Btaneda et al.,
2017) Ein kleinerer Anteil (15%) der Patienteeigt einen Krankheitsverlauf, der als primar
progrediente MS (primary progressive MS (PPMS)) bezeichnet wird und durch eineukontin
ierliche Verschlechterung der neurologischen Sgme vonErkrankungbeginnancharake-
risiertist. Sofern der Verlauf bei der primar progredienten MS noch durch akute Kraakheit
schibe kompliziert wird, smht man von einer progrediesthubférmigen MJprogressive
relapsing MS (PRMS)(Confavreux und Vukusic, 2014nteressanteraise beginnen sowohl
die priméarals auch die sekundér progrediente MSMiittel im Alter von ungefahr 40 Jahren
und manifestieren sich meist iRUckenmark, was vermuten |gsdass hierbegin anderer
primar neurodegenerativer und weniger ein inflammatorisBlagtomechanismus vorliegen
konnte(Ontaneda et al., 2017Fine schematische Ubersicht fur die verschiedenen Verlauf

formen der MS ist iibbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Kranlditsverlaufe derMS

Die RRMSiist definiert als alte Schibemit kompletter oder teilweiser Symptoiakbildung aber ohne Rr
gression der Erkrankung im Intervall zwischen den Schi®iergeht oft nach Jahren in einen sekundéar progr
dienten Verlauf Gber, dedurch akite Schiibe, unvollstdndige Symptomrickbildung und kontinuierlichekkran
heitsprogression gekennzeichnet Bie PRMS ist charakterisiert durch eine stetige Verschlechterung depneur
logischen Symptome. Falls dabei zuséatzlich einzelne Schiibe watlsténdiger Symptomrickbildung aidtr

ten, spricht man von einem progredient schubférmigen Verlauf.

Die Lebenserwartungon MSPatienten ist um ca.-¥4 Jahregegentber der Allgemeieb
volkerungreduziert undiber 50% der Patienten sterben an den Folgen der Erkrarkitoig.

ge der stetig zunehmendBehinderung wahrend der progredienten Krankheitsphasedigind
Patienten anfalliger fur Infektionen, sodass diese bzw. deren Komplikationen die haufigste
MS-assozerten Todesursachedarstellen(Scalfari et al., 2013)Von besonderer Bedeutung

fur die Behandlung und Betreuung von N8tienten istauchdie im Verhaltnis zurAllge-
meinbevolkeung erhdhte Pravalenmn DepressionefLebenszeitpravalenz von 80D% kei
MS-Patienten) und eine um bis Z\b-facherhthte Suizidrate im Verhaltnis zu gleichaltrigen
gesunden Kontrtén (Scalfari et al., 2013Entsprechend aufmerksam sollten Arzte daher auf

eventuelle affektive Symptonachtenbzw. gezielt auch diese explorieren.



Einleitung 6

Die Leitlinie der Beutschen Gesellschaft fir Neurologie \2®il2 definiert einen Schudls

eine akute zentralnervbse Symptomatik, die mindestens 24 Stunden anhélt, mit einem Zeiti
tervall von mindestens 30 Tagen einem vorherigen Scib auftritt und sich nichauf Ande-
rungender Korpertemperatur odénfektionen zurtickfuhren lass{Diener, 2012) Die Be-
handlung wahrend eines akuten sympatischen Schuberfolgtmit Glukokortikoiden oder
Plasmapheregge Page et al., 2015; Weinshenker et al., 1989) Reduktion bzw. Hinaa+
zbgerung bleibender neurologischer Defizige Zusézlich die moglichst frihzeitige Einle

tung einer, den krankheitsverlaufmodulierenden Dauertherapie erfordé@mini et al.,
2017) Die meisten der verfligbareBehandlungsoptionen bewirkesine Modulation oder
Suppression des Immunsystems und insbesondere der byytgh, umvorrangigdie Schib-
frequenz zu reduziererllerdings sind diese immunmodulatorischen Substanzen teuer und
die Nebenwirkungen konneerheblich und wie im Fall der progredienten multifokalen
Leukenzephalopathisogar tddlich sein, sodass eine eagohige Kontrolle unggf. Thera-
piearpassungerfolgen musgHavla et al., 2015; Carrithers, 2014)ahrendverschiedene
neue immunmodulatorische Behandlungsmdglichkeiten fur die RRMS zugelassen wurden
und erfolgreich eingesetzt werden, fisstzuhaltendasshislang wedeeine kausale Therapie
nochwirksame Medikamente fur die Behandlung der progretié® MSzur Verfligung stehen
(Ontaneda et al., 2017 diesen Krankheitsstadiest die Behandlung.a. auf die kKontrolle

von alltagsrelevante@ymptomen wie z.B. Mobilitdtsind Gleichgewichtsstorgen, Harim-
kontinenz, Muskelspastizitat und Schirem sowiepsychologisheund sozide Unterstiitzung
ausgerichtefFeinstein et al., 2015)

1.1.3 Hypothesen zur Ertstehung der Multiplen Sklerose

Die Pathogenese défS ist noch nicht vollstdndig aufgeklart und die Erkenntnisse dartber
entwickeln sich kontinuierlich weiter. Basierend auf epidemiologischen Beobachtungen wu

de vermutet, dass die MS durch einen spezifischen, wenn auch noch unbekannten, infektiosen
Ausloserbedingt sein konnt¢Kurtzke, 1993) Jedochhaben epidemiologische Studien-g

zeigt, dass auchenetische, soziobkomische und Umweltfaktoren Einfluss auf die Wah
scheinlichkeit, eine MS zu entwickeln, hald@®endrou et al., 2015; Belbasis et al., 2015)

Hinweise auf einen genetischen Einflussi derPathogenese der MS liefert ddeobachtung
einer familiarem Haufung der Erkrankung bei 20% der Betroffenen und die hdhere

Konkordanzrate bei monozygotef25%) im Vergleich zudizygoten Zwillingen (5%)
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(Compston und Cole2008) Durch genomweite AssoziationsstudigBWAS) konnten fast

200 genetisché&/ariantenidentifiziert werden, die of#human leukocyte antigén(HLA)-
Gene betreffen, unohit einem erhodhten Risiko fur die Entwicklung einer MS in Verbindung
gebracht weden (Axisa und Hafler, 2016; Hemmer et al., 2015; Sawcer et al., 2@WHr

sind de meisten dieser Suszdplitatsloci in Genen lokalisiertdie fur die Regulation der
Funktionund Differenzierungvon T-Helferzellenzusténdig sindaber auchGene u.a. futn-
terleukin2 und Interferone scheinen im Rahmen einer genetischeirsi8sporion eine
Rolle zu spielerfDendrou et al., 2015; International Multiple Sclerosis Genetics et al.,.2011)
Geretische Untersuchungenzeigten auch dass die MS hinsichtlich mdglicher
Suszeptibilitatsloci eine Uberschneidung mit anderen Autoimmunerkrankungen aufweist
wahrend diese mklassischemeurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. M. Alzheimer und
M. Parkinson deutlich geringer i@endrou et al., 2015)nsgesamt geht man davon aus, dass
ca. 30% desErkrankungsrisikos durch genetische Faktoren erklarbar @mdrnational
Multiple Sclerosis Genetics et al., 201Basierendauf GWASkonnte sogaein Algorithmus
entwickelt werden, der eine Vorhersage des Verteilungsmusters von entzindlichen Lasionen
in der MRT ermoglich{Gourraud et al., 2013\llerdingsist zu betonten, dasgele der Tré

fer ausGWAS Gerpolymorphismenbereffen, die nicht fir Proteine kodieren, sodasgh
epigenetische Verdnderungend Unterschiede in der Genregulatiemen Einfluss haben
kénnten wobei diese komplexen Interaktionkaute noch nicht ausreichend verstanden sind
(Farh et al., 2015 Ebensanussman sich bewusst sein, daass einer statistischen Kefai-

on nicht zwangslaufiguchein kausaler Zusamenhang folg{Dendrou et al., 2015)

Die weltweite Verteilung der MS mit Pravenzraten, die mit der Entfernung vom Aquator
zunehmen, und die Beobachtung, dass die Migration von einer Region mit hohem- Erkra
kungsrisiko in eine mit niedrigerem Risiko wahrend der Kindheit mit einem protektiiven E
fekt verbun@n ist, legt eine Beteiligungon Umweltfaktorenan der MSEntstehungnahe
(Dendrou et al., 2015; Tao et al.,, 201Bg in groRen epidemiologischen Studien gezeigt
werden konntedassindividuen, die in friher Kindheit nicht gentber EbsteiBarr-Virus
(EBV) exponiertwaren ein deutlich geringeres Risiko haben, an MS zu erkrankerEBg-
seropositivelndividuen wird immer wieder auch eine infektiocse Komponente bei deér En
wicklung einer MS diskutier(Ascherio und Munger, 2007RQllerdings sindnicht nur Ant-
korper gegen EBV, sondern auch gegen and@enWie z.B. \aricellaZoster oder Herpes
SimplexVirus bei ca.90% der MSPatienten im Liquor nachweisbdOtto et al., 2011)Da-

her geht man urséchlich nicht von einer spezifisch gegen -gB&\hteten Immunreaktion,
sondernvon eing polyspezifischa humorale Immunantwortinnerhalb des ZN&wus die



Einleitung IER

durch dieKreuzreaktivitdt zwischerProteinender Myelinscheiden, undiralen Antigena
bedingt ist(Levin et al., 2010; Lang et al., 2002; Otto et al., 20Allerdings gibtes wide-
sprichliche Berichte Uber die Akkumulation von EBWizierten B-Lymphozyten in MS
Lasionenund der zugrunde liegende Mechanisnkosinte ebenfalls noch nicht vollstéig
aufgeklart weden(Ascherio et al., 2012; Willis et al., 2009/eitere Umweltfaktoren, denen

in epidemiologischen Studierbei der Entwicklung eirre MS eine mdgliche Rolle als
Triggerfaktoren zugeschrieben werdesind Zigarettenkonsumyiangel an Melatonin und
Vitamin D, klimatische Einflisse und die Exposition gegentuber toxischen chemischen und
UmweltschadstoffeiBar-Or, 2016; Belbasis et al., 2015; Farez et al., 2015; Gianfrancesco et
al., 2017) Mit Ausnahme einer EB\Infektion und von Zigarettenkonsuist die Evidenz

aberoft uneinheitlich und zum Teil auch methodisch zweifel(Rélbasis et al., 2015)

1.1.4 Pathogenetische Gundlagen der Multiplen Sklerose

Trotz der grof3en Hetegenitat zwischen delrankheitsverlaufen und klinischen Auspragu

gen derMS beim einzelnen Patienten, ist die gemeinsame EndstreckddyeBatroffendie
Bildung von demyelinisierenddplaquesim ZNS. Diese Veranderungen sind das Resultat
eines entzindlichen Prozesses, der nicht nur die weil3e Substanz betrifft und zur Demyelin
sierung und dem Verlust von Otigendrozyten fiihrt, sondern sichcaun der grauen 3u

stanz als Verluston Neuronen und ¥onen manifestierfLassmann, 2013)

1.1.41) Entzindung

Charakteristisch fuMS-Lé&sionen ist ein entziindliches Infdt innerhalb des ZNS, dasa.

aus Makrophagen undT-Lymphozyten, aber auch zainem geringeren Anteibus B-
Lymphozyten und Plasmazellen besteldie aus der Peripherie éibdie BlutHirn-Schranke

ins ZNS einwanderrfLassmann, 2013; Hemmer et al., 2015ie sklerotischen Plaques und
entzindlichen Infiltrag bei der MS sind am starksten um die Seitenventrikel, das Corpus
callosum, den Hirnstamm, den Nervus opticus und die subkortikale weil3e Substagz ausg
pragt, was eine Fehlsteuerung lokaler Immegulationsprozesse nahelggtompston und
Coles, 2008)Es wurden zwei Hypothesen zur Erklarung der immunologischen Mechanismen

der Entwicklung und der ersten Krankheitsphasen der MS proklamiert.
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Erstenswird postuliert, dasslie MS eine pmare autoimmune Entzindung ,seiobei die
Autoreaktivitat durch eine Kreuzreaktion zwischen korpereigenen Autoaatigerd Patlo-
genassoziierterAntigenen in peripheren Gelen wie z.B. Haut, Gastrointestitnakt oder
Lunge entsteht. Nach peripherktivierung und Migration ins ZNSroduzierenautoeaki-
ven Lymphozytenlokal Zytoking reakive Sauerstoff (ROS) und Stickstofipezies(RNS)
sowie Autoantikdrper. Dies wiederumfiihrt zu einerlokalen Funktiionsstérung vorOligo-
dendrozyten und Astrommn einer Schadigung der Myelinscen, Aktivierung lokaler
Mikroglia und erhohter Durchlassigkeit der Blirn-Schranke wodurch eszu einer noch
starkeren Invasion von autoreaktiven Immuterelins ZNS kommt(Hemmer et al., 2015;
Bar-Or, 2016) Dieses Komept derEntstehung von autoreaktivdtymphozytenprimar in
peripheren Geween wie z.B.dem Gastrointestinatikt basiert v.a. auf Erkenntnissen aus
Tiermodellen wie der experimentellen autommen Enephalomyelitis (EAE), wobei in di
sen Modellen v.aCD4'-T-Zellenvon zentraler Bedeutung sirfllemmer et al., 2015; Korn
und Kallies, 2017)Fir die EAEkonntez.B. gezeigt werden, dass die Aktivierung vonoaut
reaktiven FZellen in sekundaren lymphatischen Organés der Milz erfolgt und dass deren
Aktivierung durch Autoantigeprasentierende Zellen im leptomeningealen Raum iiifagor
histocompatibility complex NIHC)-II vermittelt wird, was ebenfalls die Bedeutung von
CD4'-T-Zellen fur dieses Modell unterstreicfyratsous et al., 2017yusétzlich scheinen,
die fehlende Suppression der Aktivitat vorETektorzellen duch regulatorische -Eellen
(Correale und Villa, 2010ynd die ausbleibende Apoptose dieser autoreaktivéell€n au-
Rerhalb des ZN3ur Entstehung der Autoreaktivitat bei dé¢6 beizutrager{Shi et al., 2007;
Hemmer et al., 2015)

A) B)
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Abbildung 3: Mechanismen der inflammatorischen Axorschadigung und Demyelinisierung
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(A) Analog zur EAEwerden m extrinsischen Modelntigene von dendritischen Zellen in peripheren Geweben
prozessiert, die dann in regionaren Lymphknoten Lymphozyten (@TR8-T-Lymphozyten und B

Lymphozyen) aktivieren. (B) Nach periphereAktivierung wandern atoreaktive Makrophgen, T
Lymphozytenund Plasmazédn lGber die BlutHirn-Schrankein das ZNS ein. Durch die lokale Produktion
proinflammatorischer Zytok wie z.B. Interferoty, IL-17 und TNF-U k o mmt es zur AKkti vi
residuellen Mikroglia und von Makrophagen, die u.a. durch die Bjdiom ROS/RNS Oligodendroan Mye-

linscheiden und neunale Struktureschadigen sowie die Permeabilitat der Bllitn-Schranke weiteerhdhen.

Ebenfalls erfolgt eine intrathekalkildung von Autoantikdrpern, die durch Aktivierung des Komplementsystems

ekenfalls zur Demyelinisierung beitragen.

Eine alternative Hypothese beschreibt hingegen, dass das auslésende Ereignis niciht die per
phere Aktivierung des adaptiven Immunsystems ist, sondern ein neurodegenerativar oder i
fektioser Prozess, der erst sekundBer die Aktivierung der residuellen Mikroglia, die Teil

des angeborenen Immunsystems des ZNS ist, zur Entzindund Démdrou et al., 2015;
Hemmer et al., 2015Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems im ZNS fihrt durch
die dauerhafte Aktivierung proinflammatorischer Signalwegeeiner chronischen Entzii
dungsreaktion, die bereits mit diversen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.Bz-M. Al
heimer in Verbindung gebracht wurdédereka et al., 2014)Fir die MS wurde beobachtet,
dass bereits in makroskopisch normal erscheinender weil3er Substanz und in praphagozytaren
Lasionen die Mikroglia aktiviert ist und Oligodemdyten verloren gehen, obwohl noch kein
lymphozytares Infiltrat zu beobachten (Bienderson et al., 2009%s wird vermutet, dass die
initiale Mikrogliaaktivierung durch die Schadigungnv®ligodendrozien bedingt ist und es

so zur Freisetzung von ZNSpezifschen Antigenen kommbDiese Antigene verlassen dann
das ZNS ubeden Liquor cerebrospinalis oder werden Uber die Lymphe in zervikale h-ymp
knoten drainiert. Dort erfolgt dann die periphere Aktivierung von Lymphozyten und deren
Migration in das ZNS. Auch Lymphabflusswege entlang der duralen Hirnsinus kdnriten au
grund derNéhe zu den Meningen und den bei der MS haufig vorhandenen perimeningealen
Infiltraten hierbei eine Rolle spieldhouveau et al., 2015; Korn und Kallies, 201Der Me-
chanismus der initialen Oligodendrozytenddigungist allerdings nicht bekanrfDendrou et

al., 2015) AuRerdem konntekeine primaren genetische Defekte von Oligodendrozyten im
Rahren von genetischeBtudienbei MS-Patienten identifiziert werden. Da bislang auch kein
infektioser Ausldser nachgewiesen werd@mnte, ist diese Hypothezerrickhaltendzu be-

werten(Hemmer et al., 2015)
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Neben FLymphozyten riicken seit einigelahren auc B-Lymphozyten als iatikorperproadi-

zierende und antiggmasentierende Zellen in den Fok(\Wekerle, 2017) Einerseits sind
liquorspezifische oligoklonale Band@nder Liquorproteinelektrophoresds Ausdruck einer
intrathekal® Immunreaktion schon lange als diagnostisalmed prognostischer Marker in
klinischer Anwendung(Hohlfeld et al., 2016)andererseits zeigen-&:ll-depletierende o
noklonale Antikoérper wie z.B. der CD2@ntikérper RituximabErfolge in der Behandlung

der MS(Hauser et al., 2008 den vergangenen Jahreurden zahlreiche Antigene wieB.
Myelinprot e i BeCrystallin, daseine Rolle bei der Suppression von Autoreaktivitét spielt,

und Neurofascin das am Auf bau der Ranyvi @srZielstukdi-en Sch
ren fur die Autoantikdrper beler MS postulier{Compston und Coles, 2008; Mathey et al.,
2007; Hohlfeld et al., 2016Hervorziheben sind an dieser Stedat-MOG-Antikorper, die

zum Teilbei Patienten mit diverseautoentzindlichen demyelinsierenden ZEi&rankungen
einschlie3lich deMS nachweisbar sin(Hohlfeld et al., 2016; Reindl et al., 2018)ie His-
topathologie der MS ist zwar sehr variabel, aber es konnte gezeigt werden, dass es durch die
Bildung von spezifischen Antikdrpern, die sich gegen Stmektwler Myelinscheiden richten,

zu einer durch das Komplementsystem mediierten Demyelinisierung kommen kann
(Lucchinetti et al., 2000)Auch eine Rolle bei depathologischen Veranderungdas Kortex

ist denkbar da kortikale Lasionen sich oftmals entlang der subpialen Oberflache ausbreiten
und mit entzindlichen Veranderungen der Meningen assoziiert sind, was die Beteiligung e

nes loslichen Faktors als Trigger fir die Lasionsentstehung nalldegmer et al., 2015)

1.1.42) Demyelinisierung

Ein weiteres Charakteristikum dstS sind die verscledenen demstinisierten Lasionen, die
prinzipiell das gesamte ZNS betreffen kénnBre MS wurde urspriinglich sleine Erkra-

kung angesehen, die sich in erster Linie dutie Autoimmunreaktion gegen die Myah
scheiden und eine daraus resultierende Stérung der axonalen Ubertragung von Aktienspote
zialen auszeichnet, wodurche neurologischen Ausfélle der Patienten bedsaitn In den
vergangenen Jahren konnte allerdings imdeartlicher gezeigt werden, dass es verschiede
Formen der Oligodendrozytenschadigung gibt, siol auch beziglich der zugrundegke-

den PathophysiologieinterscheidenEinen Vorschlag zur histopathologischen Klagsifion
verschiedeneGrundmuster debemyelinisigungund den ursachlichen Mechanismen publ
zierte die Arbeitsgruppe um Hans Lassmdhbuacchinetti et al., 2000)Demnach kann die

Demyelinisierung im Rlamen der MSlurch autoreaktive -EZellen bedingtsein die Mako-
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phagen oder Mikroglia aktivieren, was entweder direkt zur Demyelinisierung fihren kann
(Typ I) oder durch die Bildung von toxischen Substanzen wie z.B. TNakroseFaktor
(TNF)-Uoder ROS/RN®ine Schadigung der Oligodendrozytenviskt (Typ 1V). Alternativ

kann es durch die Bildung von Autd#&orpern, die sich gegen Strukturen der Myelinsche
den richten zu einer durch das Komplementsystem mediierten Demyelinisierung kommen
(Typ II). Die distale Oligodendropathi@yp Ill) wird in Fallen einer virumduzierten Scé-
digung der weiRen Substameobachtet, wobegs zu einer T-Zell vermittelten Vaskulitis
kommt, die v.a. kleine Gefal3e betrifft und Gber eine ischamische Schadigung der Qfigoden
rozyten zur Demyelinisierung fuhrAutopsiebefunde an MBatienten zeigen allerdings, dass

v.a. die Demyelinisierungsmuster | und Il vorherrscfierssmann et al., 2001)

Die Demyelinisierungstellt aberkein irreversibles Faktum daspndern selbsin ausgereiften

ZNS existiertein gewisser Pool an Vorlauferzellen der Oligodeagten,die sich oftmals in

der Umgebung von akuten entzindlichen Lasionen befi(Beriding et al., 1998; Rice et al.,
2013) Dies Vorlauferzellen ermdéglichen eine Remyelinisierung, die bei ca. 20% denPatie
ten erfolgreich verlauf{Patrikios et al., 2006)nd sich in Gewebebiopsien als sogenannte
Ashadow pl aqu e sBedanelicherweise ist diese Regenesatiansfahigheit

schen Patienten sehr hetgen ausgepragBodini et al., 2016und insgesamiimitiert, was

aber eher nicht durch einen Mangel an Oligodendrozytenvorlauferzellen, sondern eine lokale

Inhibition der Remyelinigrung beingt zu sein scheirfOntaneda et al., 2017)

1.1.43) Neuronale und axonale Palogie der Miltiplen Sklerose

Wahrend bereitdeanMarie Charcotaxonale Schadeim Rahmen der MS beschriefijckte

in den darauffolgenden Jahren die Grundvorstellkomgder MS als eineautoimmuivermit-

telten demyelinisierende Erkrankung in den Mittglunkt. Erst in den letzten Jahréonnte

gezeigt werden, dass der Entziindungsprozess auch eine erhebliche Schadigung der Neurone
und ihrer Axone bewirk{Wilkins und Scolding, 2008Es konnte beispielsweis@achgewe-

sen werden, dass es in akuten entziindlichen Lasionen zu einer Durchtrennung von Axonen
kommt und dass diese Veranderungen eng mit einer Infiltration du#eHl@n undeiner b-

kalen Aktivierung von Makrophagen untMikroglia assoziiert sindTrapp et al., 1998)
Autopsiebefunde von MEatienterzeigten dass bis zu 80% der Axoneeimzelnen Bahnen

im Verlauf geschadigt werddilemmer et al., 2015Aul3erdem Iasst sich eine axonale &ch

digung bereits in sehr frihen Lasionsstadien und sogar in noch normal erscheinender weil3er
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Substanz nachweis€éhassmann, 2013Es bleibt daheunklar, ob bei der MS die entzindl
che Demyelinisierung oder die neurodegenerativen Veranderungen die initialen Vananderu

gen im Rahmen ddfrkrankung darstellen

Interessanterweise sind einzeleonale Bahnen des ZNS unterschiedlich anfallig furaSch
digungen, wobeiAxone mit einem geringeren Durchmesser empfindlicher erscheinen als
Axone mit groReremKaliber (Wilkins und Scolding, 2008)Sowohl Demyelinisierungls

auch axonale Schadigung laufen in jedieh neu bildenden L&sion abbér wahrend das
ZNS einei zwar begrenzté Fahigkeit zur Remyelinisierung hat, ist die axonale Schadigung
irreversibel und Uber den Krankheitsverlauf progredient, sodass Ub&eiien einzelnen
Bahnen im ZNSbis zu80% der Axone verloren gehen kénngtemmer et al., 2015Die
axonale Schadigung ist auch wesentlich verantwortlich fir die progredienten und irreversiblen
neurologischen Defizite von MBatienten(Criste et al., 20140ntaneda et al., 201 Anshe-
sondere MRTUntersuchungen ermdglichen ds@obachtung und Dokumentatioes zeitt

chen Verlaufs depathologishen Veranderungen irkahmen der MSBei Patienten mit lag-
jahrigem MSVerlauflassen siclz.B. nebender globalen Atrophie v.a.der weil3en Swdianz

auch Atrophiereinzelner kortikéer Arealebeobachten, wasit dem Ausmald der funktiohe

len Beeintrachtigung korrelie(Filippi, 2015; Gass et al., 2015; Steenwijk et al., 20B&)
sonders Tdhypointense Lasionen werden als Ausdruck der Neurodegeneration undrdes Ve
lustes von Axonen interpretiert undrkelieren in ihrem Ausmafd mit dem Grad der Bebind
rung von MSPatienten(Filippi et al., 2016) Au3erdem zeigten experimentelle Anséatze zur
funktionellen Bildgebung wie z.B. die MRBpektroskopiedie Reduktion von MNacety-
Aspartat, einem Marker flr Netone und Axone, dienit dem AusnalRneurolaischerDefizi-

te korreliertund im Krankheitsverlauf zunimn(Ciccarelli et al., 2014)

1.1.9 Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Bereits 1935 beschrieben Rivers et al. einen Versuch, bei detharsie die wiederholtent
jektion von Gehirnextrakten ung@mulgaten in Rhesusaff@mne sterile Entziindungsreaktion
induzieren konnten, die zu einer Demyelinisierung im ZNS fu(Rigers und Schwentker,
1935) Seither sind diverse Tiermodelle entwickelt worden, die der Heterogenitat deeMS b
zuglich Krankheitsverlauf unédschwerezumindest teilweis&kechnung tragerbasam we-
testenverbreitete Tiermodelder MS ist die experimentelle autoimmuBezephalomyelitis
(EAE). Die EAE stellt jedochkeine eindeutig definierte Krankheitsentitat dar,dsn es b-
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stehenin Abhangigkeit von der jeweils verwendeten Spezies und Tierlinie erhebliche- Unte
schiede So reichtetwa das Spektrum der autoimmunvermittelten neurologisSt@&mungen

von einem monophasischen paralytischen Verlauf hin zu chronisch schubférmigeround pr
gredienten neurologischen Defizitdbassmann und Bradl, 2017)rotz aller Limitationen
spiegeln diese Modelleiele klinische und hisfmathdogische Aspekteler MSwie z.B. die
fokale Demyelinisierung im ZNS oder das entzindliche Infiltrat aus Lymphozyten ukd Ma
rophagerwieder. Die Indukion der EAE kann entweder durektive Immunisierung der &t

re mit Myelinantigenen wie z.BAMyelin-OligodendrozyterGlykoprotein (MOGH, die in
einem Adjuvans (meist eine Emulsion aus inaktivielmobacterium tuberculosBaktei-

en und Paraffin6l) gelost werdemder durchpassiven Transfer von aktivierten Myelin

spezifischen 9Zellen erfolgen(Stromnes und Goverman, 2006)

Eine wesentliche Limitationidsesklassischen EABModells ist, dass die Entziindung v.a. im
Rickenmark und nur zu einem deutlich geringeren Teil auch im Gehirn lokalisiert ist, was
einen erheblichen Unterschied zur MS darstellt. Daher wurden zusatzliche, sogenainte atyp
sche EAEModelle entvickelt, die besser zur Untersuchuladalisationspezifischer Fragr
stellungen z.Bnachpathologischen Veranderungen des Kortex oder des Hirnstamnas geei
net sind. Vom lassischen EABModell unterschelen sich dieséurch ihre Induktiongroto-

kolle ocer duch die Verwendung vomMauslinien mit einem anderen genetischen Hrmte
grund Um z.B. eine kortikde Demyelinisierungn Ratten zunduzieren werden lokale Inje-
tionen von prinflammatorischen Zytokinen wie.B. TumorNekroseFaktor (TNFYU und
Interferon (IFN}o verwendet(Merkler et al., 2006)wahrend man fur Fragestellungen zur
Beteiligung von Keinhirn und Hirnstamm auf IFN-defizienteMause(AbromsonLeeman et

al., 2004)oder einanderes Myeliantigen fmyelin proteolipid proteif) zur Immunisation
zurUckgreifen kann(Muller et al., 2000) Weitere Einschrankungen détassischenEAE-
Modells ergeben sich aus der Tatsache, H&ssv.a.eineCD4" T-Zell-vermitteltelmmunte-
aktion generiertvird, wahrend furdie MS aucheine Infiltration von CD8" T-Zellenund B
Zellen pathophysiologisch relevaist (Lassmann und Bradl, 201 Dartber hinaus wird die
EAE im Gegensatz zur MS artifiziell durch die Immunisation mit Myelinantigenen getriggert
und ist dahenur eingeschrankt fir die Untersuchung der-MSl6senden Prozesse geeignet,
die noch weitgehendnbekannt sindUm diese Fragestellungyezielt zu beantworten, wunde
spontaneEAE-Modelle entwickelt, dien der Regel aufjenetisch verandertevidausenberu-

hen, de je nach Modelimodifizierte T-Zell-Rezeptoen auf CD4- oder CD8-T-Zellen ex-
primieren,die spezifisch fur Myelinantigene sinduch Mauslinien mit entsprechend gen
tisch modifizierte B-Zell- und humanisierten-Zell-Rezeptoren stehen mittlerweile zurrvVe
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fugung (Goverman et al., 1993; Beédun etal., 2014; Pollinger et al., 2009 orteile bzw.

Limitationen der verschiedenen Tiermodelle der MS ginbabelle 1dargestellt.

EAE-Modell Mechanismus Bewertung Referenz
Aktive Immuri- | Aktive Immunisie- | - Vorteile: Ausmald eurodegenerative (Baker et al.,
sierung rung mit antigenern und demyelinisierender Prozes sowie| 2011,
Epitopen (z.B. | Krankheitsverlaufe (chronisch pregr| Merkler et
MOG, MBP) +| dient, monophasisch, schubférmig) | al.,  2006;
Adjuvans (z.B. k- | nach Mauslinie modellierbar Stromnes
pl ettes F| -Nachteile Pathologie v.a. im Ricke | und
Adjuvans) mark lokalisiert, aber Anpassung fiirrk¢ Goverman,
tikale Modelle (z.B. lokale Injektion vo| 2006)
IFN-y und TNFU) ; v . d-Zell-
Antwort; unphysiologische
Immunisationsstimulus
Passiver 71Zell- | Erzeugung autoréa | - Vorteile: Markierung transferierter -T| (Stromnes
Transfer tiver, Zellen und Verfolgungron deren Mgra- | und
myelinspezifischer | tion ins ZNS sowie Manipulation d¢ Goverman,
T-Zellen durch akt | Effektorfunktion der ¥Zellenin-vitro vor | 2006;
ve Immunisation vor| Transfer méglich McCarthy et
Mausen; Isolation T| - Nachteile: v.a. CD4-T-Zell-Antwort; | al., 2012)
Zellen, in-vitro- | héherer methodischer Aufwand; artifikig
Stimulation und| ler Beginn; Immunogenitat abhangig va
passiver Transfer if Spendertier
Empfangermaus
Theil er 6] Persistierende Vist | - Vorteile: Immunreaktion gegen ve| (Mecha et
Enzephalomyelitig infektion in Mikro- | schiedene Myelinepitope; Analogie 7 al., 2013,
glia, Makrophager Virusinfektionen als MSRisikofaktor;| McCarthy et
und Astrozyten im Gehirn regelhaft mit betroffen al., 2012)
ZNS fihrt zu [@-| - Nachteile: nur chronisch praogdienter
myelinisierung Verlauf; nicht in C57BL/éMauslinien
mdglich
Spontane  EAE| Uberexpression & | - Vorteile: Spontaner Beginn analog z| (Goverman
Modelle netisch modifizierter] MS; verschiedene neurologische Defiz et al., 1993;
myelinspezifischer | modellierbar; auch Modelle zum Einflug BentNun et
T- und B-Zell- | von CD8'-T-Zellen und BZellen e-| al., 2014;
Rezeptoren schrieben Pollinger et
- Nachteile: GrolRe Variabitat al., 2009)

Tabelle 1: Tiermodelle der Multiplen Sklerose
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Da bislang nur vier Wirkstoffedie einen positiven Effekt in der EAE zeigtezur Behal-

lung der MS zugelassen wurden, ist diese Kritik auch nicht vorschnell von der Hand zu we
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sen. Es sollte hingegen noch nachdenklicher stimmen, dass einige alddealen abgele

tete Interventionen zu erheblichen Komplikationen beiRéfienten giihrt haben(Baker et

al., 2011; Baxter, 2007)Daher ist es wichtig, sich bewusstrmachen, dass die EAE primar
darauf abzielt, die zur Entstehung der Immunantwort fideenProzessaufzuklaren, und

dass 70% der Therapieexperimente im Rahmen der EAE bereits vor oder direkt zu Beginn der
Krankheitsmanifetation ansetzen und daheur eingeschréankt auf M$atienten tGbertragbar

sind, da sich bei diesen ja bereits Symptome entwickelt Hdeeterinen et al., 2010)

Trotz dieser Einschrankungen habechsTiermodelle der MS und v.die EAE als wertvolle
Ansatze zur Erforschung dersachlicherPathomechanismen erwies&fensacstellen sie ein
wichtiges Testumfeld fur mogliche neue Therapiem, diev.a. mit Blick auf die RRIS zum

Teil auch schon fester Bestandteil des klinischen Alltags geworden(dedhock et al.,

1992; Polman et al., 2006; Lowdtiacke, 2017)Durch die Entwicklung neuer Varianten des
EAE-Modells kdnnen einzelne Aspekte der MS immer praziser nachgehiédtden und e
maoglichensomitein zunehmend umfassenderes Verstandnis échlichen Pathophysmi

gie. Jedoch ist es wichtig zu akzeptieren, dass die Ubertragung von Erkenntnissen aus der
EAE in den klinischen Alltag schwierig ist und dass diese Tiermodelle nur der erst# Schri

auf dem langen Weg, das Leben von Menschen mit MS zu verbessern, sein kénnen.

1.2) Mechanismenaxonaler Schadigung imRahmen der Multiplen Sklerose

Neben der Demyelinisierung ist der Verlust von Axonen ein wesentliches Charakteristikum
der MS und diese axonale Schadigléstsich bereits in friihen Lasionsstadien und sogar in
makroskopisch noch unauffallig erscheinender weil3er Substanz nachweassmann,
2013) Auf Grundlage von histologischen und MRJIntersuchungen wird vermutet, dass der
Verlust von Axonen ein wesentlicher Faktor fir das Ausmald deis&hen Behinderung und

der Entstehung der progredienten KrankheitsfornfGsitaneda et al., 201 Apbwohldie Fa-
thogenese des VerlgstonAxonen noch nichivollstandig aufgeklart ist, gibt eminehmende
Hinweise daflr, dass die akute axonale Schadigung durch die Infiltration von Immunzellen
und insbesondere Makrophagen bedingt(Tsapp et al., 1998wahrend Demyelinisierung

und die daraus resultierende trophische Stérung eher bei chronischen Lasionen fliddie Sch
digung von Axonen verantwortlich sirfflave und Trapp, 2008)

Tiermodelle wie dievirussndu zi er t e T h ephalomyeliislegenwnahe, dass dien z

Reaktion von Axonen auf die Entztindung und Demyelinisigrunter andererdavon #-
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hangt, ob sich das entziindlichdiltrat aus CD8- oder CD4-T-Lymphozyten zusamnme

setzt So warenz.B. Mause, die defizient fiMHC-I sind und damit eine von CD4 aber

nicht von CD8-T-Lymphozyten vermitteltémmunreaktion zeigtgntrotz Demyelinisierung

in der Lage,die Integritat ihrer Axone zu bewadn. Hingegen zeigteMHC-II defiziente
Mause die eine vonCD8'-T-Lymphozyten getragene Immunreaktigeneriertengine ma-

sive und irreversible axonale Degeneration mit den entsprechenden neurologischelr Ausfal
symptanen (Njenga et al., 1999Neben den durctas Immunsystem vermittelten Prozessen,
die eine Degeneration von Axonen auslosen, konnten auch Veranderungen in Genen mit
neuroprotektiver Bedeutung sowohl mit MS als auch mit EAE in Verbindung gebracht we
den.Ciliary neurotrophic factor (CNTH}gt einwichtiger Faktor fur die trophische Unters$tl

zung von Neuronen und Oligodendrozyteimd es konnte beobachtet werddassTranskrp-
tionsprodukte dieses Gens in den Kortices vonR&8enten venindertvorhanden sindin
Ubereinstimmung damit zeigeBNTFdefiziente Mause einerbesondersschweren EAE

Verlauf mit einer verlangerten Erholungszgiinker et al., 2002; Dutta et al., 2007)

Dennoch sind die inflammatorischen Prozesse wahrscheinlich von gré3erer Bedeutung fur die
axonale Pathologie der MS als genetische Einflussfak. Es konnte gezeigt werden, dass

die Haufigkeit einer axonalen Schadigung mit dem Ausmal} der Entziindung und insbesond
mit der Infiltration von M&rophagen, die sich gehauft in unmittelbak&the von degenexi

renden Axonen nachweisen lassen, kaerelist (Nikic et al., 2011; Trap et al., 1998)Er-
staunlicherweise ist die Demyelinisierung von Axonen keine notwendige Bedingung fur deren
Degeneration, sondern diese wird eher durch die Freisetzung von proteolytischen Enzymen
wie z.B. Calpairsowie vonreaktiven SauerstoffROS) und StickstofSpezies (RNB) durch
Immunzellen imMikroumfeld von akuten Lasionen vermitt¢Kapoor etal., 2003; Nikic et

al., 2011) Beispielhaft sollen diese Mechanismen an eimemier EAEerstmalig beschrieds

nen potentiell reversilen axonalerDegenerationspeess dersogenannie A f o k axbre

len Degene at i o n,ferlagtértAvErdlen, wobei siclh@icheVeranderugenauch in ak-

ten Lasionen von M®atientenfinden Die FAD beginnt mit der fokalen Schwellung von
Axonen,die ofti n der N2 he der R a awftritt end aushinmacimvollS ¢ h n ¢ r
standig myelinisierteiAxonen beobachtet werden karPiese fokalen Schwellungen se¢he

nen Uber mehrere Tadenwegstabil zu sein und Axone kdnnen in der Folge entwedegr fra
mentieren oder sich spontarholen. Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass die FAD
durch die Applikation von exogenen R@8d RNS aifiziell induziert bzw. durch die Gabe

von ROS/RNSScavengern verhindert werdd&ann, liefert zuséatzliche Hinweise ailié Be-
deutung des entzundlichen Mikroumfelds fur die Schadigung von Axdtikic et al., 2011)
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Entsprechenavird vermuet, dassowohl die FAD alsauch dieaxordle Degeneratiorbei der

MS durchdie lokale ROS/RN$roduktion aktivierter Immunzein bedingt sind, dielurch

eine oxidative Schéadigung von Mitochondrien einerStérung demitochondrialenATP-
Produktionfiihrt. | m Rahmen di eses paltsiwAyiirthealei bhpexi
fuhrt die mitochondrial®ysfunktiondurch einerATP-Mangel zu einer Storunder intrazé

lularen Elektrolythomoostasea nicht mehr ausreichend Energie fur eine adaduatktion

der Natrium (Na')-Kalium (K*)-ATPase zur Védiigung steht. Infolgedessen kommt idser

die Depdarisation der Zellmembran zinem Anstieg der intrazellularéda’-Konzentration

Dies wiederum bewirkt iber eine Umkehr der Transportrichtung\Naé<Ca*-Austauschers
(NCX) und die Aktivierung spannungsgesteue@ief’-Kanéale einen Anstieg démtrazellul-

ren Ca&*-Konzentration. Gemeinsam mit dereisetzung von proapoptotischen Signeaus
Mitochondrienbewirkt die hieraus resultierendétivierung vonCa*-abhangigen Proteasen

wie z.B. Calpaineine irreversible Schadigung der Axo(Mikic et al., 2011; Haider et al.,
2011; Witte et al., 2014; Court und Coleman, 2012; Trapp und Stys, 2009; Shields et al.,
1999) Weitere Hinweise fur die Beteiligung von durchZéllen, Makrophagen und Mi&¥

glia produzierte ROS und RNS anrd®egeneration von Axonen liefert auch der
immunhistochemische Naclerg von oxidierter DNA und Phpbkolipiden in Autopsien von
MS-Patienter(Haider et al., 2011)



Einleitung

>

—-“0.'

C)mﬂ_ -I w

z :

@ 50

2

{ ﬂ
o® £ ® ad

Abbildung 4: Degeneation von Axonen in MS und EAE

(A) Darstelung von Axonen (griin; Anfarbungichtphosphorylierter Neurofilamentend Makrophagen (rot)

mittels Konfolalmikroskopie von humamne MS-Gewebe; Pfeile weisen auf engen Kontakt zwischen Makoph

gen und degenerierenden Axonen hin, wahrend Pfeilspitzen morphologisch unauffallige Axone ohne Kontakt zu
Makrophagen zeigei{B) illustriert die verschiedenen Stadieer FAD mit Stadium O (grtin) als morphologisch
unaufféllige Axone, Stadium 1 (gelb) mit fokalen Schwellungen und Stadium 2 (rot) als komplette
Fragmentation(C) zeigt, dass Axone im Stadiumirh Zeitverlaufentweder fragmentieren (Stadium 2; rot) oder
regenerieretkdnnen (Stadium 0; grin{D) stellt in-vivo 2-PhotonerMikroskopieaufnahmen im zeitlichen ke

lauf eines Axons im Stadium 1 und dessen Erholung Uber die ZeldBstabe: 45 um in Pah(A) und 10 pm

in PanelD). (A) aus(Trapp et al., 1998)C) undD) aus(Nikic et al., 2011)

Ein wesentlicher Fakt bei der axonalen Degeneratiost der Anstieg derintrazellularen
Cd*-Konzentration Die C&*-Homdostase in Zellen ist streng reguliert und wird durch den
aktiven Transport vol€&" in intrazellulére Speicher wie z.B. Mitochondrien oder dasend

plasmatische Retikulum sowie den Transport in den Extrazellularraum aufrechterhalten
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(Krebs et al., 2015)iIm Rahmendesaxonalen Degenerationsprozesgesamt es zu einer
Schadigungles Zytokeletts, diewahrscheinlich auf die Aktivieing von Calpain, eineta -
abhangigen Protease, durch die erhéhte intrazell@afeKonzentratiorzuriickzufiithrerist
unddie auch mit der axonalen Schadigung im Rahmen der MS in Verbindung gebracht wird
(Shields et al., 1999)WeitereHinweise aufdie zentrale Rolle vo&a* bei der axonalen &
generation liefern Studien, die gen konnten, dass die Behandlung mit Calpduiitoren
Axone beitraumatischen ZNSchadigungen schitzt und dgersistierende Regulationgst
rungen der Cd-Homostasedas weitere Schicksal vorxdnen im zeitlichen Verlauf vorhe
sagen(Williams et al., 2014; Kerschensteiner et al., 200&eressanterweiseird der b®-
bachtete Anstieg dentrazellularenCa’*-Konzentrationvon einerZunahme der intrazellét
ren Na'-Konzentrationbegleitet und die pharmakologische Blockade von-Kanalen z.B.
mit Tetrodotoxin, Phenytoin oder Flecainidrkt sowohl inder EAE als auch in Modé&n
ischanischer odertraumatischerZNS-Schadigung protektiv auf AxonéLoPachin und
Lehning, 1997; Bechtold et al., 2004; Lo et al., 20@8¥se Verbindung zwischen Nand
Cd'l 2sst sich anhand des oben beschfGiteagbenen /
einbarhiermit sind auch Untersuchungen, die zeigen, dagwiBil, ein Inhibitor des NCX, in
Modellen traumatischer ZNSchéadigungen protektiv auf Axone wirkt und dass sich tr en
ziindlichen ZNSErkrankungen wie MS und EAE eine verdnderte Expression G+
Kanalen und denNCX nachweisen lasqfTrapp und Stys, 2009; Stirling und Stys, 2010;
Kapoor et al., 2003)Auch Untersuchungen in unsen Laborkonnten zeigen, dass die &y
regulation des intrazellulareBa*-Haushaltsin EAE-L&sionen das weitere Schicksal von
Axonen Uberdie Zeit vorhersagen kansiehe S. 5). Jedoch sindowohlder Ausléser der
beobachteen C&*-Regulationsstérung als audie dadurch ausgelésten Prozebigangun-

bekannt und didBeantwortung dieser Fragest einzentrales Ziel der vorliegenden Arbeit

1.3) In-vivo Ca®*-Mikroskopie

1.3.1)2-Photonen-Mikrosko pie des zentralen Nervensystems

Die Entwicklung nichtlineareroptischer Mikroskope und insbesondere delPhdtonen
Mikroskopie haben Wissenschaftlern neue Méglichkeiten zum Studium zellularer und subze
lularer Strukturenm ZNS erd6ffnet. Im Unterschied zu traditionellen Mikroskopietechniken
wie z.B. der Konfokalmikroskopie, ist die nichtlineare optische Mikroskopie weniger anfallig
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fur die Streuung von Lichin Gewebe und ermdglicliie hochauflésende Darstellung ikta
ten Gewvebes biszu einer Tiefe von 1 mmwahrend bei der f&vendung von dPhotonen
Anregungdie Eindringtiefe oft schon bei 1Q0m begrenzt isfHelmchen und Denk, 2005)

Die Signale bedieser Form debiomedizinischen Bildgebung werden durch Fluoreszenz e
zeud. Ein Prozess bei welchem Photonam einem einzelnen Molekil absorbiert und a
schlid3end wieder emittiert werdemies erfordert jedoch, dassas anregende Photon eine
bestimmte Wellenldnge besitzt und so eine definierte EemgEnergie auf das Fluorophor
Ubertragen kaniWird ein Photm von einem Molekdl absorbiert, erfolgine Energietiberdr
gungvom Photon auf das Molekudlessen Elektronen dadurch in einen angeregten, energi
reichen Zustand versetzt werden. Dieser angeregte Zustand ist allerdinigs, isstiassiach
einer kugen Zét die Elektronen in ihren energiearmeren Grundzustand zketc&nund
dabeiEnergiein Form eines Photonemittieren Da dieser AbsorpthsEmissionsProzess
aberin einemEnergieverlustesultiert, ist die Wellenlange des emittierten Photons grundsat
lich langer als die Wellenldnge des anregenden Photons. Wahrend bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie ein einzelnes Photon zur Anregung eines thomoverwendet
wird, werden bei der nichtlinearen Mikroskopwe z.B. der 2PhotonerMikroskopiemehie-

re Photonen mit groRerer Wehldnge undentsprechend geringerer Energie verwendetr-Hie
bei ist es erforderlich, dasmehrerePhotonen beinahe zeitgth (innerhalb vonl0*®s) von
demselben Molekil absorbiert werden. Da dies mit normalen LichtqueifeduRerst selt

nes Ereignis ist, ist es fur die Erzeugung von nichtlinearen Interaktionen erfordediaty
guellen mit einer sehr hohen FlussratePhotonen zu verwenden. Um diese hohen Flussraten
zu erzielen ohne gleichzeitig die Probe durch eindi@he Energie zu beschadigen, wurde
sogenannlt @c kKendbdteickels dierultrakurze Lichtimpulg®auera 100 fs)bei
einer hohen Wiederholungsrate erzeu(eh00 MHz), sodass wahrend der Impulse eins-au
reichend hohéhotonenflussdichte erzielt werden kann, aber gleichzeitig der Laser wéahrend
der meisten Zeit ageschalteist und so eine Schadigung der Gewebeprobe vermieden we
den kann(Denk et al., 1990; Ustione und Piston, 2011)

Bei der Konfokalmikroskopie interagieren die Photonen aniersen Fluorophoren entlang
ihres gesamtenWeges durch die Probe und erzeugen dabei jeweils ein Fluoreszenzsignal.
Daher ist eind.ochblende, die sogenatenpinholei, erforderlich, um die Menge des nicht
aus derFokusbenestammenden Signals zu redueie, da dies den Kontrast und die rauml

che Auflésung des Bildes erheblich reduzieren wirde. ERn@onerMikroskopie ist hn-

gegen deutlich weniger anfallfgr nicht aus der Fokusebene stammende Stérungen, da jedes
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einzelne der beiden Photonen nur jdsvelie Halfte der flr die Anregung erforderlichen
Energie besitztsodasslie Absorption der Photonen udg Signalerzeugung awin sehr viel
kleineres Fokusvolumen begrenzt sinda nur hier zwei Photonen beinadjeichzeitig mit

dem FluorophomteragierenWie in Abbildung 5 dargestellt erfolgt also bei desPhotonen
Mikroskopie m Gegesatz zur Konfokalnkiroskopiekeine Anregung von Fluorophoremt-

lang des gesamten Lichtwegs durch diebersondern nur lokal begrenzt in der Fokusebene
Die Tats&he, dasgeine Photonen durch Streuung verlogatenoder durch einéochblen-

de herausgefiltert werden, ist eine wesentliche Ursache fir die bessere Tiefenauflosung der 2
PhotonerMViikroskopie(Ustione und Piston, 2011)

A) -
PAAN I . I . )
—o— &

1-Photon 2-Photonen

Anregung Anregung L2/3

100 pr

e

Abbildung 5: Vergleih von 2Photonen und Konfokalmikroskopie

(A) zeigt einJablonskiDiagramm fiir 3Photon und 2PhotonerAnregung eines Fluophors und die folgende
Emission des FluoreszenzsigngB) Darstellung der Unterschiede zwischen konfokal (380 mmberer Strh-
lengang und 2Photonen (760 npoberer Strahlengahginregung einer 50 uM Fluorescelmsung Wéhrend
2-PhotonerAnregung auf ein sehr kleines Fokusvolumen begrenzt ist, erfeRitolonerAnregung auf dem
gesamten Lichtweg durch die Pro§€) Maximum intensity Projektion einerRhotonerAufnahme des N&
kortex einer transgenen Maus, die einen genetlantierten Chloridsensor exprimierB) tbernommen aus
(Ustione und Piston, 2011ind (C) augHelmchen und Denk2005)
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Ein weiterer Vorteil der 2PhotonerAnregungmit Bedeutung fur dién-vivo Mikroskopieist

die Verwendung von Wellenlangen im lafotbereich, da jedes Photouar die halbe Energie

im Vergleich zur IPhotorAnregung bendtigt. Dies reduziert eiseits die Btotoxizitat des
Lasers auf die Gewebeprobe und begrenzt das Ausbleichen des Fluorophors auf she Foku
ebene, da nur hier diePhotonerAbsorption erfolgt. AiRerdem interagiert Infrarotlichtex

niger mit natirlichen Chromophoren in der Gewebeprobe als Licht im sichtbaren Spektrum,
sodass Infrarotlicht weniger anfallig fir Streuung ist, was die Eindringtiefe ins Gewebe z
satzlich deutlich erhohiGrienberger und Konnerth, 2018ntsprechend ist die-Rhotonen
Mikroskopie heute di&lr diein-vivo-Mikroskopie bevorzugte Method@Vang et al., 2010)

Vor der Entwicklung der nichtlinearen Mikroskopie war es oftmals erforderlich, Organe wie
das ZNS an Gewebeexplantaten oderder Zellkultur zu untersuchen. Durch nichtlineare
Mikroskopietechniken in Kombination mit der Entwicklung von verschiedenen Spekiralvar
anten von fluoreszierenden Proteinen und deren Anwendung zur spezifischen Anfarbung von
bestimmten Zellen in trangsgem Mausen ist es nun aber réy, komplexe Organauchin-

vivo und in viel groBerem Detail zu erforschen als zu@disgeld und Kerschensteiner,
2006) Beispielsweise konnen im ZN$eurae und deren Fortsatzeirch die Expression von
Fluoreszenzproteinen in Mausen, die der Kaolfe durch ein neuronepezifisches Thyl
PromotefElement unterliegt, sehr detailliert untersucht werdfang et al., 2000Ahnliche
Methoden wurde auch fir die spezifischBarstellung voimmun, Glia- und Endothelzellen
entwickelt und ermdglichen neue Erkenntnisse zur Pathogenese eines grof3en Spektrums von
Erkrankungen, das von Trauma Uber Schlagaifialhin zu neurodegenerativen Prozessen
reicht (Misgeld und Kerschensteiner, 2008)er nicht nur ganze Zellen sind bislang san

gen markiert worden, auch subzellul&teukturen wie Mitochondrie(Misgeld et al., 2007a)

und Komponenten deZytoskelets (Kleele et al., 2014¥kind nun derin-vivo-Mikroskopie
zuganglich geworden. Auf der Suche nach einem besseren Verstandnis der grundlegenden
pathophysiologischen ProzesdererserKrankheiten, ist auch dia-vivo-Mikroskopie von
Indikatoren der zellularen Funktion wie z.Bes ATRSpiegelsoder desRedoxStatus von

Zellen eine &uRRerst hilfreiche Metho@@antama et al., 2013; Breckwoldt et al., 2014)

1.3.2)In-vivo Ca**-Mikroskopie und geretischkodierte Ca** -Indikatoren

Ce* spielt eine entscheidende Rolle in allen [Rglen z.B. bei der Exozytose von

neurotransmitterhaltigen Vesikeln aus geAsynaptischen Axonterminaleter Kantraktion
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von Muskelzellen undder Regulation des Zellzyklu§Grienberger und Konnerth, 2012)
Schondie genannten Beisple zeigendassCa* Signale einerseits (iber ein wes zeitliches
Spektrumwirken, das von Millisekunden bei der synaptischen Transmissgmn zu Stun-

den bei der Transkription von Genen reicht, und dass andererseits die verschiedenen Funkti
nen vonC&* vom jeweiligen subzellularen Kompartiment abhangen, auf welches siemwirk
cd” ist folglich entscheidendiir die integrative Funktion von komplexen Organsystemen und
ein besseres Verstandnis der genauen raumlichen und zeitlichen EigenschafteGaieser
Signale ist angesichts der hohen Anzahl an Verbindungen zwischenneinZellen besa-

ders imZNS von grol3er Bedeutun@rienberger und Konnerth, 2012; Russell, 2011)

Die ersten Experimente mit organisch@# *-Indikatoren wurden in Zellkulturen odprapa-

rierten Gewebeschnéh durchgefuhrt. Jedoch sindiese Experimente fiukomplexe Zel-
netzwerke wiglas ZNSzu ungenau und Mdglichkeiten zarvivo-Mikroskopie daher duf3erst
wiinschenswert. Dies filhrte zur Entwicklung von transgenen Organismen, die z®&fdas
sensitive bioluminesznte Protein Aequorin exprimien oder zur Beladunginzeher Zellen

mit fluoreszierenden organisch@#*-Sensoren wiez.B. Fura2 und Flue3 (Stosiek et al.,

2003; Creton et al., 1997)0rganischeC&™-Indi kat or en k° nnstngle ent we
wavdengthi Indikatoren deren Fluorszenzintensitat aber nicht d&agzitations und Emiss
onsspektrum in eine€&*-abhangigen Weise variieren, oder als ratiometrische Indikatoren,
deren Exzitationsoder Emissionsspektrum abhéngig von @ef’-Konzentration istklassifi-

ziert werden Da ratiometrischéCa*-Sensoren weiger anfallig fir Storungedurch Indila-
torleckagen oder eine ungleichméiige Beladung der Zellen sind und entsprechend genauere
und robustere Messungen erlauben, estebie die haufigst&orm von orgaischen Cat*-
Indikatoren dafRussell, 2011)DerartigeCa*-Indikatoren haben den Vorteines giinstigen
SignalRauschVerhaltnisses, einer schnellen Kinetik und der gezielten Injektion in einzelne
Zellen. Limitiert ist ihre Anwendung hingegebei der Darstellung voa*-Signalen tiber

einen langeren Zeitraum von mehreren Ta@&menberger und Konnerth, 2012)

Ein Durchbruch in de€&*-Bildgebung gelang durch die Entdeckwan natiirlichen Flo-
reszenzproteinen und die Herstellung von chim&Eefi-sensitivenKonstrukten die ver-
schiedee spektrde Varianten dieseFluoreszenzproteinautzen Gewebe oder zellspezif-
sche Promotersequenzen ermdglichten eine gezielte Expression dieser Kenstmiker
bestimmtenZellpopulation und salie Beobachtung intrazellular&@a*-Signale tiber einen
Zeitraum von mehreren Monaten hinweg. Da diese Konstrukte aus [pthovem mit unte

schiedlichen Emissionsspektren bestehen, war es nun méglich die zellDtife
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Konzentration durch den sogenannt@a‘-induzierten ForsteResonanzenergietransfer
(FRET; auch bekannt als Fluoreszenzresonanzenergietransfer) quantitativ zu untersuchen
(Miyawaki et al., 1997, Heim and Griesbeck, 200Bpi diesen FRE®asiertenCa -
Indikatoren kommt es zu einem Energietransfer zwiscleenm angeregten Donound einem
Akzeptafluorophor, woflr ein rAumlicher Abstand zwischdenbeiden von maximal0 nm
erforderlich ist(Grienberger und Konnerth, 2018m haufigsten werden Varianten des cyan
fluoreszierenden Proteins (CFP) als Denard des gelb fluoreszierenden Prote(YFP) als
Akzeptorfluorophor verwendet, wobei diese Ubasin C&*-bindends Protein wie z.B.
Calmodulin oder Troponin C verbunden sifMiyawaki et al., 1997; Heim und Griesbeck,
2004) Die Bindung vonCa&" an dasC&'-bindende Proteirdes Sensorsnduziert eine
Konformationsanderung des gesamten Molekils, sxiels der raumliche Abstand zwischen

den beiden Fluorophoren verringert und der Energietransfem JVoonor zum
Akzeptorfluorophoterfolgen kann. Vereinfachend kann man also sagen, dass sof&s# die
bindende Doméne kei@&* gebunden hat, das CFgnal staker ist, wahrend es nachrBi

dung vonCa&"* zu einer Intensitatsabnahme des €Signals und einer Zunahme des YFP
Signals kommt(Abbildung 6). Diese Anderung im Verhéltnis der Fluoreszenzintensitéaten
zwischen den beiden Fluorophoren ist reversibel und kann genutzt werden, um dynamische

Veranderunge vonCa *-Konzentrationen quantitativ zu untersuchen und zu visualisieren.

Abbildung 6: lllustration von FR ET-basierten Ca®*-Indikatoren

FRET-basierte C&*-Indikatoren beghen aus einem Donor(meist ein CFFDerivat) und einem
Akzeptorfluorophor(meist ein YFPDerivat), die durch eirC&"-bindendes Protein wie z.B. Calmodulin oder
Troponin C verbunden singA) stellt einenZustand dar, in dem kei@&* an das Molekiil gebunden ist und

entsprechend das CfHignal starkerals das YFFSignal ist. Durch Bindung vo€&* kommt eszu einer
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Konformationsdnderung des gesamten Molekils und es erfolgt ein EnergietransfeDonor zum
Akzeptorfluorophoi(B). Dies bewirkt eine Abnahme der Intensitat des Gidghals und eine Zunahme des ¥FP
Signals, sodass die Ratio der YFP:@HRBoreszenzintensitdten als quantitativer Marker fiir die intrazellulare

Cd*-Konzentration verwendet werden kann. DarstellungAarian Minh Schumacheadaptiert.

Die Herstellung von transgenen Mausen, die diese genetisch kodi@génndikatoren
(genetically encode€&” indicators GECI)) exprimieren ist &uRerst kompliziert und die
Indikatorproteine waren oft deutlich weniger funktionell alsnsvitro ExperimentenHeim

und Griesbeck, 2004; Hasan et al., 2004ittlerweile ist abereine Vielzahlan transgenen
Méausen verfiigbar, die verschiedene GECIs exprimieren und sich hinsichtlicBatfer
bindenden Domanen und der verwendeten Fluorophore unterscheiden. Dadurch ergeben sich
je nach Fragestellung verschiedene Méglichkeiten fuiCafé-Bindungsaffinitat und Kinetik

des Sensors sowie fiur dietensitdt und den dynamischen Bereich des Fluoreszenzsignals.
Eine dieser transgenen Mauslinien exprimister Kontrolle des neurongpezifischen Rr-
moters Thyl einen als CerTNL15 bezeichnete@a*-Sensor, der sich vom TN15-Sensor
ableitet(Heim et al., 2007)Dieser Sensor nutzt Cerulean, ein @b&ivat, als Donorund
Citrine, ein YFPRDerivat, als Akzeptorfluorophordie iber Troponin C al€&*-bindende
Domane verbunden sind. Durch die Verwendung von Troponin C iSetesor wenigerra

fallig far Interaktionen mit endogenen Proteinen als Calmoechdisierte Sensoren
(Garaschuk et al., 200Mpurch die stabil&Expressionn neuronalen Strukturen im gesamten
ZNS ermdglicht dieser Sensor dievivo-Bildgebungder C&*-Dynamik in Axonen und wu

de fur alle Experimenti der vorliegenden Arbeit verwendet.

1.4) Detektion und Mechanismen er Bildung von Membranlasionen

Die Zellmembran istnehr alseine Lipiddoppelschicht mit drin verankerten Proteinen zur
anatomische Begrenzung von ZellerSie istvielmehrvon zentraler Bedeutung fiie Zell-
teilung, de Zell-Zell-Kkommunikation die Migration von Zellen und die Aufrechterhaltung
der Konzentrationsgradienten verschiedener lofié@agle, 1989; Sens und Plastino, 2015;
Aureli et al., 2015)Die Variabilitdt in der genauen Zusammensetzung der Zellmembranen
verschiedener Zellen ist bemerkenswert und der Umsatz von Membranlipidéprotelinen

ist ein wesentlicher Mechanismus der Mtadion von ZellfunktionenQuinn und Chapman,
1980) Besonders im ZNS ist die Zellmembran von entscheidender Beddfitudig Funki-

on von Neuronen und Gliazellen und unterliegt entsprectmasenstreng regulierten ket
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difikationen z.B. bei der Bildung und Stabilisation der Myelinscheide, der Modulation von
membranassoziierten Rezeptoren und Adhasionsmolekilen savixaetose von synapt

schen VesikelrjAureli et al., 2015; Shin, 2014Angesichts derzentralen Rolle bei der Fiun

tion von Zellen und der Tatsache, dass die Zellmembran die erste Struktur einer Zelle ist, die
toxischen oder traumatischen Stimuli ausgesetzt ist, ist es nicht Gberraschend, dass erworbene
oder genetische Veranderungen in ihrer Struktur mit verschiedgkeankungen wie z.BW.
Alzheimer, MS undder CharcoMarie-ToothErkrankung in Verbindung gebracht werden
konnten(Ferretti und Bacchetti, 2011; Butterfield et al., 2010; Hubner und Kurth, 2014)

Ein wichtiger Mechanismus bei der Schadigung #ellmembranen ist die Oxidation von
Membranlipiden durch ROS/RNSBesonders die Oxadion gesattigterFettsauren verandert

die Fluiditat vonMembrarenund diedabeientstehenden Oxidationsprodukte fiihren entweder
zur Entstehung weiterer noch toxischeRadikale oder sie kdnnen ihrersedls Radikale
wirken undMembranen diekt schadigerfde la Haba et al., 2013; Haider et al., 20Mghre-

re Studen an EAEModellen sowie histopathologische Untersuchungen der Ge\om@&1S-
Patiente konnten zeigen, dass ROS/RNS in entzindlichen Lasionen dufaileh und
Makrophagen bzw. Mikrogliazellen generiert werden und die Oxidation von Membranlipiden
als Marker fur eine akute Schadigung von Neuronen und Gliazellen aufgefasst werden kann
(Haider et al., 2011; van Horssen et al., 204éwcombe et al., 1994Auch eine mdgliche
weise durch oxidative Schadigubgdingte erhéhte Permeabilitdt der axonalen Membran in
der EAE konnte gezeigt werdébeung et al., 2017Allerdingswerdenfreie Radikale in g-
ringeren Konzentraanen auch unter physiologisen Bedingungen gebildand spieleneine
wichtige Rolle bei der ZelZell-Kommunikation und deimmunabwehi(Valko et al., 2007)

Um eine Uberschiel3ende Produktion von ROS/RNS und die daraus resultierenden Folgen fi
die Zelle zu verhindern, existieren verschiedene antioxidative Enzymsysteme wielie.B.
Superaiddismutase die Glutathionperoxidase (GPxoder die Katalase(Ferretti und
Bacchetti, 2011) Mit Blick auf die Membranoxidation ist die GPx4, eine Isoform der
Glutathionperoxidase/on besonderer Bedeuturdp sieals antioxidatives Enzym v.a. anrde
Zellmembran wirkt und Neuroneor der Oxidation von Membranlipiden und dem durch
oxidativen Stress induzierten Zelltod schif3eiler et al., 2008 Da besonders bei entzindl
chen Erkrankungen wie d&AE oder der MS vermehROS/RNSgebildet werden, scheint

es ein erfolgsverspcbender Ansatz zu sein, Neueomnd ihre Fortsdtze durch die Beldan
lung mit Antioxidantien und ROS/RNScavengern vor den Folgen der Lipidoxidation zu
schitzen.So gibt es bereits Studien, die einen protektiven Effekt einer Behandlung mit
Tocopherol (Vitamin E), einem lipophilen Antimans (Blanchard et al., 2013)und
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Scavengern von toxischen Lipidoxidationsprodukten wie z.B. Acrolein in-EXgerimenten

an Mausen zeigen konntébeung et al., 2011)edoch muss einschrdnkend angemerkt we
den, dass in diesen Studien die Mause entwedantraperitonealen Injektioen oder bereits
vor Krankheitsbeginn behandelt wurddss ist daher einerseits fragliclob die applizierten
Wirkstoffe wirklich das ZNS erreicht haben und ebsich andererseitsatsachlichum einen
neuroprotektiven Effekt handelt oder ob die protektive Wirkung eher durch Immunntodulat
on zustand g&kommen ist, ddROSRNS aucheine wesentlichemmunregulatorisché&olle
spielen(Valko et al., 2007)Insofern sind die wichtigen Fragen, ob und wiaresntzindt
chen Lasionen zu eineoxidativen Schéadigung der Zellmembrakommt und welche
pathophysiologischen Konsequenzsich daraus ergeben, nicht abschlieend geklart. Die

Untersuchung dieser Fragestellungen war eine zentrale Zielsetzung dieser Arbeit.

Abgesehen von oxidativer Schadigung wurden auch Peifidawe et al., 2007)nd die BI-
dung des Amembr a(MAC) al$ Endstrdcke dev Akfivieraing files Kompl
mentsysems als moégliche Mechanismen axondgehadigung im Rahmen der EAE pest

liert. Perforinist ein poreiildendes Protein, das va@D8'-T-Zellen und natiirlichen Kille-

zellen (NK-Zellen) genutz wird, um Granzyme SerinProteasen, die in der Zielseldie
Apoptose auslésenin virusnfizierte und maligne transformierte Zellen einzuschleusen
(Thiery et al., 2011)Von besonderem Interesse fir die Bildung von Poren der Plasntamem
ran ist die Rollevon NK-Zellen beider Lyse von virusinfizierten ZellenDa bereits
sublytische Konzentrationen von Perforin die Aufnahme von DexXwoajugierten Farbste

fen in HeLaZellen induzieren kénnen, wirdngenommen, dass Perforin durch die Bildung
von kleinen Menbranporen einen transienten Einstrom v in die Zellen bewirkt und
dadurch einen Membranreparaturmechanismus auslost. Dieser Reparaturmechaaismus b
wirkt allerdings auch die Endozytose von Perforin und Granzymen in die Zelle, wasdetzten
lich zur Initiation der Apoptose und der Freisetzung von Granzymen ins Zytoplasma fuhrt
(Thiery et al., 2011; Keefe et al., 200Bje Bedeutung von Perforin bei deAE ist hingegen
deutlich schlechter untersucht und es gibt nur einige wenige Studien, die einen protektiven
Effekt von Perforindefizienten Mausen zeigen, wobei dieser Effekt hauptsachlich auf einer
Suppression von zytotoxischerZEllen beruh{Howe et al., 2007; Beeston et al., 2010)

Das Komplementsystem bildet eimachtige Verbindung zwischen dem angeborenen und
erworbenen Immunsyste(Ricklin et al., 2010)Zusatzlich zu seiner Effeétfunktion bei der
Elimination von invasiven Pathogenen durch die BildungMAE, die zur Bildung von B-

ren in der Plasmamembran und zur Lyse der Zielzellen fihrt, wirken aktivierte Faktoren des
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Komplementsystems auch als proinflammatorische Signale,nigwea Pathogene fiur die
Phagozytose, aktivieren das Gerinnungssystem und regulieren die FunktionZeitenr
(Ricklin et al., 2010; Dunkelberger und Song, 2010; Markiewski et al., 2887Ronnte g-

zeigt werden, dass sowohl bei der MS als auch bei der EAEAdtivierung des Komg-
mentsystems erfolgt und dass diese durch die Bildung des MACs an der Schadigung von Ol
godendrozyten unyelinscheiden beteiligt isfNataf et al., 2000; Brink et al., 2005nt-
sprechendyibt es auch zahlreiche Studien, die einen milderen Verlauf der EAE bei Mausen
zeigen konnten, die fur verschiedene Komponenten des Komplementsystems tdgifien
(Nataf et al., 2000; Hu et al., 2012; Hu et al., 20D2) das Komplementsysteafer auclbei

der Modulation des Immunsystems von zentraler Bedeutung ist, ist es sehr schwierg einz
schatzen, ob der beobachtete Effekt auf einer neuroprotektfikung durch die Beeinflst

sung der Bildung des MACs oder auf der immunmodulatorischen Funktion beruht. Auf3erdem
scheint die Aktivierung des Komplementsystems kein universelles PhanomenLiadib@en

zu sein, sondern istowohl je nach Lokalisation dentzindlichen L&sion als auch zwischen
einzelnen Patienten unterschiedlich stark apisigt (Brink et al., 2005)Daherist bis heute

die Rolle von sowohPerforin als auch des Komplementsystems bei der Pathogenese der MS

bzw. der EAE bei weitem noch nicht vollkommen verstanden.

Abgesehen von oxidativen Schadigungen im Rahmen der Entziindung, von Perforin und dem
Komplemensystem, kann die Zellmembran auch traumatisch geschadigt werden. Um
Membrandefekte visualisieren zu koénnen, wurden Fluoreszenzfarbstoffe an kleine
membranimpermeable Moléle wie Dextrane und Aminosaugrivate konjugiertund es
konnte gezeigt werden, s es bei einer traumatischen Stérung der Integritat der Zebhmem
ran zu einer Aufnahme dieser Farbstoffkonjugate in die Zellen kqiititams et al., 2014;
Simon et al., 2009)Diese Fluoreszenzfarbstoffe werden schon édiig diverse Anwenduor-

gen wie z.B. die Rekonstruktion von Neuronen und ihren Fortsé&ahofield et al., 2007)

die Uberprufung der Integritat von Membranen wie der -Blinh-Schranke(Schwabe et al.,
2005)und zur Untersuchung von Zelkll-Kontakten verwendetHeyman und Burt, 2008)

Sie sind in einer grol3en Vielzahl an Molekulgré3en, chemischen Eigenschaften upe geko
pelt an unterschiedliche Flugphore verfugbar. Jedoch wurden bislang noch keine Studien
veroffentlicht, die solche Fluoreszenzfarbstoffe in Bezug zur EAE oder anderen Modellen von
entzindlichen ZN$rkrankungen verwendeikomit stellt die Verwendung dieser Fluste
zenzfarbstoffe zur Beteilung der Integritdt der axonalen Zellmembraneaimethalisch

neuartigerAnsatzdarundist wesentlicher Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit.
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2.) Zielsetzung

Die irreversible Schadigung von Axonen ist eine der Hauptursacheiefdauerhafte Beht
derung von MSPatienten(Ontaneda et al., 2017Jrotz intensiver Forschusgemihungen
konntenaber die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse dieser axonaler Degen
ration bislangnoch nicht vollkormen aufgeklart werdervVon zentraler Bedeutung scheint
allerdings eine Stérung der axonalgs*-Homoosase zu sein, wobei dasismaf der axan

len C&*-Regulationsstérung, deren Ucseen und dielaraus resultierenden igein bisher nur
unzureichend verstanden sindachdem in Vorarbeiten in unserem Labor das Ausmald der
axonalen C&*-Regulationsstérung mittels FREMasierter 2PhotonerCa-Mikroskopie
quantifiziert und gezeigt werden kden dass diese ein wichtigéradiktor flr das weitere
Schicksal von Axonen in entzindlichen Lasionen ist, stellte ich mir in der hier vorliegenden

Arbeit die folgenden Fragen:

- Welche pathophysiologischen rd2esse liegen der axonalerCa*-

Regulationsstérung zugrunde?

- Konnen Lasionen der axonalen Zellmembran ursachlich fur die Verdnderungen
der intraaxonalerCa*-Konzentration sein und wie lassen sich diese éxper

mentell im EAEModell nachweisen?

- Falls sch derartige Membranlasionen nachweisen lassen, welche Subpopulat
on von Axonen mit Blick auf Axondurchmesser und Myelinisierungssiatus

dann besonders anfalfig

- Ist es moglichdie Entstehung und Reparatur von etwaigen Membranlasionen

im zeitlichenVerlauf zu beobachten?

- Lassen sich Schaden der Axonmembran auch inimeivo-Mikroskopie
nachweisen und besteht ein Zusammenhang mit der axor@&h

Regulationsstérung?

- Falls sich Membranl&sionen nachweisen lassen, welche pathophysiologischen
Prozesse sind hierfur urséchlich und gibt es ggf. Méglichkeiten diese therape

tisch zu beeinflussen?
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3.) Material und Methoden

3.1) Ubersicht tiker die verwendeten Materialien

3.1.1)Reagenzien

Immunisation

I nkompl ettes Fr e u SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202
(IFA) Taufkirchen, Deutschland
Mycobacterium tuberculosid37 RA SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202

Taufkirchen, Deutschland

Myelin Oligodendrozyten Glykoprotei
(MOG)

Rekombinant hergestellt im Labor wc
Doron Merkler (Universitat Gottinger,
University of Geneva) und im Labor vc
Martin Kerschensteiner (Ludwig
Maximilians-Universitat Mlinchen)

Inaktiviertes Pertussistoxin  (Ptx) v

Bordetella pertussis

SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Gewebeprozessierung und Immunhistochemie

Alexa Fluor® 647 Goat antabbit se-
ondary antibody

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschla

Gibco Goat Serum

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschla

NeuroTrace®435/455 Blue Fluorescer
Niss| Stain

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschla

NeuroTrace® 640/660 Dedped Fluors-
cent Nissl Stain

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschla

Paraformaldehyde (PFA)

8% PFA (Sigma&Aldrich) in dHO, e-
warmt auf bis zu 55°C undmrihren fir
weitere 10 min, Zugabe von NaOH z
Einstellung des pHVertes auf 7,7,8;
Filtration und Mischung mit 0,2 M Pke
phatpuffer (PB) im Verhaltnis 1:1

Phosphatpuffer (PB) 0,2 M

27,598 g NakPQ,; AH,O
35,598 g NagHPO, A2H,0
Zugabe von 1l dkO

Phosphagepufferte Kochsalzlésun 103,23 mg NgHP O, AH,O
(PBS), 10x 26,52 g NaHPQ, A2H,0
40 g NaCl
Zugabe von 1l dkO
Polyclonal Rabbit AntHuman Myelin| Dako/Agilent Technologies, Santa Cla

Basic Protein antibody

California, USA
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Saccharose

SigmaAldrich  Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Tissue Tek optimal cutting temperaty
(O.C.T)

Skura Finetek Europe B.V., Alphen a
den Rijn, Niederlande

Triton X-100

SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Vectashield Mourting Medium, Fluors-
cence H1000

Vector Labs, Burlingame, CA 94010, US

In-vivo-Mikroskopie Experimente

Agarose

SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Alexa Fluor® 594 cadaverine

Life Technologies, Eugene, Oregon, US/

Alexa Fluor® 647 cadaverine disodiur
salt

Life Technologies, Eugene, Oregon, US/

Bepanthen Augen und Nasensalbe 5g

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, German

Cutasept F Losung 250 ml (Desinfektsor
spray)

Bode Chemie GmbH & Co., Hambur
Deutschland

Dextran,Fluorescein, 3000 MW, Anioniq Invitrogen Molecular Probes, Euger
Lysine Fixable Oregon, USA
Dextran, Texas Red®, 3000 MW, Lysir Invitrogen Molecular Probes, Euger
Fixable Oregon, USA
Dextran, Texas Red®, 10000 MW, Lysi| Invitrogen Molecula Probes, Eugene
Fixable Oregon, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SigmaAldrich  Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Ethanol 70%

CLN GmbH, 85416 Niederhumme
Deutschland

EUK 134 (Katalase
Superoxiddismutase Analogon)

un

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

Fentanyl B. Braun 0.1mg

B. Braun Melsungen AG, Melsunge
Deutschland

FeTPPS (5,10,15,20 (4 Tetrakis
sulfonatophenyl)porphyrinato Eisen (I
Chlorid (PeroxynitratScavenger)

EMD Millipore Corp., Billerica, Masa-
chusetts, USA

Foren® (Isofluran)

Abbott AG, Baar, Schweiz

50%igeWasserstoffperoxidldsung ¢B.)

SigmaAldrich  Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Ketaminhydrochloride 10%

Bremer Pharma GmbH, Warburg, Delits
land

Domitor® (Medetomidin) 1mg/ml

Orion Pharma

Finnland

Corporation, Espcg
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Midazolam B. Braun 5mg/ml

B. Braun Melsungen AG, Melsunge
Deutschland

PBN (N-tert-Butyl-U-phenylnitrone;
Superoxid und Hydroxylradikal
Scavenger)

SigmaAldrich Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Ringerlésung Fresenius KabiPac

Fresenius KaBIl Deutschland, Bad HHe
burg, Deutschland

Steriler kiinstlicher Maus

cerebrospinalis (aCSF)

Liqug

LOsung A:

8,66 g NaCl (Merck)

0,224 g KCI (Merck)

0,206 g CaGIA2H,0 (SigmaAldrich)
0,163 g MgC} A6 H,0O (SigmaAldrich)
Zugabe von 500ml d4©

Losung B:

0,142 g NaHPQ,; A2H,O (Merck)
0,027 g NaHPO, AH,O (Merck)
Zugabe von 500mI d4©

Mischung von Losung A und B im Ve
haltnis 1:1

Synthetisches () Tocopher ol
(HPLC)

SigmaAldrich  Chemie GmbH, 8202
Taufkirchen, Deutschland

Xylariem 20 mg (Xylazin)

Riemser Arzneimittel AG, Greifswald
Insel Riems, Deutschland

3.1.2) Werkzeuge und Materialien

Operationswerkzeuge und Materialien

BD Hypodermic Needles Microlance 3 |
Gauge (0,6 mm, blau) fur sukutane kg
tion der Immunisationsemulsion

Becton, Dickinson and Company, Frank
Lakes, New Jersey, USA

BD Hypodermic Needles Microlance 3 |
Gauge (0,3 mm, gelb) fur subkutane kaje¢
tion von RingetLdsung sowie flur i.p.
Gabe von Ptx, Anasthetika und ¢
TocopherolTherapie

Becton, Dickinson and Company, Frank
Lakes, New Jersey, USA

BD Plastipak Hypodermic luer slip sgri
ge 1 ml (Spritze fir Injektionen vo
Ketamin/Xylazin, MMF und Ptx)

Becton, Dickinson and Company, Frank
Lakes, New Jersey, USA

Cast AlnicoMagnete

Eclipse Magnetics Ltd., Sheffield, UK

Discofix® 3SC

B.Braun Melsungen AG, Melsunge
Deutschland
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Dumont Mini Pinzetteri Inox Style 3

Fine Science Tools GmbH, Heidelbe
Deutschland

Dumont Mini Pinzetteri Inox Style 5

Fine Science Tools GmbhHHeidelberg,
Deutschland

Ethicon Ethilon monofil 8, 667H (Fader
fur Hautnahte)

Johnson & Johnson Medical GmbH, mMN¢
derstedt, Deutschland

Feather stainless steel blade (Skalpell)

Pfm medical AG, Kdln, Deutschland

Metallplatte

Eigene Spezialanfertigung

Noyes Spring Scissors (grofRe Fedeesq
re)

Fine Science Tools GmbH, Heidelbe
Deutschland

P-30 VertikalesMikropipettenziehgerat

Sutter Instrument, Californi

USA

Novato,

Gummibander

SafetyMultifly -S e t 21 Gx 3/ 4| Sarstedt AG & Co.Numbrecht, Deutsde
19 mm) land
Spongostan  special (absorbieren| Ethicon Inc., Somerville, New Jerse
hamostatischer Gelatineschwamm) USA

Sugi (Absorbierende Zellulosetupfer)

Kettenbach GmbH & Co. KG, Esche
burg, Deutschland

VannasTUbingen Spring Scissors piz-
winklige Federschere)

Fine Science Tools GmbH, Heidelbe
Deutschland

Wella contura W 7807 (Rasierer)

Wella, Darmstadt, Deutschland

6 Inch Borosil GL W/FIL 1.0mm (Glask
pillaren fur Farbstoffinjektionen)

World Precision Instruments Inc., @a
sota,Florida, USA

Osmotische Minipumpe (Modell 1007B)

Alzet, Cupertino, Kalifornien, USA

Intrathekaler Katheter (Modell 7743)

Alzet, Cupertino, Kalifornien, USA

Werkzeuge und Materialien fir Histologie:

Deckglaser (24x60 mm) fur Mikroskopie

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswer
GmbH & Co. KG, Braunschweig
Deutschland

Objekttrager (26x76 mm) fur Mikroskopi

Gerhard Menzel
GmbH & Co.
Deutschland

Glasbearbeitungswye
KG, Braunschweig

Papierfilter (kreisformig mit 185 mn

Whatman Schleicher & Sdaell GmbH,

Durchmesser) Dassel, Deutschland

Parafilm Brand GmbH & Co. KG, Werthein
Deutschland

Pipetten, Pipettenspitzen und | Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

EppendorfgefalRe (2 ml und 1,5 ml)

Tissue Tek Crymold Biopsy, 10x10x5 m
(Form fur Gewebeeinbettung)

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen a
den Rijn, Niederlande
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Tissue Tek Cryomold Standard, 25x2(Q
mm (Form fur Gewebeeinbettung)

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen a
den Rijn, Niederlande

12-Well Mikrotiterplatte

Becton, Dickinson and Company, Frank
Lakes, New Jersey, USA

15ml und 50 ml
Plastikzentrifugenréhrchen (Falcon tube

Greiner BieOne GmbH, Frickenhause
Deutschland

3.1.3) Technische Gerate

Operationen

FST 250 Hot Bead Sterilizer (Sterilisat
fur OP-Instrumente)

Fine Science Tool€GmbH, Heidelberg
Deutschland

Ismatec IP high precision multichanr
pump (Pumpe fur pO, Superfusion)

ISMATEC SA, Labortechniki Analytik,
Glattbrugg, Schweiz

Olympus KL 1500 LCD (Lichtquelle fu
Stereooperationsmikroskope)

Olympus Deutschland GmbHiamburg,
Deutschland

Olympus Stereo Microscope SZ51 €S
reomikroskop fur Operationen)

Olympus Deutschland GmbH, Hambu
Deutschland

STSA Compact Spinal Cord Clamyg
(Klemmen fur Ruckenmark)

Narishige International Ltd., London, UK

T/Pump (Warmekissen)

Gaymar Industries, Orchard Park, N¢
York, USA

100 W Infrarotlampe

Beurer GmbH, Ulm, Deutschland

Histologie

Ismatec IP high precision multichanr
pump (Pumpe fir Perfusionen)

ISMATEC SA, Labortechniki Analytik,
Glattbrugg, Schweiz

KERN EW 1503M (Waage

Kern & Sohn GmbH,
Frommern, Deutschland

Balingen

Labor pHMeter inoLAB

WTW Wissenschaftlichlechnische
Werkstatten, Weilheim, Deutschland

Leica CM1850 Kryostat

Leica Microsystems GmbH, Wetzlg
Deutschland

Magnetische, beheizbare Ruhrplatte N
3001K und Ruhrfische

Heidolph Instruments GmbH & Co. K(
Schwabach, Deutschland

Olympus IX71 inverses Fluoreszenkm
roskop (initiale Untersuchun
immunhistochemischer Farbungen)

Olympus Deutschland GmbH, Hambu
Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Idustries, Inc., Bohemia, Ne
York, USA
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Mikroskopie

FV 1000 Konfokalsystem montiert a| Olympus Deutschland GmbH, Hambu
einem vertikalen BX61 Mikroskop un Deutschland

ausgerustet mit x10/0.3 trocken, x20/0
Ol- und x60/1.42 Olimmersionsobjektive

MaiTai Deep See® Titanium:sapphi Newport/Spectraphysics, Irvine, Califg

Laser nia, USA

380FMU shifting table und Bridgq Luigs & Neumann Feinmechanik & Elek
500/InVivo rotechnik GmbH, Ratingen, Deutschlang
Olympus FV120 MPE | Olympus Deutschland GmbH, Hambu

Multiphotonmikroskop ausgattet mit| Deutschland
x25/1.05 Wasserimmersisobjektiv

Datenauswertung und Software

Adobe lllustrator CS6 Adobe Systems Inc., San Jo
Kalifornien, USA

Graphpad Prisrb GraphPd Software, La Jolla, Kalifornien
USA

ImageJ/Fiji Frei zuganglich unter

http:/fiji.sc/Downloads

Microscoft Office (Powerpoint, Exce| Microsoft Corporation, Redmond, Was
Word) 2007 ington, USA

3.2) Versuchstiere

Alle in situundin vivo Experimente ar Mikroskopie axonale€&*-Signale und zur axonalen
Farbstoffaufnahme wurden in transgenen Mausen der Linie-CeYIN-L15 durchgefihrt,

die freundlicherweis von OliverGriesbeck (MaxPlancklInstitut fir Neurobiologie, Martis

ried) zur Verfugung gestellt wurden. Diese Mauslinie &asiuf einem FVB:C57BL/6 gen
tischen Hintergrund und exprimiert unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Promoters
Thyl das CFMerivat Cerulean als Donerund Citrine, ein YFFDerivat, als
Akzeptorfluorophor, die durch Fragmente @="-bindenden Riteins Troponin C miteima

der verbunden sinfHeim et al., 2007)Durch Bindung vorC&* an Troponin Gcommt es zu

einer Konformationsénderung dieses Konstruktes und es erfolgt entsprechend des FRET
Mechanismus ein Energietransfervdonor zum AkzeptorfluorophorDies bewirkt eine
Abnahme der Intensitat des GBRynals und eine Zunahme des ¥&gnals im Verhaltnis

zum nichtC&*-gebundenen Zustand, sodass die Ratio der YFREMReszenzintensitaten

als quantitativer Markefir die intrazellulareC&’*-Konzentration verwendet wendekann.
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Fur Experimente bei denen mehrere Farbstoffe injiziert wurderdenurhyXCFR5-Mause
verwendetAlle Versuchstiere wurden in der Tierhaltung des Instituts fur klinische Nauroi
munologie unter standardisierten Bedingungen mit einem 12H1IP&agNahtRhythmus @-

halten und aufgezogen. Dabei hatten die Tiere Zugang zu autoklaviertem Futter (Sténdardfu
ter AMauso von Ssniff, afbbaumiDie Ti®@ewutdeniniKdéfand) u
gen des Eurostandard Typs Il 365x207x140mm (Techniplast, ngofi@enberg, Deutke

land) mit maximal 5 Tieren pro Kafig gehalten, die Teil eines einzelbelufteten IVC
Kafigsystem waren. Bis zu 21 Tage nach der Geburt wurden die Tiere im Zuchtraum-gemei

sam mit dem Muttertier gehalten, bevor eine Entwéhnung und dieilAuig nach Geschlecht

erfolgten. Alle Tierexperimenterfolgten nach degultigen rechtlichen Vorgabeimdwurden

von der Tierversuchskommission der Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.3) Methoden

3.3.1) Experimentelle autommune Enzephalomyelitis(EAE)

Zur Induktion der EAE wurde ein gut etabliertes Versuchsprotokoll verwendet, das pdr Erh
hung der Erfolgsrate der Immunisationen geringfligig abgewandelt bdiel-Majid et al.,
2000) Alle fur Experimente verwereden Mause waren-8 Wochen alt und hatten eireG
wicht von 2030 g. Die Mause wurden durch intraperitoneale (lmgktionen von Ketanm

(87 pg/g Korpergewicht) und Xylazin (13ug/g Korpergewicht) anasthesiert, bevor sie 250ul
einer Immunisationsemulsion bestehend aus eineMiséhung aus 35@00 ug gereinigtem,
rekombinant hergestelltem Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MQ&5hegestellt in
E.coli) in Natriumacetatpuffer (pH 3, 0) und
Mycobacterium tuberculosid37 Ra enthalt, erhielten. Diese Immunisationsemulsion wurde
als drei subkutane Injektionen verabreicht, wobei je 100 pl ia [@dnke und 50 pl an der
Schwanzbasis injiziert wurden. Udie Erfolgsrate der EAEnduktion zu erhdhen, erfolgten

am Tag der Immunisation sowie 2 Tage spater jeweilsinjpktionen von 400 ng
Pertussistoxin in 100 pl sterilem PBBSie Injektion der Immunisationsemulsion und dett-zei

liche Ablauf bis zur Verwendung der Tiere fur ERpgente sind iPAbbildung 7 dargestellt.
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B) Tag 0: Immunisation mit 1:1 Mischung aus

350-400 pug MOG und komplettem Tag 10-14: Beginn Klinischer Symptome
Freund'schen Adjuvans + 400 ng PTX i.p. (Gewichtsverlust, neurologische Ausfélle)
Tag 2: 2.Gabe von 400 ng PTXi.p. 2-3 Tage nach Krankheitsbeginn:

Tiere fur Experiment verwendet

Abbildung 7: Aktive EAE -Induktion in CerTN -L15-M&usen:

(A) 6-12 Wochen alteCerTN-L15-Mause wurden mit 250ul einer Immunisationsemulsion bestehend aus einer
1:1-Mischung aus 35400 pg MOG..osund kompl ettem Freundbdschen Adjuvan
zeitlichen Ablauf von der Immunisation bis zur Verwendung der TiereXfiefmente dar.

Nach der Immunisation wurdgglich das Korpergewicht der Tiere erfasst und die Mause
wurden ati klinische Symptome der EAHENtersucht. Di&linischen Symptome wurdema

hand des inmmabelle 2 dargestellten undut etabliertenScoringSystems erhobefSorbara et

al., 2014) Der Beginn der EAE wurde definiert als ein Gewichtsverlust von >10% ausgehend
vom Gewicht vor der Immunisan und dem Auftreten erster klinischer Symmpt& 23 Tage

nach Auftretenklinischen Symptome kann man vom Hoéhepunkt der akuten EAE ausgehen

und sofern diefi er e ei nen k2 drreidhteng iueden sié fiiroExperiménte-ve

wendet.
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Score Klinische Symptome

0 Keine Krankheitszeichen

0,5 Partielle Schwanzschwéache

1 Komplette Lahmung des Schwanzes

1,5 Geringe Schwéche der Hinterlaufe, Gangunsicherheit

2 Parese der Hinterlaufe

2,5 Parese der Hinterlaufe mit teilweisem Nachziehen der Fil3e
3 Komplette Lahmung der Hinterlaufe

3,5 Komplette Lahmung der Hinterlaufe mit Parese der Vorderlaut
4 Komplette Lahmung der Hinteund Vorderlaufe

5 Moribund

Tabelle 2 Klinisches ScoringSystem der EAE

3.3.2) Operative Prozeduren

Die Mause wurderdurch i.p:Injektionen von entweder Ketamin (87 pg/g Korpergewicht
(KG)) und Xylazin (13pg/g KG) oder MMF (Fentanyl (0.05mg/kg KG), Midazolam
(5.0mg/kg KG) und Medetomidin (0.5mg/kg KG)) anasthesiert und fé2Ql®in auf ein
Warmekissen gelegt, um den Mlingseintritt der An&sthetika abzuwarten. Bevor die @per
tionen begonnen wurden, wurden Abwehrreflexe (Pfotéahen und Ohrkneifen) getestet,

um eine ausreichende Anasthesietiefe zu gewahrleisten. Das Fell Uber dem
Laminektomiebereich wurde mit einerfektrischen Rasierer entfernt und die Haut mit 70%
Ethanol gereinigt und desinfiziert. Die Tiere wurden dann in Bauchlage auf einer Metallplatte
gelagert, wobei die Extremitaten durch Gummibéander in eine abduzierte Position gebracht
wurden, um einen besser Zugang zum Operationsbereich zu erreichen. Ein medianér Hau
schnitt von den oberen thorakalen Wirbelkdrpern bis zum Beckenring wurde mit einem Ska
pell durchgefiihrt und das subkutane Gewebe mit der kleinen Federschere entfernt. Um einen
groBeren Zugangum Operationsgebiet zu erglithen wurde die Haut mit auf &gneten
befestigten Operationshacken aufgespannt. Bei Mausendéefsich die Crista iliacauf

Hohe des Zwischenwirbelraums zwischen den Wirbelkarp®/K 5 und 6(Rao et al., 2007)

und wurde als anatomische Orientierungsmarke zum Auffinden des LWK 3 genutzt. Ber Zw
schenwirbelraum zwis@m LWK 2 und 3 wurde durch einen kleinen Hautschnitt markiert.
Die paravertebralduskulatur wurde sorgféltig mit der kleinen Federschere durchtrennt und
jede eventuell auftretende Blutung wurde mit sterilen Zellulosetupfern gestillt. Der Processus
spinos’ von LWK 3 wurde mit der Pinzette angehoben, was zu einem Ausgleich der natirl

chen Lendenlordose und einer Erweiterung des Raums zwischen LWK 2 und 3 fuhrte und so
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die vorsichtige Entfernung des das Ruckenmark tberlagernden Gewebes in diesem Bereich
mit der groRen Federschere ermdglichte. Nachdem das Riuckenmark sichtbar wurde, erfolgte
eine Laminektomie der beiden kranial angrenzenden Wirbelkdrper, wozu eine 14 mm gewi
kelte Federschere verwendet wurde. Blutungen, die wahrend der Operation guitnaten

durch sterile Zellulosetupfer gestillt und entfernt. Der Laminektomiebereich wurde mit in
kunstlichem Liquor cerebrospinalis (aCSF) getranktem Spond®stangedeckt, um eine

Austrocknung des Gewebes zu verhindern.

3.3.3) Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen

Eines der wesentlichen Ziele meines Projektes war die Beantwortung der Frage, ob es im
Rahmen der akuten EAE zu einer Schadigung der Plasmamembran von Axonen kommt und
ob diese eine mégliche Erklarung fir die beobachteten StérudgenaxonalenCa*-
Regulation sein kénnten. Dazu entwickelte ich eine neue Methode der Injektion vorsFluore
zenzfarbstoffen in den Subarachnoidalraum des lumbalen Ruekkesniron Mauseres wu-

den 2,5% Ldsungen der folgenden Fluoreszenzfarbstoffe in aG§éshadlt: Dextran Texas
Red® 3000 MW, Dextran Texas Red® 10000 MW, Dextran Fluorescein (FITC) 3000 MW.
Alexa Fluor® 647 Cadaverine und Alexa Fluor® 594 Cadaverine wurden als-hdsivhg

in aCSF verwendet. Glaskapillaren wurden mit einem speziellen Ripetgerat fein gez

gen und mit 2ul Fluoreszenzfarbstoff gefillt, der dann in den Subarachnoidalraum iax lumb
len Ruckenmarksbereich der Versuchstiere streng einseitig injiziert wurde. Trotz allér Bem
hungen traumatische Schédigungen durch die Farbstoffinjektion so gering wie moglich zu
halten, sind diese nicht sicher auszuschliel3en, sodass vorsichtshalber nur die zurdnjektion
sdate kontralaterale Haélfte des Ruckenmarks fur die Auswertung verwendet wurddieum
Moglichkeit einer traumizssch induzierten Farbstoffaufnahme auszuschlieRen. Der
Laminektomiebereich wurde chirurgisch verschlossen und die Mause fir die anschlielende
Farbstoffinkubationszeit von 2 Stunden auf einem Warmekissen gelagert. Nach 2nStunde
Farbstoffinkubation wurden die Tiere mit Isofluran todlich anasthesiert und mit 4% PFA
transkardial perfundiert, um das Gewebe fir die spatere Auswertung zu fixieren. Alternativ
wurden die Tiere nach ebenfalls 2 Stunden Farbstoffinkubatiorinfiiivo 2-Photonen
Mikroskopieexperimente verwendet. Intraoperative Bilder zur lllustration des chirurgischen
Vorgehens und der Farb$finjektion sindin Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Intraoperative Bilder der Laminektomie und intrathekalen Injektion von Dextran
Texas Red® 300

(A) Blick auf die Wirbelsdule nach chirurgischer Praparation der paravertebralen Muskulatur. (B) zeigt das fre
gelegte Rickenmark nach Laminektomie vor bzw. 5 Minuten nach Farbstoffinjektion (D; Farjestiadn
oberhalb der Zentralvene) bei Blick durch das@iRroskop. (C) Schematische Darstellung der Farbstofinje

tion und Verteilung des Farbstofstlang des Riickenmarks ((C) adaptiert von Maarten Witte)

Fir die Untersuchung der Dynamik der Erttsteg bzw. der Reparatur der Membranlésionen
wurden zu Beginn des Experiments 2 ul Dextran Texas Red® 3000 in den Subardehnoida
raum von CFB-Mausen anklinischenHohepunkt der akuten EAE injiziert und 4 Stunden
spater erfolgte eine weitere Injektion vouPDextran FITC 3000, bevor die Mause nach e

ner nochmaligen Farbstoffinkubationszeit von 1 Stunde tddlich anésthesiert und mit 4% PFA
fixiert wurden. Wahrend der Farbstoffinkubationszeit wurde ein Austrocknen desrRicke
marks durch kontinuierliche Bedeatm mit aCSF verhindert und die Korpertemperatur der

Tiere durch eine Infrarotlampe aufrechterhalten.

3.3.4)In-vivo 2-PhotonenMikroskopie des Rickenmarks

Der grundsatzliche experimentelle Aufbau ist bereits beschrieben w@ktlsgeld et al.,
2007b)und wurde d@r die hier vorliegende Arbeit entsprechend angepasst. Im Anschluss an
die Laminektomie bzw. nach 2 Stunden Farbstoffinkubation wurde die Wirbelsaule der Maus




Material und Methoden

durch Klemmen an den kaudal und kranial angrenzenden Wirbelkérpern sowie dem
Schwanzansatz mit er spezifisch angefertigten Aufspannvorrichtung stabilisiert. Bei allen
Experimenten blieb die Dura mater intakt, um ein Auswaschen des Fluoreszenzfarbstoffes aus
dem Gewebe zu verhindern. Da fur die Mikroskopie ein Wasserimmersionsobjektiviverwe
det wuree und ein Austrocknen des Gewebes wahresde@erimerg unbedingt zu vernte

den ist, wurde ein&/anne aus 2,5% AgarogeaCSF um die Klemmen herum ertieh Die-

se wurdemit aCSF geflllt undnahm das Objektiv aufDie Mause wurden auf die
Mikroskopieplattform transferiert und wahrend der gesamten Experimentdauér Aus-

nahme der eigentlichen Mikroskopieaufnahmermrde die Kérpertemperatur der Tiere durch

Bestrahlung mit einer Infrarotwarmelampe aufrechterhalten.

Ein Olympus FV1B0 MPE Multiphotonmikroskop wurde fir allen-vivo 2-Photonen
Mikroskopieexperimente verwendet. Dieses war mit einem Titanium:Sapphire Laser (Ne
port/Spectraphysics) ausgertstet, dessen Wellenlange in einem Bereich von 690 nm bis 1040
nm frei wahlbar ist und dem Bereich dieses Spektrums Laserimpulse kirzer als 100 fs und
mit einer Energie von >2,5 W generieren kann. Ein akusbgtischer Modulator wurde
verwendet, um einerseits eine konstante Frequenz der Laserimpulse zu erreichen nad um a
dererseits die betigte Laserstarke und die daraus resultierende Fototoxizitat fir das Gewebe
soweit wie moglich zu reduzieren. Der Laserstrahl wurde durch einen Strahlaufteiler nach
Kepler an die Grof3e der hinteren Apertur der Objektivliinse angepasst. Fur alle Experimente
mit CerTN-L15 Mausen wurde der Laser auf eine Wellenlange von 840 nm eingestellt, um
eine simultane Anregung von Citrine, Cerulean und dem injizierten Farbstoff zu erreichen.
Unter der Verwendung von spezifischen wellenlangenabhéngigmissionsfiltern fur
Cerulean(455490 nm), @rine (526:557 nm) und den injizierten Farbstoff (6880 nm)
wurden die emittierten Fluoreszenzsignale gesammelt, bevor sie anschlie3end entweder durch
ein Aphoto multiplier tubé (PMT; verwendet zur Detektion des Farbstoffsighalder durch

einen Galliumarsenidphosphidetektor (GaAsP; verwendet fur Citrinaund Cerulean
Signale) detektiert wurden. Hochaufgeldste (1024 x 1024 Pixel) dreidimensionale Bildstapel
mit einer Schichtdicke von 1um in derEbene wurden von der Obexlée des Rickenmarks

bis zur grauen Substanz mit einem, in aCSF eingetauchten 25x/1.05 Wasserimmer&tonsobje
tiv (Olympus) aufgenommen. Hierbei betrug die Pixelgro3e ca. 250 nm. Die Starka-des L
sers wurde flr die Mikroskopie so gering wie ghéh gehaltenum einerseitsdtotoxische
Effekte sowie andererseif8leedthrougti-Artefakte zwischen den verschiedenen Detekto

kanalen zu minimiereriWahrend des Experiments wurden alle 30 Minuten die Abwehrreflexe
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des Versuchstieres getestet, um eine adaquate Asidibie zu gewdahrleisten. Falls aHo

derlich wurde eine entsprechende Dosis an Ketafglazin oder MMF verabreicht.

Um die Effekte von KO, auf Axone und derefa*-Signal sowie eine mogliche Farbstbf
aufnahme zu untersuchen, wurde das Ruckenmar&ingt 100 mM HO,-L6ésung und einer
Flussrate von 1 ml/min Uber eine MehrkanalpensuperfundiertNach 90 MinutenH,O,-
Applikation wurden 0,5 pl Alexa Fluor® 594 Cadaverine intrathekal injizN&ch weiteren
30 Minuten hkubationszeit wurdeim-vivo 2-PhotonerAViikroskopieblder aufgenommen.

3.3.5) Behandlung mit Tocopherol

UTocopheral eine Form von Vitamin Hst im Korperals lipophiles Antioxidansinverzich-

bar. Um potentielle Effekte von Tocopherol auf die axonale Farbstoffaufnahme zuwdnters
chen, wurden die Mause gemald dem oben beschriebenen Protokoll mitBvi@(Sion m-
munisiert und erhielten einmal taglich ipjektionen von entweder 10 IE/KgTocopherol
(entspricht 9 mdpL-all-rac-U-Tocopherol/kgoder Vehikelldsung (3% DMSO in 0,9% NaCl
Losung). Die Injektionen begannen ab dem Tag des Gewichtsverlustes und wurden fortgesetzt
bis die Tiere2-3 Tage nach dem Beginn klinischer Symptome fiir Experimeateendet
wurden.Dabei wurdereine Laminektomieentsprechend des oben beschriebenen Vorgehens
durchgefuhrt und 2ul Dextran 3000 Texas Red® in den Subarachnoidalraum injiziert. Nach 2
Stunden Farbstoffinkubation wurden die Tiere tddlich anasthesiert und mit 4% PFA transka

dial perfundiert, um das Gewehe spatere Auswertungen zu konservieren.

3.3.6) Therape mit ROS und RNS-Scavengern

In unserem Labor ist bereits zuvor eine Mischung verschiedener molekularer Scavenger und
ROS/RNSabbauender Enzyme etabliert word@likic et al., 2011) die im Ralmen der vo
liegenden Arbeivon mir ebenfallsangewandt wurde, um zu untersuchen, ob die beabacht

ten axonalerC&*-Veranderungen und digarbstoffaufnahme durch RGBS bedingt sein
kénnten. Diesdestand aus EUK 134, einem Analogon der Katalase und Superoxiddismutase,
FeTPPS (5, 10, 15, 20 (4 Tetrakisidlifonatophenyl)porphyrinato Eisen (IDhlorid), einem
PeroxynitratScavenger, und PBN @¢rtButyl-Uphenylnitron), einem Superoxidund
HydroxylradikatScavenger. Die genannten Wirkstoffe wurden in 3% DMSO in 0,9%-NacCl
Losung geldst und in den folgenden Dosierungen verwendet: EUK 134 15K@/Hee TPPS
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20mg/kg KG und PBN 50mg/kg KG. DIEEAE wurde in CerTNL15 Mausenentsprechend
dem oben beschriebenen Protokotuziert und ab dem Tag des Gewichtsverlustes erhielten
die Tiere zweimal téaglich .p-Injektionen von entweder deROS/RNSScavenge
Wirkstoffkombinationoder Vehikellésung (3% DMSO in 0,9% NaC23 Tage naclBeginn

klinischerSymptome wurden die Tiere fiir-vivo C&*-Mikroskopieexperimente verwendet.

3.3.7) Weitere Gewebepreessierung und Immunhistochemie

Nach derin-vivo Mikroskopie und/oder Farbstoffinjektion wurden die Tiere todlich mit
Isofluran an&sthesiert und mit 4% PFA transkardial perfundiert. Sofort nach der Perfusion
wurde die Wirbelsdule aus dem toterefTherausgetrennt und fir-28 Stunderbei 4°C in

4% PFA aifbewahrt, um eine ausreichende Fixierung des Gewebes sicherzustellen.eAnschili
Bend wurde das gesamte Riuckenmark unter einem Mikroskop aus der Wirbelsauleafreiprap
riert und fr mindestens 48 h zur Kryoprotektion in 30% Saccharoseldsung bei 4°C gelagert.
Vor dem Schneiden des Gewebes am Kryostat wurde das Gew@bissne Tek opthal
cutting t e mp eingabetteruedbe2Q°O geftorem.. )

Fir den immunhistochemischen Nachweis von Myelin Basic Protein (MBP) wurden 20 pm
dicke Langsschnitte ddambalen Rickenmarks am Kryostat angefertigt und dann auf eine
12-Well Mikrotiterplatte mit PBS transferiermRie immunhistochemische Farbung von MBP
erfolgte nach folgendem Protokoll: Die I8atte wurden dreimal fir 10 Minuteloei Raun-
temperatur mit PBSeyvaschen, bevor sie zAntigendemaskierung fur 20 Minutem -20°C

kalten Methanol verbracht wurden. Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte erneut dreimal
mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen, bevor unspezifische Antigenbinduegdsiel
Stundebei Raumtemperatur mit 10% goat serum in 0,5% Trito00-PBS geblockt wurden.

Die Schnitte wurden dann bei 4Wber Nacht mitabbit antthuman MBPRantibody (Dako)

als Primarantikorper in einer 1:200 Verdinnung in 0,1% NaB& goat serum und 0,5%iTr

ton X-100-PBS inkubiet. Am nachsten Morgen wurdercht gebundene Reste des Prinméra
tikbrpers mit 0,5% Triton XLOO-PBS ausgewaschen (3 Waschschritte a 10 Minytend ein

goat antirabbit Alexa Fluor® 647 antibody (Invitrogen) als Sekundarantikorper in einer Ve
diinnung von 1:1000 in 1% goat serum und 0,5% TritelOBPBS lber Nacht bei 4°C ink

biert. Bei diesem Schritt erfolgte aul3erdem eine Gegenfarbung von Zellen mit Neurotrace®

435/455, der in einer 1:1000 Verdinnung zum Sekundarantikorper hinzugegebenBedrde.
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vor die Schnitte mit Vectashield auf Objekttrager aufgebracht werderntdmnruden sie

noch dreimal fljeweils 30 Minutermit PBS gewaschen.

Zur Analyse deraxonale Morphologie undFarbstoffaufnahme in PFAxiertem Gewebg
wurden 50 um dické.angsschnitte direkt nach dem Schneiden auf mit Gelatine beschichtete
Objekttrager aufgebracht und bei Raumtemperatur fir mindestens 2 Stunden getrocknet. Nach
dem Trocknen der Schnitte wurden diese dreimal mit PBS bei Raunraopi@r jeweils 10
Minutengewaschen. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von Neurotrace® 435/455 ats Gege
farbung fir Zellen in einer 1:1000 Verdinnung und die Inkubation bei 4°C Uber Ndeht. A
schlieBend wurden die Schnitte erneut dreimal mit PBS gewaschen und flr mindestens 2

Stunde bei Raumtemperatur getrocknet, bevor das Gewebe mit Vectashield fixiert wurde.

3.3.8) Konfokalmikroskopie

Nach deroben beschriebenefrixierung und Farbung des Gewebes wurdeittels eines
FV1000 Konfokalsystemslas auf einem senkrecht stehenden BXBRroskop montiert ist
(Olympus) Konfokalmikroskopiebildemaufgenonmen. Die Neurotrace@®@arbung dienteur
Identifikation von entzundtchen Lasionenund Bilder dieser Regionen wurden mit einem
60x/1.42 Olimmersionsgéktiv akquiriert Als Zusatzkriteriumwurden entziindliche L&si

nen auch anhand der auffalligen axonalen Morphologie identifiziert

Sofern Proben mit mehr als drei Fluorophoren mikroskopiert wurden, erfolgte die Aufnahme
derselben Lasionsstelle zweimal mit Lasern verschiedener Wellenlanggeweils so as+
gewahlt wurden, unfBleedthroughi-Artefakte zwischen den einzelnen Kanalen moglichst
zu reduzieren. Auferdem wurden die einzelnen Laserlinien grundséatzlich sequengéell ang
wahlt, was ebenfalls zur Vimeidung von Artefakten dientéJm die Vergleichbarkeit der
einzelnen Tiere im Rahmen eines Experiments zu gewahrleisten, wurden fur alle
Mikroskopieaufnahmen innerhalb eines Versuchs identische Detektoreinstellungem-verwe
det, wobei die Starke des Lasers an die variable Starke des Farhsatéfsiggepasst wurde.
Bildstapel mit hochaufgeldsten 16 bit Bildern (1024 x 1024 Pixel)emiér Pixelgro3e von

ca. 200 nnmund einer Schichtdicke in derEZbene von 1 um wuregeaufgenommen unahit

der frei verfigbaren R{Software weiterbearbeitet. Figt eine Version der opesource Plat

form ImageJ, didesonders fur die Anwendung im Bereich der biomedizinischen Forschung

modifiziertwurde fttp://imagej.net/Fiji/DownloadgSchindelin et al., 2012)
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3.3.9) Daterauswertung

Konfokalmikroskopieaufnahmen von fixierten Gewebeproben wurden mit Fiji wedaene

tet. Derentzundliche Lasionsbereich wurde anhand der Infiltration durch Immunzellen def

niert, die durch didNeurotrace®Farbung visualisiert wurden. Um die Intensitat des Flstore
zenzsignals innerhalb des Axons und in dessen unmittelbarer Umgebung in alleoiRetekt

ndl en zu messen, wurden sogenannt e -Kanale gi ons
definiert. Dieser Kanal stellt die axonale Morphologie am deutlichsten dar und entspricht dem
Citrine Fluorophor deiCerTN-L15-Mause.Abbildung 9 stellt exemplarisch diese ROIs und

die Messung der Fluoreszenzintensitat dar.

) File Edit Font Results
|Area |Mean |
1 17 FO05S
2 5 219

Abbildung 9: Definition der ROIs und Datenauswertung

Definition einer ROI (gelbe und blaue Markierungen) innerhalb und in der unmittelbaren Umgsiberg
Axons im Farbstoffkanal (A; hier Dextran Texas Red® 3000) und-K&®Ral (B). (C) zeigt die Messung der
Fluoreszenzintensitat im Farbstoffkanal fir ROI 1 (gelb) und 2 (blau), wobei der Wertebereich von 0 bis 4096 in

arbitraren Einheiten reicht. MalRbt& pum

Um ein objektives Kriterium fur die Definition eines farbstoffpositiven Axons zu etablieren,
wurde das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat innerhalb des Axons zu dessen unmittelbarer
Umgebung in gesunden Kontrollen gemessen und der Quotient demaachnet. Flr jeden

der verwendeten Farbstoffe wurde getrennt ein Schwellenwert berechnet ab dessen Ube
schreiten ein Axon als farbstoffpositiv definiert wurde. Dieser Schwellenwert wurde als der
Mittelwert des Fluoreszenzintensitatsquotienten zwischemAind unmittelbarer Umgebung

der gesunden Kontrollpopulation + 3 Standardabweichungen (SD) festgelegt. Da die Qualitat
der Farbstoffinjektion und der Gewebefixierung leider eine gewisse Variabilitat aufwiesen,

wurden nur solche Bilder fir die Auswertuagrwendet, die von der visuellen Einschatzung
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her eine Fluoreszenzintensitat deutlich tber dem Detektorhintergrundsignal aufwiesen. Da die
ROls fur die unmittelbar an das Axon angrenzende Umgebung imKéRRI definiert wu-

den, aber besonders in akuten EB&Sionen sich zum Teil auch Immunzellen und
meningeale Strukturen mit Farbstoff anfarbten und dadurch ein fiatdeds Umgebungssi

nal erzeugt hatten, war es in einer geringen Anzahl von Fallen erforderlich, die entspreche
den ROIs anzupassen, um die Mews derartiger Strukten als Umgebungssignal zu ive
meiden. Diese Anpassung wurde allerdings nur bei Axonen vorgenommen, die vom visuellen
Eindruck her als eindeutig farbstoffpositiv erschienen, aber aufgrund des starken Unsgebung
signals bei der mathematlsen Auswertung nicht als solche erfasst wurden. Aul3erdem wurde

fur jedes Axon der Durchmesser gemessen.

Ahnliche ROIs innerhalb eines Axons und in dessen unmittelbar angrenzender Umgebung
wurden auch fum-vivo Mikroskopiebilder definiert und die Flueszenzintensitat wurde in
diesen Bereichen getrennt fur die einzelnen Kanéle gemessen. Fiim\alle Experimente
wurde fir Farbstoffinjektionen ausschlie3lich Alexa Fluor® 594 Cadaverine verwendet, da
sich dieser Farbstoff ausreichend gut mit einer gwdinge von 840 nm anregen lasst und
dabei verhaltnismaRig wenig mit der FRBasierten Messung des axonal@e*-Signals
interferiert. Die folgenden Gleichungen wurden fir die Berechnung der YFHRGH® als
Indikator fur den axonale@&’*-Spiegel bzw. des Verhéltnisses des Farbstoffsignals zwischen

Axon und angrenzender Umgebuiiymgeb.)verwendet:
YFP/CFRRatio = (YFRxon I YFPumgen) / (CFPaxon T CFRmgen
Farbstoffratio Alexa Fluor® 594 Cadavering, /Alexa Fluor® 594 Cadaverigggen

Da jedoch bis zu 3 Fluorophore simultan mit demselben Laser angeregt wurden, stellte das
ABleedthrougHi-Signal zwischen den einzelnen Kanalen ein relevantes Problem dar, sodass
hierfir mathematisch korrigie werden musste. Erstens bestand signifikanter ABleed
throughi des CFPSignals in den YFKanal, sodass hierfur experimentell ein Korrektlatfa

tor (CRerp) bestimmt werden musste. AuRerdem wurdefBieedthrougtii des Farbstoffgj-

nals sowohl in den YFRals auch in den CFRanal beobachtesodass zwei weitere Koke
turfaktoren (CEy bzw. CRc) experimentell bestimmt und in die Gleichungen eingefihrt
werden mussten. In den folgenden Gleichungen entspricky @&Fm ABleedthroughit
Korrekturfaktor des Farbstoffsignals in den ¥RBnal und CE: dem ABleedthrought
Korrekturfaktor des Farbstoffs in den GRRAnal. Schlussendlich wurden folgende Glerwhu

gen fur die Berechnung des YHbPzw. CFRSignals verwendet:
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CFPaxon = CFPaxon, gemesseh CHrc * Alexa Fluor® 594 Cadaveringon

YFPAxon = YFPAxon, gemesgen’l‘ CH:Y * Alexa F|U0r® 594 Cadaverlmeon I CFCFP*
CI:PAxon

CFHngeb

Angesichts der Tagehe, dass bén-vivo Experimenten keine Neurotrace@rbung zur B-
finition entztindlicher Lasionen anhand der Zellinfiltration zur Verfigung stand, wurden die
Lasionen basierend auf der axonalen Morphologie und einer visuellen Einschatzung-des ax
nalenCa*-Signals definiert. Um diese N&herung de&*-Signals vorzunehmen, wurde das
CFRSignal anhand einer roten Lookljabelle (LUT) mit einem Wertebereich von 0 bis
4096 in arbitraren Einheiten dargestellt und mit dem -Bkghal fusioniert, das durch eine
grine LUT mit der gleichen Skalierung reprasentiert wurde. Mit den uber alle Experimente
konstant gehaltenen Detektoreinstellungen fir das- @RB YFRSignal erscheinen Axone

mit eing physiologischerC&*-Konzentratiorin einem orange Farbon, wahrend Agne mit
erhohtem intrazéllaremC&* griinlich erscheinen. Ddiese Veranderungen dést*-Signals

sehr charakteristisch fir EAEAsionen sind, konnten diese genutzt werden, um aktivelLasi
nen fur die Mikroskopie aufzufinden.

3.3.10) Statistische Datenaswertung

Die statistische Auswertungrfolgte in GraphPad Prism 5 (GraphPad Softwadra, Jolla,
California, USA) Alle Ergebnisse wurden als MittelwertStandardfehler deMlittelwertes
(SEM) dargestellt. Falls nicht anders angegeben, wuidalfe Experimente ein ungepaarter
zweiseitiger {Testverwendet und das Signifikanzniveau mit * = p < 0,05 festgelegiurde
angenommen, dasiie Daten normalverteilt sind, wobei aufgrund der kleinen Stichprobe
groRe keine explizite Testung hierfur erfolg&ollten die Mittelwerte vonmehr als zwei
Gruppen miteinander verglichen werden, wurde eine einfi@ko Varianzanalyse (onreay

ANOVA) gefolgt von einer Tukey podtestKorrektur fir multiple Vergleiche verwendet.
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4.) Projektrelevante VVorarbeiten der Arbeitsqruppe

Die ersten Experimente in unserem Labor inavivo Mikroskopie axonaleC&*-Signale im
Kontext derEAE wurden vorAdrian-Minh Schunacher und Christoph Mahler durchgefihrt.
Da deren Ergebnisse den Ausgangspunkt meiner Arbeit darstellen, sollen die wichtgsten A

pekte deren Arbeiten mit Bezug zu meinem eigenen Projekt hier kurz skizziert werden.

In der Arbeitsgruppe on Prof. Kerschensteiner wurde ein dreistufiger Prozess scifie

ben, der als Fokale ¥dnale Degeneration (FAD) bezeichnet wird und beschreibt, welche
morphologischen Veranderungen eines Axons auftreten, wenn dieses im Rahmen der EAE
geschadigt wirdNikic et al., 2011)Mittels in-vivo Ca*-Mikroskopie konnte gezeigt werden,

dass dies morphologischen Veranderungen auch mit Stérungen der axorzHen

Homoosasekorreliert sind Abbildung 10).
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Abbildung 10: Axonale Ca**-Konzentration in akuten EAE-L &sionen und gesunden Kontrollen

Axonale C&*-Konzentrationeranhand der zu den Kontrollen normalisierten YFP/®&fio in akuten EAE
Lasionen in den verschiedenen Stadien der FAD sowie in gesunder Kontrollpopulation. Anhand der &ontrollp
pulation wurde ein Schwellenwert fiir Axone mit erhoht€ef* definiert (Mittelwert der YFP/CFFRatio der
Kontrollen + 3 Standardabweichungen). Violetter rdeh entspricht physiologisch niedrige€a’*-
Konzentration. Prozentzahlen stellen den Anteil an Axonen mit erhdhtem intrazell@aféndar, Balken g-

weils den Mttelwert der YFP/CFHRatio. Abbildungvon AdrianMinh Schumacheradaptieré Version
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AuRRerdem konnte gezeigt werden, dass diese Abweichungen der axGa&ldtegulation

das weitere Schicksal von Axonen im zeitlichen Verlauftibesen. DurchZeitreihenat
nahrren konnte die Dynamik der Verénderungen der axon@kéfikKonzentration besctet

ben werden und eseigte sich, dass Axone mit einarhohten intrazellularerca-
Konzentratioreine hGhereWahrscheinlichkeit hatten, im zeitlichen Verlauf den Prozess der
FAD zu durchlaufen und irreversibel gesclgidiu werden als Axone mit einghysiologisch
niedrigenCa*-Konzentratior{Abbildung 11).

19 %
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Abbildung 11: Ca”" als Pradiktor fur weitere Entwicklung von Axonen Uber Zeit bei akuter
EAE

Darstellung der Wahrscheinlichkeiten pro Stunde, dassAram in Abhangigkeit von seineintrazellularen
C&*-Konzentratiordie einzelnen Stadien deAB durchléuft, wobei linksStadium 0, in der Mitte Stadiuth
und rechts S@ium 2 der FAD dargestellt sind. Abbildungn AdriarMinh Schunacher adaptieré Version.

Es wurden verschiedene mdgliche Mechanismenaxonalen Degeneration im Rahmen der
EAE postuliert Diese beinhalten unter anderem Effekte der GlutamatexzitotoxPRit#tet

al., 2000)und lokale azidotischpH-Wertweranderungen im Rahmen der Entziindungsreakt

on (Friese et al., 2007Allerdingskonnten in unserem Labor die oben beschriebenemvera

derungen des axonaldde’*-Haushaltes bislang weder durch die exogene Applikation von
Glutamatnoch durch azidotischeH-Wertveréanderungen indiert werden. Ein weiterer ba

fig postulierte Mechanismus der axonalen Schéadigung im Kontext der EAE ist der sogenan

te Avirtual hypoxia pathwayo. Dieser Mbesagt,
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stoff- (ROS) und Stickeffspezies (RNS) zu einer Schadigung von Mitochondrien und in der
Folge zu einer Reduktion der AT oduktion in den Zellen kommt. Da ATP dietwendige
Energiequelle fur dieNa™-K*-ATPase ist, fiihrein Mangel an ATP zur Depolarisation der
Zelle und zumAnstieg der intrazellulareiNa’-Konzentration. Dies wiederum bewirkt ein
Umkehr der Transportrichtung desiNC&*-Austauschers (NCX), soda€sf* nun nach -
trazdlular transportiert wird. AulRerdem kommt es Aktivierung von spannungsgesteuerten
Cd*-Kanalen der Plasmamembrdurch den daraus resultierendénstieg der intrazella-

ren C&*-Konzentration werdediverse zellshadigende Prozesse ausgel@sapp und Stys,
2009) Mittels direkter Applikation von Stickstoffmonoxid (NO) auf das Ruckenmada
Mausenkonnte in unserem Labor gezeigt werden, dass durch RNS ein axonaler Deégenerat
onsprozess vergleichbar der FAD und Stérungen der axo@d€rRegulation ausgelost
werdenk ° nnen. I n l bereinsti mmung mi't der Hy po-
konnte die NGnduzierte axonale Schadigung durch eine Vorbehandlung des Ruckenmarks
mit dem NCXAntagonisten Bepridil fast vollkommen verhindert werden. Allerdings zeigte
eine Bdandlung mit Bepridil kinenprotektivenEffekt weder auf die axonale Degeneration
noch auf die axonal€a*-Konzentratiorim Kontext der EAE, sodass diese Befunde rehel
gen, dass NO wahrscheinlich keinen entscheidenden Faktor in der Pathophysiol&oM& der

darstellt.
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5.) Ergebnisse

5.1) Axonale Fluoreszenzfarbstoffaufnahme in akuten EAH _&sionen

Fluoreszenzfarbstoffe wie etwa Texas Red® oder Alexa Fluor®, die an kleine Molekile wie
beispielsweise Dextrane oder Aminosauren gekoppelt sind, wurden bereits als Indikator fir
Lasionen der Zellmembran in Tiermodellen traumatischer -BNl&digung verwentle
(Williams et al., 2014; Simon et al., 200Bin wesentliches Ziel meiner Promotiwamar die
Beantwortung der Frage, ob derartige Membranlasioneniaugontext der akuten EAE {2

3 Tage nach dem Beginn klinischer Symptome) zu beobachten sind und ob diese eine mdog|
che Erklarung fir die in vorherigen Experimenten beobachteten StérungeiCatier
Regulation sein kdnnteZur Bearbeitung dieser Fragestellung injizierte ich kleine Mengen (2
pl) verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in den Subarachnoidalraum des lumbalen-Ricke
marks von CerTN.15-Mausen. In Konfokalmikroskopieaufnahmen von Langsschnitten des
Ruckenmarks zeigtsich in gesunden Kontrolltieren praktisch keine Farbstoffaufnahme in
Axone. Hingegen stellte sich ein relevanter Anteil der Axone, die deird akute EAE
Lasion verliefen,als farbstoffpositiv dar. Dabei wurden entzundliche Lasionen anhand der
Neurotrae®-Farbung des Immunzellinfiltrats identifiziert. Um diesen subjekisuellen
Eindruck zu objektivieren unguantifizierbarzu machen, wurde basierend auf einer gesunden
Kontrollpopulation ein Schwellenwert festgeleglh dessen Uberschreitung ein Axds farb-
stoffpositiv definiert wurde. Dieser Schwellenwert wurde als Mittelwert der Farbstoffintens
tatsratio von Axon zu unmittelbar angrenzender Umgebung + 3 Standardabweichungen (SD)
anhand der Kontrollen berechnetd lieferte Ergebnisse, die mit denswellen Eindruclsehr

gut wereinbarwaren. Auch mit dieser objektiven Auswertung lieRen sich farbstoffpositive
Axone nachwesen. Es zeigte sicldass die axonale Farbstoffaufnahme auf den entziindlichen
Lasionsbereich begrenzt wavpdurch unterstrichen wdy dass es sich hierbei in der Tat um
einen EAEvermittelten Effekt und nichtra ein durch Injektionstraumaerursachtes Artefakt
handelt. Reprasentative Konfokalmikroskopieaufnahmen von gesunden koatrdllakut
kranken EAETieren sim in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Axonale Farbstoffaufnahme zeigt &h nur in akuten EAE-L&sionen

Konfokalmikroskopieaufahmen von fixiertem Rickenmarksgewebe von CerIBl Mausen nach Injektion
von 2 ul Dextran Texas Red® 3000 und 2 Stunden Farbstoffinkubatior(@gefteigt eine Fusiomer Signale
fir Neurotrace® 43/455 (B),die endogen mit YFRingdarbten neuronalent&ikturen (C) und das Texas Red®
Signal (D in einem gesunden Kontraér. In derakutenEAE wurde Neurotrace® 435/45&mwendet, um en
zundlicheLasionen anhand des Ausmal3es der Immunzellinfiltration zu ideetén (F. Aufnahme von Texas
Red® in Axore ist weitgehend auf Axone beschra(i), die durch entziindliche Lasioneariaufen, wobei der
YFP-Kanal (G verwendet wurde, umiel morplologischen Stadien der FARu erfassen. Panel (Btellt eine
Fusion der Bilder (Fj (H) dar. Gr6Renmal3stab: 20 pm



