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1. Einleitung

1.1.Epidemiologie und Risikofaktoren der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzlndlich-degenerative Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS) mit einer Pravalenz von 50 - 300 pro 100 000 Personen, die
schatzungsweise 2,3 Millionen Menschen weltweit betrifft. Die schubformige MS (,,relapsing
remitting multiple sclerosis® oder RRMS) wird durchschnittlich zwischen dem 25. und 29.
Lebensjahr diagnostiziert und geht zwischen dem 40. und 49. Lebensjahr oft in die sekundéar
progrediente MS (,,secondary progressive multiple sclerosis®, SPMS) Uber [3]. Die primar
progrediente MS (,,primary progressive multiple sclerosis®, PPMS) tritt i.d.R. erst spater auf
(zwischen dem 39. und 41. Lebensjahr). Frauen sind von der Erkrankung bis zu 3-mal h&ufiger
als Manner betroffen [4], wobei die PPMS bei beiden Geschlechtern ahnlich haufig vorkommt
[5].

Die genaue Atiologie der MS ist nach wie vor unzureichend geklart. Man geht davon aus, dass
genetische, epigenetische und Umweltfaktoren miteinander interagieren (Abbildung 1) und
gemeinsam zur Entstehung und Progression der Erkrankung beitragen [6]. Eine
epidemiologische Studie mit Daten aus dem danischen MS-Register konnte zeigen, dass das
Erkrankungsrisiko bei Verwandten 1. Grades von Betroffenen ca. siebenmal hoher ist im
Vergleich zum Risiko der restlichen Bevolkerung [7]. In Ubereinstimmung mit diesen
epidemiologischen Daten haben neuere internationale genomweite Assoziationsstudien bis
heute insgesamt ber 230 genetischen Risikovarianten und tiber 400 putativen Risikovarianten
identifiziert, die gemeinsam ~48% der geschétzten Heritabilitat der MS erklaren kénnen.
Obwohl die genauen Funktionen der meisten Risikogenen noch unklar sind, ist ein Grof3teil
dieser Gene in peripheren Immunzellen wie B-Zellen, T-Zellen und natlrliche Killerzellen
(NK-Zellen) Uberrepréasentiert [8]. Obgleich die Mehrheit der Risikogene von peripheren
Immunzellen exprimiert werden und in immunologischen Prozessen involviert sind, weisen
Daten aus genomweiten Assoziationsstudien und experimentellen Studien sehr klar auf die

Beteiligung der Gliazellen an der MS-Pathogenese hin [8].



Gen-Umwelt-Interaktion

MS-Inzidenz

Abbildung 1: Prinzip der Interaktionseffekte zwischen Risikofaktoren — adaptiert aus [9]: die MS-
Inzidenz steigt bei doppelt-exponierten Personen starker an als durch die Summe der absoluten Effekte
durch die einzelnen Risikofaktoren (orange, grau) zu erwarten ware. Diese zusatzliche Risikoerh6hung
ist auf den Interaktionseffekt zwischen beiden Risikofaktoren zurtickzufiihren (gelb).

Umweltfaktoren, die das Risiko flr Erkrankung an MS erh6hen, sind Vitamin D-Mangel (v.a.
durch reduzierte UV-Exposition), Nikotinabusus, Adipositas in der Adoleszenz [10] sowie
einer durchlaufenen Infektionen mit Epstein-Bar-Virus oder Varizella-Zoster-Virus [11, 12].
Der hohe Stellenwert der Umweltfaktoren bei der Entstehung der Erkrankung l&sst sich u.a.
durch Migrationsstudien gut nachweisen. So zeigen diese, dass das Erkrankungsrisiko bei
Personen, die vor der Adoleszenz aus einem Land mit niedriger MS-Prévalenz in eines mit
hoher MS-Prévalenz migrierten, vergleichbar ist mit Personen, die in einem Land mit hoher
MS-Prévalenz geboren und dort dauerhaft wohnhaft sind [13].

Die aktuelle Evidenzbasis unterstiitzt zudem eine starke Assoziation zwischen der Epstein-Barr
Virus (EBV)-Seroprévalenz und einer MS Erkrankung. Zum einen zeigt sich bei 83-90% der
Erwachsenen auf der westlichen Hemisphdre ein serologischer Nachweis des EBV [14], zum
anderen ist die Seroprévalenz bei MS-Patienten signifikant erhdht und liegt bei fast 100% [15].
Weiterhin betrégt das relative Risiko (RR) fur die Erkrankung an MS nach friiherer infektitser
Mononukleose ~2,17 [16]. Das relative Risiko potenziert sich durch das zusétzliche
Vorhandensein des Risikoallels HLA-DRB1*15:01 auf ~7 [17]. Es gibt nur begrenzte Evidenz
dafiir, dass EBV-infizierte Zellen im Gehirn von MS-Patienten vorhanden sind, weswegen das
Thema nach wie vor kontrovers diskutiert wird [18]. Trotz der zahlreichen Assoziationen bleibt
die Frage offen, ob EBV eine kausale Rolle bei der Entstehung der MS spielt. So kdnnte
beispielsweise die starkere humorale Antwort auf EBV bei MS-Patienten Folge einer
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genetischen Pradisposition fur die demyelinisierende Erkrankung sein und kein atiologischer
Faktor [9]. Ein starkes Argument fur die kausale Rolle der EBV-Infektion bei der Entwicklung
der MS bringt eine neulich publizierte Studie. Diese zeigte, dass die Infektion mit EBV mit
einem relativen Risiko von ~32 fir die Entwicklung von MS einhergeht. Zudem fiihrte die
EBV-Serokonversion zu einem Anstieg des Serumspiegels der Neurofilament-Leichtketten, ein

unspezifischer Biomarker fir Neurodegeneration [19].
1.2.Klinischer Verlauf, Diagnose und Therapie der Multiplen Sklerose

Das MS-Phénotypenspektrum wird in vier Subtypen unterteilt: klinisch isoliertes Syndrom
(,,clinically isolated syndrome®, CIS), schubférmig-remittierende MS, sekundar progrediente
MS und primér progrediente MS [20]. Als klinisch isoliertes Syndrom (Abbildung 2A) wird
die erste klinische Attacke einer mutmaRlich entzlndlich-demyelinisierenden Erkrankung
bezeichnet. Die diagnostischen MS Kriterien nach McDonald (Tabelle 1) sind dabei nicht
erfillt, weshalb die Diagnose der MS (noch) nicht gestellt werden kann [21]. Das CIS ist somit
ein Risiko- bzw. Frihstadium der manifesten Multiplen Sklerose. Die schubférmig-
remittierende Form macht etwa 85-90% der MS-Erstmanifestationen aus. Sie ist durch das
Auftreten von rezidivierenden klinischen Attacken (Schiiben, Exazerbationen) gekennzeichnet
(Abbildung 2A), die sich (un-)vollstandig zurtckbilden kénnen [22]. Definitionsgemal besteht
zwischen den Schiben eine nur minimale Behinderungszunahme, wobei nur ein sehr kleiner
Teil der akuten Schibe zu dauerhafter Behinderung fihrt [23]. Ca. 10-20 Jahre nach dem
Beginn der Erkrankung geht eine RRMS meistens in die SPMS Uber (Abbildung 2A) [25].
Charakteristisch fur die SPMS ist eine progrediente Behinderungszunahme mit oder ohne
aufgesetzte Schibe, inkomplette Remissionen und Plateaus [20]. Die Behinderung resultiert
aus den sich zunehmend verschlechternden heterogenen Symptomen (Abbildung 3) und wird
systematisch z.B. mittels der ,, expanded disability status scale “ (EDSS) erfasst [26]. Etwa 10%
der neu diagnostizierten MS-Falle prasentieren sich als PPMS [27]. Dieser Phanotyp wird durch
eine progrediente Behinderungszunahme mit Diagnosebeginn mit gelegentlichen Plateaus, nur

kleinen Besserungen und seltenen akuten Schilben charakterisiert (Abbildung 2B) [20].
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Abbildung 2: Klinische Verlaufsformen der Multiplen Sklerose — adaptiert aus [28]: (A) zeigt
verschiede Verlaufsformen der MS — (1) praklinische Phase, bei der die entziindlichen Schiibe klinisch
stumm verlaufen; (2) klinisch isoliertes Syndrom (KIS/CIS), bei dem es sich um die erste klinische
Manifestation eines akuten demyelinisierenden Prozesses handelt. Dabei sind die Diagnosekriterien der
MS (noch) nicht erfillt. (3) Die schubformig remittierende MS wird durch das Vorkommen
neurologischer Defizite im Rahmen von Schiiben gekennzeichnet, die sich (in)komplett zuriickbilden
konnen. (4) Etwa 10-20 Jahre nach Beginn der Erkrankung gehen die meisten Formen der schubférmig-

9



remittierenden MS in sekundar progressive MS (ber [25], die sich durch progrediente
Behinderungszunahme kennzeichnet. (B) illustriert den Verlauf der priméar progredienten MS, bei der
die progrediente Behinderungszunahme seit dem Beginn der Erkrankung vorhanden ist und i.d.R. ohne
aufgesetzte akute Schiibe verlauft.

Symptompriivalenz

Fatigue - J
Spastik + ]
Blasenstérungen - ]

Ataxie Tremor + 1

Schmerz - 1

Kognitive Stérungen - ]

Depression 4 ]
Storung der Okulomotorik - I

Darmstérungen l
L)

1 ) L)
0% 20% 40% 60% 80%

Abbildung 3: Prozentuale H&aufigkeit der klinischen Manifestationen der MS — modifiziert aus [1].

MS ist eine primér Kklinische Diagnose — sie wird erst dann gestellt, wenn (1) die 2017
McDonald Kriterien (Tabelle 1) erfillt sind und (2) es keine bessere Erklarung fur die klinische
Présentation als eine MS gibt. Zwei Kernvoraussetzungen der Diagnosekriterien sind die
ortliche und zeitliche Dissemination von entziindlich-demyelinisierenden Lasionen innerhalb
des ZNS. Die 0rtliche Dissemination impliziert einen multifokalen ZNS-Prozess und ist durch
Lasionsentstehung in mindestens zwei der vier MS-typischen anatomischen Lokalisationen
(periventrikular, kortikal bzw. juxtakortikal, infratentoriell, spinal) definiert. Fur die zeitliche
Dissemination ist die Entstehung von neuen Lasionen tber die Zeit erforderlich [29]. Fir deren
Nachweis kénnen sowohl objektive Befunde von der korperlichen Untersuchung als auch
laborchemische, neurophysiologische und bildgebende Verfahren zur Anwendung kommen.
Die anamnestischen Angaben zu einer mutmalilichen klinischen Attacke missen also durch

objektive klinische Evidenz gestiitzt werden (Tabelle 1).
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Klinische Anzahl der Lasionen mit Zusatzliche Daten, die fur die MS-

Attacke(n) objektiver klinischer Diagnose notwendig sind
Evidenz

> 2 klinische >2 Keine

Attacken

> 2 klinische 1 (und eindeutige Keine

Attacken anamnestische Angaben Uber
eine weitere

vorausgegangene Attacke
I.R. einer L&sion an einem
anderen anatomischen Ort)
> 2 klinische 1 Ortliche Dissemination, demonstriert
Attacken durch eine weitere klinische Attacke
i.R. einer Lasion an einem anderen
anatomischen Ort oder durch MRT

1 klinische Attacke | >2 Zeitliche Dissemination,
demonstriert durch eine weitere
klinische Attacke oder durch MRT
ODER Nachweis von Liquor-
spezifischen oligoklonalen Bandern
1 klinische Attacke |1 Ortliche Dissemination, demonstriert
durch eine weitere klinische Attacke
i.R. einer Lasion an einem anderen
anatomischen Ort oder durch MRT
UND

Zeitliche Dissemination,
demonstriert durch eine weitere
klinische Attacke oder durch MRT
ODER Nachweis von Liquor-
spezifischen oligoklonalen Bandern
Tabelle 1: Die 2017 McDonald Kriterien fir die Diagnose einer MS bei Patienten mit klinischer Attacke
— adaptiert aus [29] - die McDonald Kriterien haben nur dann einen diagnostischen Stellenwert, wenn
es einen klinischen Verdacht auf MS besteht und die klinische Prasentation durch eine andere
Erkrankung nicht zu erkl&ren ist.

Die MS-Behandlung umfasst drei Therapiesdulen — die Schubtherapie, die
verlaufsmodifizierende Therapie und die symptomatische Therapie. Das Ziel der Schubtherapie
ist eine rasche Rulckbildung der akuten, funktionseinschrankenden Symptome, die
Langzeitprognose, sowie die Schubfrequenz werden hingegen nicht beeinflusst [30]. Als Mittel
der ersten Wahl im akuten Schub gilt die anti-inflammatorische Methylprednisolon-
Hochdosistherapie [31]. Die Ziele der verlaufsmodifizierenden Therapie sind die Reduktion der
Schubh&ufigkeit, die Verringerung der Krankheitsaktivitdit und die Verzogerung der
Krankheitsprogression. Die meisten verlaufsmodifizierenden Medikamente (Tabelle 2) wurden
fur Patienten mit RRMS und CIS entwickelt, wirken primar immunmodulierend und zeigen nur

indirekte Effekte auf die ZNS-intrinsischen degenerativen Prozesse [6]. Diese ZNS-
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intrinsischen  zytodegenerativen ~ Kaskaden  spielen  wahrscheinlich  bei  der
Behinderungszunahme im Rahmen der progressiven Phasen der Erkrankung eine zentrale
Rolle, weswegen die zurzeit verfigbaren Therapieoptionen bei Patienten mit PPMS und SPMS
nur begrenzt wirksam sind (Tabelle 2) [2]. Es ist bemerkenswert, dass bisher nur wenige
zugelassene Medikamente zur Verfligung stehen, die eine direkte oligodendroglio- bzw.
neuroprotektive Wirkung im ZNS entfalten und/oder die Remyelinisierung demyelinisierter
Axone fordern. Eine mogliche Erklarung dafir sind die kargen Kenntnisse tiber Mechanismen,
die die Oligodendrozyten-De- und Regeneration im Rahmen der MS férdern und vorantreiben
[32].

Wirkstoff Wirkmechanismen Relative Indikation Quellen
Reduktion der
Schubfrequenz
Interferon B-1a | Reduziert die 33% CIS, [33, 34]
Antigenprésentation, die RRMS,
T-Zell-Proliferation, die aktive
Expression SPMS

proinflammatorischer
Zytokine, fordert ein
antiinflammatorisches

Milieu

Interferon B-1b | Reduziert die 34% CIS, [33]
Antigenprésentation, die RRMS,
T-Zell-Proliferation, die aktive
Expression SPMS

proinflammatorischer
Zytokine, fordert ein
antiinflammatorisches

Milieu

Glatirameracetat | Kompetitive Hemmung 29% CIS, [35]
der MHC-Molekdile der RRMS,
APZ, fordert die aktive
Proliferation der SPMS
antiinflammatorischen
Th2-Zellen

Dimethylfumarat | Reduziert die 51% CIS, [36]
Ausschuttung RRMS,
proinflammatorischer aktive
Zytokine und aktiviert SPMS

antioxidative
Signaltransduktionswege

(Nrf2)
Teriflunomid Hemmt die Proliferation | 31% CIS, [37]
autoreaktiver B- und T- RRMS,

Zellen sowie die
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Interaktion zwischen T-

aktive

Zellen und APZ SPMS
Fingolimod Modulator der S1P- 52% CIS, [38]
Rezeptoren, der die RRMS,
Migration von aktive
Lymphozyten aus den SPMS
Lymphknoten und deren
Rezirkulation inhibiert
Siponimod Selektiver Modulator der | 21%8 CIS, [39]
S1P1- und S1P5- RRMS,
Rezeptoren, der die aktive
Migration von SPMS
Lymphozyten aus den
Lymphknoten und deren
Rezirkulation inhibiert
Ozanimod Selektiver Modulator der | 38%* CIS, [40]
S1P1- und S1P5- RRMS,
Rezeptoren, der die aktive
Migration von SPMS
Lymphozyten aus den
Lymphknoten und deren
Rezirkulation inhibiert
Natalizumab Humanisierter 68% CIS, [41]
monoklonaler RRMS,
Antikorper, der a-4 aktive
Integrin blockiert und SPMS
somit die
Lymphozytenmigration
durch die Blut-Hirn-
Schranke verhindert
Cladribin Synthetischer Purin- 58% RRMS, [42]
Antimetabolit, der zur aktive
Depletion der CD4* T- SPMS
Zellen und Gedéachtnis-
B-Zellen fihrt
Alemtuzumab Humanisierter 60%* RRMS, [43]
monoklonaler Antikorper aktive
gegen CD52+ T-Zellen, SPMS
B-Zellen, NK-Zellen und
Monozyten
Ocrelizumab Humanisierter 47%*; 15%8 CIS, [44, 45]
monoklonaler Antikorper RRMS,
gegen B-Zellen- aktive
Oberflachenantigen SPMS,
CD20 PPMS
Ofatumumab Monoklonaler Antikorper | 55%% CIS, [46]
gegen B-Zellen- RRMS,
Oberflachenantigen aktive
CD20 SPMS,
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Tabelle 2: Verlaufsmodifizierende Therapie der Multiplen Sklerose — in Anlehnung an [6]: APZ —
antigenprasentierende  Zellen, S1P -  Sphingosin-1-Phosphat. Die  Ergebnisse  zur
Medikamentenwirksamkeit stammen aus unterschiedlichen, unabhangigen Studien. Die Wirkstoffe
wurden im Rahmen der Studien entweder mit Placebo oder mit einem anderen Wirkstoff (*Interferon g,
tTeriflunomid) verglichen. §Relative Risikoreduktion fiir bestdtigte Behinderungszunahme [39].

1.3.Pathologie und Pathophysiologie der Multiplen Sklerose

MS ist eine chronische Erkrankung des ZNS, die durch fokale entzindlich-demyelinisierende
Lasionen (Plaques) gekennzeichnet ist. Diese disseminierten Plaques kénnen sowohl in der
weilen als auch in der grauen Substanz des ZNS auftreten und sind das pathologische Korrelat
neurologischer Defizite [47]. Auf histopathologischer Ebene ist die MS durch massive
Oligodendrozyten-Degeneration mit fokaler sowie diffuser Demyelinisierung und ggf.
Remyelinisierung charakterisiert. Diese Oligodendrogliopathie wird zudem durch Mikrogliose,
Astrozytose, Neurodegeneration und Infiltration peripherer Immunzellen begleitet [48]. Diese
Merkmale treten sowohl bei der schubférmigen als auch bei den progredienten Formen der MS
auf, wenngleich sie phasenabhédngig und interindividuell quantitativ und qualitativ stark
variieren [49]. Obwohl die akuten entziindlichen Lé&sionen viele Gemeinsamkeiten teilen, gibt
es auch relevante Unterschiede, die wahrscheinlich die Heterogenitat zugrundeliegender
Pathomechanismen widerspiegeln [50]. Lucchinetti et al. haben die akuten MS-L&sionen vor
mehr als 20 Jahren im Rahmen einer grof3-angelegten histopathologischen Studie genau
beschrieben und in vier Subtypen unterteilt (Tabelle 3).

Die Typ I- (,, pattern 1) Lasionen kamen bei 15% der biopsierten Patienten vor und waren
durch perivaskulare Demyelinisierung, entzindliche Infiltrate, bestehend aus T-Zellen,
Makrophagen und Mikroglia, gekennzeichnet. Die Typ Il- (,, pattern I1) Lasionen waren mit
58% die h&aufigste Form unter den MS-Biopsaten. Sie waren dhnlich wie die Typ | Lasionen
durch perivendse Demyelinisierung, assoziiert mit T-Lymphozyten und Makrophagen,
gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu waren nur die Typ Il-L&sionen durch Immunoglobulin-
und Komplementfaktorablagerungen auf dem Myelin charakterisiert. In 26% der MS-Biopsate
traten die sogenannten Typ I11- (,, pattern 111 ) Lasionen auf, die sich deutlich von allen anderen
Subtypen unterschieden. Die Demyelinisierungsherde waren nicht nur mit entzindlichen
Infiltraten, sondern auch mit apoptotischen Oligodendrozyten assoziiert. Bei diesem
Lasionssubtyp schien die Demyelinisierung sowohl durch immun-vermittelte (T-Zellen,
Makrophagen) als auch durch metabolische (u.a. mitochondriale Dysfunktion, reaktive
Sauerstoff-/Stickstoffspezies) Oligodendrozyten-Degeneration angetrieben zu werden [48].

Die Typ IV- (,, pattern IV ) L&sionen kamen bei nur 1% der MS-Biopsaten vor und waren durch
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eine massive nicht-apoptotische Oligodendrozyten-Degeneration charakterisiert. Wahrend bei
Typ lund Il Lasionen die Remyelinisierung ein h&ufiges Phanomen war, kam es bei den beiden
anderen Lasionssubtypen (111 und 1V) kaum zur Rekrutierung von Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen und zur Remyelinisierung. Eine mdgliche Erklarung dafir konnte die
unterschiedlichen Mechanismen der Oligodendrozyten-Degeneration in den verschiedenen
Subpopulationen sein [48]. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnten Ergebnisse aus
einer in vitro Studie zeigen, dass eine Hemmung des Komplex IV der Atmungskette die
Differenzierung der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen inhibiert [51]. Trotz der
interindividuellen Heterogenitat zeigt sich bei den meisten MS Patienten eine intraindividuelle
Homogenitét der aktiven Lasionstypen — es scheint, dass bei einem bestimmten Patienten ein

fihrender immunopathologischer Muster tber die Zeit dominiert [52].

Typ | Typ Il Typ 11 Typ IV

T-Zellen + + + +
Makrophagen + + + ++
C9neo - ++ - -
Immunoglobuline - ++ -

Perivendse Demyelinisierung + + - +
Oligodendrozyten-Apoptose - - +

Remyelinisierung ++ ++ - -

Tabelle 3: Histopathologische Merkmale der MS-Lasion-Subtypen — in Anlehnung an [50]: C9neo —
Komplementfaktor C9; Wahrend die Lasionsentstehung und -progression der ersten 2 Lasionstypen
vermutlich durch immun-vermittelte Oligodendrogliopathie angetrieben wird, spielen bei der
Entstehung und Progression der Typ Il L&sionen zuséatzliche metabolische Faktoren, die eine
Oligodendrozyten-Apoptose auslésen.

Der Oligodendrozyten-Verlust scheint eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Progression
der entziindlichen Lé&sionen sowie der Pathogenese der Multiplen Sklerose zu spielen. Die
genauen Mechanismen, die zur Lasionsbildung im ZNS fihren, sind jedoch trotz intensiver
Forschung bis heute nur ansatzweise verstanden. Die urspriingliche und am weitesten
akzeptierte Hypothese fur die Entstehung der MS ist die sogenannte ,, outside-in “ Hypothese
(Abbildung 4). Diese besagt, dass autoreaktive Lymphozyten gegen (noch) unbekannte
Myelinantigene von zentraler Bedeutung fur die Krankheitsentstehung sind. Diese setzen eine
Immunkaskade in Gang und fuhren letztendlich zu Demyelinisierung und axonaler Schadigung
[53]. Der entzundliche Charakter der Erkrankung lasst sich u.a. durch die flr eine Entziindung
typischen laborchemischen und radiologischen Verénderungen bei MS Patienten (Tabelle 1)
sowie Daten aus histopathologischen Studien und genomweiten Assoziationsstudien gut

dokumentieren [8, 50]. Weiterhin greifen alle zurzeit verfligbaren Medikamente Uber diverse
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Mechanismen in die Funktionsweise der Immunzellen ein (Tabelle 2). Obwohl die Beteiligung
des Immunsystems an der Pathogenese der Erkrankung unstrittig ist, bestehen einige
Widerspriichlichkeiten, die gegen eine priméare autoimmune Genese und fur die sog. ,, inside-
out“ Hypothese (Abbildung 4) sprechen. Ein Beispiel dafir ist die begrenzte Wirksamkeit der
verlaufsmodifizierenden Pharmakotherapie gegen die Behinderungszunahme [54]. Obwohl die
immunmodulierenden Medikamente hochwirksam hinsichtlich der Reduktion der
Schubfrequenz und der Neuroinflammation bei der RRMS sind, ist deren Wirksamkeit bei den
progredienten Formen der Erkrankung nur gering bis maRig (Tabelle 2) [5]. Diese klinische
Beobachtung deutet auf zusétzliche Faktoren, die zum Fortschreiten der Erkrankung beitragen

und kaum durch die zurzeit zur Verfligung stehenden Behandlungsoptionen beeinflusst werden

koénnen.
ZNS
Zytodegeneration
Loutside-in* winside-out*
Modell Modell
Autoimmunitit
Peripherie

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Erklarungsmodelle fir die Entstehung der MS — in
Anlehnung an [54]: Laut dem ,, outside-in“ Modell lost eine primdre autoimmune Antwort eine
sekunddre zytodegenerative Kaskade im zuvor intakten ZNS aus. Das ,, inside-out Modell besagt, dass
eine primére ZNS-intrinsische zytodegenerative Kaskade zu einer sekundéaren Immunantwort im ZNS
von Personen mit autoimmuner Veranlagung flhrt.

Das ,,inside-out“ Modell besagt, dass zu Beginn der Erkrankung, der nicht mit der ersten
klinischen Manifestation zu verwechseln ist, ZNS-intrinsische zytodegenerative Prozesse
stattfinden. Diese losen eine sekundare Immunantwort bei Personen mit autoimmuner
Diathese aus [54]. Die initialen zytodegenerativen Kaskaden konnten die Oligodendrozyten und
deren Biomembran betreffen und eine groRe Menge an Antigenen mit hohem immunogenem
Potential (z.B. basisches Myelinprotein, Myelinlipide) freisetzen [55]. Die direkt oder indirekt
durch Autoantigene rekrutierten autoreaktiven Immunzellen 16sen eine neuroinflammatorische

Kaskade aus. Diese verstarkt wiederum die initiale Oligodendrozyten- und ggf.
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Neurodegeneration. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnten Rodriguez et al. in
einer Pionierarbeit Hirnbiopsate von MS-Patienten in Friihstadien ultrastrukturell untersuchen
und Evidenz fur eine sog. ,, dying-back “ Oligodendrogliopathie sammeln [56]. Bei dieser Art
der Oligodendrozyten-Degeneration sind morphologische Abnormalitaten (Erweiterung und
Akkumulation von Organellen) nur am distalen Ende der Oligodendrozytenfortsétze (innerste
Myelinscheide) nachweisbar. Das proximale Segment der Myelinscheide sowie das Axon sind
dabei (noch) intakt. Bei einer immun-vermittelten Oligodendrogliopathie wirde man im
Gegensatz dazu erwarten, dass zuerst die duRBerste Myelinscheide geschédigt ware. Aullerdem
tritt die ,, dying-back ““ Oligodendrogliopathie haufig auRerhalb von Entziindungsherden auf und
spricht somit fir eine nicht inflammatorische Genese des Oligodendrozytenuntergangs. Ein
ahnliches Phanomen wird auch bei einer Intoxikation mit dem Kupferchelator Cuprizone
beobachtet [57]. Neuere histopathologische Studien lieferten weitere Evidenz fur das ,, inside-
out“ Modell der Lasionsbildung. Barnett und Prineas konnten das ZNS von Patienten mit
fulminant verlaufender MS und somit sehr frihen aktiven Lé&sionen (Stunden — Tage)
untersuchen. In diesen perakuten L&sionen konnte man apoptotische Oligodendrozyten und
aktivierte Mikrogliazellen mit ganz wenigen Lymphozyten oder Myelin-Phagozyten
nachweisen. Sowohl die Myelinscheiden als auch die Neurone erschienen in diesen L&sionen
intakt [58]. Andere Autoren haben jedoch vorgeschlagen, dass die Patienten, die Barnett und
Prineas in ihrer Studie beschrieben haben, an Neuromyelitis-optica-Spektrum-Stérungen und
nicht an MS gelitten haben [48]. Unabhangig davon konnten Daten von anderen Laboren
eindeutig zeigen, dass die demyelinisierende Kaskade bei MS-Patienten prinzipiell mit
Oligodendrozyten-Degeneration und gleichzeitiger Mikroglia-Aktivierung beginnen kann [59].
Trotz uneinheitlicher Nomenklatur handelt es sich bei den beschriebenen Lasionen
(,,praaktive*/,,Jangsam expandierende‘’/,,schwelende” Léasionen) wahrscheinlich um gleiche
histopathologische Entitaten [60, 61]. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Henderson et al.,
die in friihen, pra-phagozytaren L&sionen Oligodendrozyten-Verlust, -Apoptose und fokale
Mikrogliose mit nur wenigen peripheren Immunzellen finden konnten [62]. Im Einklang mit
diesen Daten konnten wunsere und andere Arbeitsgruppen kirzlich zeigen, dass
Oligodendrozyten-Degeneration und Mikrogliose im Prinzip eine sekundére periphere
Immunzellinvasion unter bestimmten experimentellen Bedingungen auslésen kénnen [63, 64].
Andere Autoren haben sogar vorgeschlagen, dass die Formierung dieser frihen L&sionen mit
metabolischem Oligodendrozyten-Stress (z.B. durch mitochondriale Dysfunktion, freigesetzte

Hitzeschockproteine, reaktive Stickstoffspezies) beginnt [60, 65]. Das kann insbesondere bei
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Typ Il Lasionen (Tabelle 3) der Fall sein, bei denen Oligodendrozyten-Apoptose ein zentrales
histopathologisches Merkmal ist. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnten Veto, Acs
et al. zeigen, dass mitochondriale Schadigung, die u.a. durch die Aktivierung der poly(ADP-
Ribose)-Polymerase vermittelt wird, entscheidend fir die Oligodendrozyten-Apoptose in MS
Lasionen ist [66].

Unabhéngig davon, ob der Oligodendrozytenuntergang das initiale Ereignis ist, flhren die in
die Peripherie freigesetzten immunogenen Mpyelinbestandteile hdchstwahrscheinlich zur
Rekrutierung peripherer Leukozyten, wie Monozyten, Granulozyten, T-Zellen und B-Zellen.
Diese wandern uUber die gestorte Blut-Hirn-Schranke ins ZNS und flihren zur
Lasionsprogression [67].

Eine weitere (noch) nicht so gut etablierte Route zur Leukozytenmigration ist Gber das Plexus-
choroideus-Stroma [68]. Der Plexus choroideus ist ein vaskuldres Konvolut in den
Hirnventrikeln, das aus Epithelzellen (sog. Ependymzellen), fenestrierten Blutgefalen und
Stroma bestent [69]. Zu dessen Hauptfunktionen z&hlen die Produktion von Liquor
cerebrospinalis und die Formierung der Blut-Liquor-Schranke. Neulich gewonnene
Erkenntnisse weisen auf eine zentrale Rolle des Plexus choroideus bei der Immuniiberwachung
im ZNS [70]. AuRerdem korreliert die Anzahl und der Subtyp der Immunzellen im Liquor
cerebrospinalis mit der Anzahl der ZNS-Lé&sionen und der Krankheitsprogression bei MS
Patienten [71]. Leukozyten konnen i.d.R. aus der Blutbahn ber fenestrierte Kapillaren ins
Plexus-choroideus-Stroma gelangen [72]. Dort interagieren sie mit den ansassigen MHC-I1-
exprimierenden dendritischen Zellen und Makrophagen und werden durch diese wahrscheinlich
moduliert [73]. Zunehmende Evidenz deutet darauf hin, dass im Rahmen der
Neuroinflammation die Chemokinexpression (z.B. CCL20, IL-13, IL-10) der Plexus-
Epithelzellen induziert wird. Diese Chemokine schaffen ein pro-inflammatorisches Milieu, das
vermutlich die transepitheliale Leukozytenmigration (z.B. CCR67CD4T-Zellen) uber den
Liquor cerebrospinalis ins ZNS erleichtert [68, 74]. Obwohl dieser Migrationsweg in der
Literatur weniger beachtet ist, spielt der Plexus choroideus vermutlich eine Rolle bei der
Immunzellinvasion ins ZNS im Rahmen der Multiplen Sklerose.

Unabhéngig von der Migrationsroute ist die Infiltration des ZNS durch Immunzellen ein
typisches histopathologisches Merkmal der MS Lasionen. Im Rahmen der Lasionsentstehung
und -progression nehmen wir ein intensives Zusammenspiel nicht nur zwischen Gliazellen,
sondern auch zwischen den Gliazellen und den rekrutierten Immunzellen an [75]. Dies kann

insbesondere auf die Typ Il Lé&sionen zutreffen, bei denen sowohl apoptotische
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Oligodendrozyten als auch Immunzellinfiltrate vorkommen (Tabelle 3). Der hohe
Energieumsatz sowie der geringe Anteil an anti-oxidativen Enzymen der Oligodendrozyten
machen sie fir oxidativen Stress besonders anfallig. So koénnen beispielsweise pro-
inflammatorische Zytokine (Lymphotoxin, IFNy, TNFa) die u.a. durch aktivierte
Mikrogliazellen sezerniert werden, pro-apoptotische Signalwege bei den Oligodendrozyten in
Gang setzen. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass die Oligodendrozyten sowie deren
Vorlauferzellen nicht nur Opfer, sondern auch zentrale Regulatoren der Neuroinflammation im
Rahmen der MS sind [75]. Kirby et al. konnten in einem MS-Mausmodell zeigen, dass das
durch Astrozyten freigesetzte IFNy ein bestimmtes Expressionsprofil (Immunoproteasom,
MHC-1) bei den Oligodendrozyten-Vorléuferzellen induziert, das mit Antigenprozessierung
und -prasentation assoziiert ist [76]. Das fiihrt zu einer Interaktion zwischen den MHC-I-
exprimierenden Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und den CD8* T-Zellen im Sinne von
Antigenprésentation, die letztendlich in Degeneration der prasentierenden Zellen mindet und
die Remyelinisierung dadurch verhindert. Weitere praklinische Studien haben gezeigt, dass
gestresste Oligodendrozyten (z.B. durch metabolische Stdrungen, oxidativen Stress,
Inflammation) zur Neuroinflammation beitragen, indem sie beispielsweise Mikrogliazellen
aktivieren und rekrutieren [77]. Obwohl die rekrutierten Mikrogliazellen zur
Oligodendrozyten-Degeneration und Demyelinisierung beitragen kdnnen, sind sie auch in der
Lage die Remyelinisierung zu fordern [75]. Die Phagozytose der Myelinbestandteile nach
Demyelinisierung durch die Mikroglia ist eine Voraussetzung fir die Rekrutierung und
Differenzierung der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen [78]. Zusammenfassend weisen
zahlreiche préaklinische und histopathologische Studien auf ein intensives und komplexes
Zusammenspiel zwischen gestressten Oligodendrozyten und den restlichen Hirnzellen sowie
peripheren Immunzellen auf, die zur Entstehung demyelinisierender Lasionen beitragen. Die
Mechanismen, tiber die die gestressten Oligodendrozyten mit peripheren Immunzellen im ZNS
interagieren, sind nicht so gut verstanden wie die Interaktionssignalwege bei den Immunzellen.
Diese Tatsache spiegelt sich auch im MS-Behandlungsarmamentarium eindeutig wider
(Tabelle 2), das vor allem die Immunzellsignalwege beeinflusst. Dies kdnnte zum Beispiel

durch Mangel an geeigneten préklinischen Modellen erklart werden.
1.4.Mausmodelle der Multiplen Sklerose

MS st eine Erkrankung, die nur bei Menschen vorkommt, weswegen kein singuléres
Tiermodell die Komplexitat der Erkrankung widerspiegeln kann. Trotzdem sind préklinische

Modelle ein unverzichtbares Werkzeug zur Untersuchung einzelner pathophysiologischer
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Aspekte der MS. Weiterhin erlauben uns préaklinischen Modelle die Testung neuer
Behandlungsansatze in vivo — ein unerlasslicher Schritt vor der Translation in die klinische
Praxis [79].

Die am hé&ufigsten verwendeten Tiermodelle im Bereich der MS-Forschung sind die Modelle,
die unter dem Begriff der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
zusammengefasst sind. Im Rahmen der EAE l6sen autoreaktive T-Zellen eine inflammatorische
Kaskade aus, die in Neurodegeneration und Demyelinisierung im Bereich des Riickenmarks,
des Kleinhirns und des optischen Nervs miindet [80]. Das Vorderhirn ist dabei weniger stark
betroffen [81]. Die EAE gilt deswegen als ein Modell, das die autoimmunen Aspekte der
Multiplen Sklerose gut widerspiegelt. Klinisch imponieren i.d.R. eine von kaudal nach rostral
progrediente Parese bis zur Plegie sowie progrediente Ataxie. Zur Induktion einer aktiven EAE
werden die Tiere (oft C57BL/6 Maé&use) mit einem Myelinantigen (z.B. Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoproteinss.ss oder MOGss-ss), das mit komplettem Freund-Adjuvans
(CFA) emulgiert wurde, subkutan immunisiert [59]. Eine anschlielende Injektion mit Pertussis-
Toxin (PTX) sorgt fir eine Potenzierung der Krankheitsschwere [79]. Abhangig vom
verwendeten Myelinantigen und von der Tierart bzw. dem Mausstamm entwickeln die Tiere
eine  monophasisch-akute, monophasisch-chronische, schubférmige oder sekundar
progrediente EAE [82]. Auf zelluldarer Ebene werden die Myelinantigene nach der
Immunisierung durch lokale Antigen-prasentierende Zellen aufgenommen, prozessiert und
Teile davon auf die MHC-II Rezeptoren présentiert. Die Antigen-prasentierenden Zellen
wandern dann zu sekundéren lymphatischen Organen, wo sie mit naiven CD4* T-Zellen
interagieren und diese zu enzephalitogenen Thl- und Th17-Zellen differenzieren [59]. Diese
autoreaktiven T-Zellen infiltrieren dann das ZNS (ber die Blut-Hirn-Schranke bzw. die Blut-
Liquor-Schranke und werden durch ZNS-Antigen-prasentierende Zellen reaktiviert. Im
Anschluss setzten sie durch die Produktion zahlreicher Zytokine (IFNy, IL-17, IL-21, IL-22)
eine entzindliche Kaskade in Gang, die Uber die Rekrutierung weiterer peripherer und
ansassiger Immunzellen zur Neurodegeneration und zur Demyelinisierung flhren [83].
Insgesamt hat sich die EAE als ein exzellentes Werkzeug zur Untersuchung der Rolle des
adaptiven Immunsystems bei der Oligodendrogliopathie und der Formierung von MS Lasionen
bewiesen. Die ZNS-intrinsischen zytodegenerativen Mechanismen, die zur Lasionsentstehung
beitragen und moglicherweise fur die Behinderungszunahme zustandig sind, kdnnen mittels der
EAE nur bedingt untersucht werden. Diese Tatsache hat zur Etablierung weiterer in vivo

Modelle gefihrt, die durch MS-Forscher verwendet werden.
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Ein weiteres gebrdauchliches MS-Tiermodell ist das toxische Demyelinisierungsmodell
,Cuprizone®“. Eine Intoxikation mit dem Kupferchelator Cuprizone [Bis-(cyclohexanon)-
oxaldihydrazone] induziert stufenweise selektiven Oligodendrozyten-Stress,
Oligodendrozyten-Apoptose und Demyelinisierung in der weien und grauen Substanz des
Gehirns [84, 85]. Im Gegensatz zur EAE entstehen die Lasionen beim Cuprizone-Modell in
verschiedenen Bereichen des Vorderhirns, darunter dem Corpus callosum (CC). Das
Rickenmark bleibt dabei zum groRBen Teil intakt [86]. Obwohl die neurotoxischen
Eigenschaften des Kupferchelators Cuprizone schon seit den 1970er bekannt sind, sind die
genauen Mechanismen, die zur Oligodendrozyten-Degeneration flihren, nach wie vor unklar
[87]. Frihere morphologische Studien von Cuprizone-intoxikierten M&usen konnten u.a. eine
VergrolRerung der Mitochondrien der Oligodendrozyten feststellen [88]. Aufgrund dieser
Beobachtung und der chelatbildenden Eigenschaften von Cuprizone entstand die Hypothese,
dass die Oligodendrogliopathie durch Stérungen der Atmungskette bedingt und somit
metabolischer Genese ist [87]. Im Einklang mit dieser Hypothese konnten Acs et al. zeigen,
dass kupferhaltige Enzyme wie der mitochondriale Komplex IV und die Superoxiddismutase
eine veranderte Aktivitat nach Cuprizone-Intoxikation nachweisen [89]. Ein reiner
Kupfermangel kann jedoch weder die morphologischen noch die biochemischen
Veranderungen replizieren, die durch Cuprizone-Intoxikation herbeigefiihrt werden. Diese
Daten deuten darauf hin, dass die Kupfermangel-Hypothese allein die mitochondriale
Dysfunktion, die zur Oligodendrogliopathie fiihrt, nicht erklaren kann. Neuere Studien zeigen,
dass weitere Faktoren wie pro-inflammatorische Zytokine, Stress des endoplasmatischen
Retikulums und oxidativer Stress zur Oligodendrozyten-Degeneration beim Cuprizone-Modell
beitragen [90-92]. So erscheinen die ersten apoptotischen Oligodendrozyten im Corpus
callosum (CC) schon wenige Tage nach Beginn der Intoxikation mit 0,25% Cuprizone
(Abbildung 5). Der Oligodendrozyten-Stress bzw. -Apoptose werden i.d.R. durch Aktivierung
von Mikroglia und Astrozyten begleitet [59]. Die metabolische Oligodendrozyten-
Degeneration schreitet bei fortlaufender Cuprizone-Gabe fort bis die ersten Zeichen der
Demyelinisierung und der axonalen Schadigung gegen Ende der 3. Woche in Erscheinung
treten. AulRerdem werden die begleitenden Mikrogliose und Astrozytose prominenter und
bewirken zusammen mit der beginnenden Demyelinisierung die Aktivierung und Rekrutierung
von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen, die die geschédigten Oligodendrozyten ersetzen. Am
Ende der 5. Wochen nach Initiierung der Cuprizone-Intoxikation ist die akute Demyelinisierung

vollendet. Diese wird durch komplette Demyelinisierung des Corpus callosum, axonale
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Schédigung, Mikrogliose, Astrozytose und Aktivierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
gekennzeichnet [2]. Bei der Formierung der demyelinisierenden L&sionen im Rahmen des
Cuprizone-Modells spielt das erworbene Immunsystem nur eine untergeordnete Rolle. Diese
Eigenschaften machen das Tiermodell zu einem exzellenten Werkzeug zur Untersuchung der
Folgen einer priméren metabolischen Oligodendrozyten-Degeneration in vivo.

Zur Uberpriifung der ,,inside-out” Hypothese und Untersuchung der Folgen der metabolisch-
induzierten Demyelinisierung auf das Immunsystem wurde das sogenannte Cup/EAE-Modell
entwickelt, das eine zeitversetzte Kombination aus dem toxischen Demyelinisierungsmodell
Cuprizone und dem autoimmun-vermittelten Modell EAE darstellt [81]. Im Rahmen dieses
Protokolls wurden zur Induktion einer Demyelinisierung der Vorderhirne C57BL/6 Mé&use
zuerst 3 Wochen lang mit 0,25% Cuprizone intoxikiert. Im Anschluss daran erhielten die Tiere
2 Wochen lang normales Futter ohne Cuprizone und wurden zum Beginn der 6. Woche aktiv
mit MOGss-ss immunisiert. Diese Immunisierung hatte die Generierung von Myelin-
autoreaktiven T-Zellen zum Zweck [93]. Man konnte zahlreiche entziindliche L&sionen in den
durch Cuprizone demyelinisierten VVorderhirnen der MOGss.ss-immunisierten Méause finden.
Diese Lasionen wurden u.a. durch Unterbrechung der perivaskularen Glia limitans,
Immunzellinvasion, fokale Demyelinisierung und axonale Schadigung gekennzeichnet [64].
Das Cup/EAE-Modell ist somit ein wertvolles Werkzeug zur Untersuchung der Mechanismen
zur Rekrutierung von peripheren Immunzellen ins ZNS nach etablierter schwerer
Demyelinisierung. Die oben genannten frilhen MS Lisionen (,,prdaktiv/langsam
expandierend/schwelend/pra-phagozytir®) zeigen jedoch auf histopathologischer Ebene kaum
Demyelinisierung, sondern bloR Oligodendrozyten-Degeneration und Mikroglia-Aktivierung
[59]. Man konnte spekulieren, dass die Interaktionskaskaden zwischen diesen (pré-)
apoptotischen Oligodendrozyten und den Immunzellen von zentraler Bedeutung fir die
Léasionsentstehung und -progression bei der MS sind. Ein wesentlicher Nachteil dieses seriellen
Cup/EAE-Protokolls ist somit die Tatsache, dass man solche Interaktionen nicht unmittelbar

untersuchen kann.
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Abbildung 5: Schematische Abbildung der histopathologischen Merkmale der Cuprizone-induzierten ZNS-
Lasionen - in Anlehnung an [2]. Die x-Achse zeigt die Dauer der Cuprizone-Gabe. Die y-Achse bzw. die blaue
Flache stellt die Myelin-Integritdt des Corpus callosum in % dar. Der initiale Cuprizone-bedingte
metabolische Oligodendrozyten-Stress 16st eine Oligodendrozyten-Apoptose aus, die innerhalb von Wochen
in schwere Demyelinisierung lbergeht. Begleitend treten Mikrogliose, Astrozytose und axonale Schadigung
in Erscheinung.

1.5.Zielsetzung der Arbeit

Oligodendrozyten-Degeneration ist ein zentrales histopathologisches Merkmal der Multiplen
Sklerose und spielt hochstwahrscheinlich eine zentrale Rolle bei der Atiopathogenese der
Erkrankung [94]. Fur den Oligodendrozyten-Untergang sind u.a. zwei fuhrende Mechanismen
zustandig — die ZNS-intrinsischen metabolischen zytodegenerativen Kaskaden und
Schédigungen durch autoreaktive, periphere Immunzellen. Ein besseres Verstandnis des
Zusammenspiels dieser zwei Mechanismen ist fir das Aufhalten der Krankheitsprogression von
groller Bedeutung. Geeignete Tiermodelle, die die genaue Untersuchung dieser Kaskaden
ermdoglichen, werden deswegen dringend gebraucht. Meine Studie hat daher zum Ziel, anhand

eines neu etablierten Tiermodells die folgenden Hypothesen zu untersuchen:
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e Eine gleichzeitige Cuprizone-Intoxikation ermdglicht eine adaquate anti-MOGas.ss-
Immunantwort in C57BL/6 Mausen.

e Milde Cuprizone-induzierte  Oligodendrogliopathie  fuhrt zur  peripheren
Immunzellinvasion in die Vorderhirne MOGss.ss-immunisierter Mduse.

e Cup+EAE Vorderhirnlésionen teilen histopathologische Merkmale mit Typ Il MS-
Ldasionen.

e Das Plexus-choroideus-Stroma fungiert als Invasionsroute fur periphere Immunzellen.

2. Material und Methoden:

2.1.Versuchstiere:

Fir die hier beschriebenen Versuche wurden 10-Wochen-alte weibliche C57BL/6 Méuse
(N=16) von ,,Janvier-Labs*, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich verwendet. Es wurden maximal
4 Tiere pro Kafig (Flache: 435 cm?) mit ad libitum Futter und Wasser in einer keimfreien
Umgebung gehalten. Die Tiere wurden nur einmal pro Woche umgesetzt, damit sie keinem
zusétzlichen Stress ausgesetzt wurden. Mikrobiologische Uberwachungen wurden geméaf den
Empfehlungen der ,Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA)“ durchgefiihrt. In der Tierhaltung wurden die folgenden Bedingungen
gewahrleistet: Tag/Nacht Zyklus (12h/12h), Temperatur von 22°C + 2°C, eine regelméfRige
Luftzirkulation und eine standardisierte Luftfeuchtigkeit von 50% + 10%. Die Durchfiihrung
der Tierversuche wurde von Regierung Oberbayern (Referenznummer: 55.2-154-2532-73-15;
Deutschland) nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes genehmigt.

2.2.Cuprizone-Intoxikation:

Um eine gezielte Degeneration von Oligodendrozyten im Vorderhirn zu induzieren, wurden die
Mause mit 0,25% Cuprizone [Bis-(cyclohexanon)-oxaldihydrazone] gefuttert, wie von unserer
Arbeitsgruppe schon beschrieben [95]. Die Cuprizone-Intoxikation wurde erst nach Erreichen
eines Zielkdrpergewichts von 18-20 g begonnen.

Zur Vorbereitung der 0,25% Cuprizone-Mischung wurden zunéchst je 7 Cuprizone-Ansatze
(jeweils 0,8 g) fir eine Woche mithilfe von Prazisionswaagen gemessen, in sterile 50 ml -
Zentrifugenrohrchen (VWR, Deutschland; 525-0402) eingeschuttet und im Kihlschrank bei

Temperatur von 4°C bis zum Tag der Fitterung gelagert. Dabei durfte der Cuprizone-Pulfer
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nicht mit Metall in Kontakt kommen. AnschlieBend wurden 7 Plastikbehalter mit je 320 g
gemahlenem Standardfutter geftllt und trocken gelagert. Der Futteransatz (320 g) wurde taglich
mit dem Kupferchelator (0,8 g) mithilfe eines kommerziell verfligbaren Standmixers (WMF
Kult X Kichenmaschine, 1000 W, 2 |) homogenisiert (1 min.; Stufe 2). Wahrend des
Mischvorgangs wurde das Gerét zusatzlich manuell geschittelt, damit das Futter optimal
durchmischt werden konnte. Die 0,25% Cuprizone-Futter-Mischung wurde im Anschluss in
Petrischalen (Roth, Deutschland; EN16.1) auf die Kéafige gleich verteilt (80 g auf 2 Petrischalen
pro Kéfig, 20 g pro Tier).

2.3.MOGss.ss-lmmunisierung und Evaluation klinischer Defizite:

Um die Formierung enzephalitogener T-Zellen in peripheren Lymphorganen zu induzieren,
wurde eine aktive EAE bei den Mausen durchgefiihrt. Fur eine erfolgreiche EAE-Induktion ist
es entscheidend, dass man bei allen Immunisierungsschritten den Stress, dem die Méause
ausgesetzt werden, minimiert. Nach Lieferung wurden die Tiere deswegen in den Tierstall
gebracht, wo sie sich eine Woche akklimatisierten. Die aktive Immunisierung erfolgte mit
einem einsatzbereiten Kit (Hooke Kit™ MOGss.ss/CFA Emulsion PTX; EK-2110; PTX Lot:
1006) von ,,Hooke Laboratories®. Alle Komponenten vom Kit wurden vor der Applikation
gekuhlt aufbewahrt. Fur die Zubereitung des Pertussis-Toxins (PTX) wurde dieses am Tag der
Immunisierung in ,,Phosphate-Buffered Saline*“-Puffer (PBS) gel6st. Die Konzentration des im
PBS gelosten PTX betrug 2 ng/ul und die Gesamtdosis pro Applikation 200 ng in 100 pl
PTX/PBS-Mischung.

Die Immunisierung erstreckte sich iiber 2 Tage. Am ersten Tag der Immunisierung oder ,,Tag
0 post Immunisierung® (p.i.) wurden die Méuse unter flacher bis mitteltiefer Narkose mit
Isofluran subkutan (s.c.) in den zervikalen Bereich sowie in den lumbalen Bereich dorsal mit
jeweils 0,1 ml MOGss-ss/CFA Emulsion (insgesamt 0,2 ml) immunisiert. Nach ca. 30 Minuten
erfolgte ohne Narkose eine intraperitoneale (i.p.) Applikation von 100 ul PTX/PBS-L6sung.
Die gleiche PTX-Dosis wurde 24 Stunden spater (Tag 1 p.i.) wiederholt i.p. verabreicht.

Das erstmalige Auftreten und die Progression motorischer Defizite kdnnen als klinische
Surrogatparameter fir die Enzlindungsaktivitdt im Ruckenmark von EAE-Tieren genutzt
werden [96]. Deswegen wurde in unserer Studie der Grad der motorischen Behinderung bei den
Méusen taglich ab dem 5. Tag p.i. nach einem etablierten Scoring-Protokoll durch einen

erfahrenen Gutachter (Tabelle 4) bestimmt.
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Score Klinische Beobachtung
00 Keine offensichtlichen Verédnderungen der motorischen Funktionen im Vergleich zu
' nicht immunisierten Mé&usen.
Wenn die Maus an der Schwanzwurzel gehoben wird, ist der Schwanz aufrecht und der
Schwanzmuskeltonus normal. Die hinteren Extremitdten werden i.d.R. gespreizt
gehalten. Das Gangbild und die Kopfhaltung sind unaufféllig.
05 Die Schwanzspitze ist schlaff.
' Wenn die Maus an der Schwanzwurzel gehoben wird, ist der Schwanzmuskeltonus der
Schwanzspitze erniedrigt. Die Schwanzbasis bewegt sich weiterhin.
10 Der komplette Schwanz ist schlaff.
Wenn die Maus an der Schwanzwurzel gehoben wird, fehlt der Schwanzmuskeltonus
und der Schwanz wird nicht mehr bewegt. Die hinteren Extremitaten werden i.d.R.
gespreizt gehalten.
15 Der komplette Schwanz ist schlaff und die hinteren Extremitaten in der Bewegung
’ eingeschrankt.
Wenn die Maus an der Schwanzwurzel gehoben wird, fehlt der Schwanzmuskeltonus
und der Schwanz wird nicht mehr bewegt. Wenn die Maus auf ein Gitter gesetzt wird,
fallt mindestens eine Hintergliedmafe standig durch. Das Gangbild ist leicht wackelig.
20 Schlaffer Schwanz und Parese der hinteren Extremitéten.
Wenn die Maus an der Schwanzwurzel gehoben wird, werden die hinteren Extremitaten
nicht mehr gespreizt, sondern eng nebeneinander gehalten. Das Gangbild ist eindeutig
wackelig, die Zehen einer Pfote werden schleppend hinterhergezogen, wéhrend die
andere Gliedmale motorisch unauffallig bleibt.
ODER
Die Maus hat einen Score von 0, aber der Kopf neigt stark zu einer Seite und das
Gleichgewicht ist gestort.
o5 Schlaffer Schwanz und Schleppen der hinteren Extremitaten.

Beide Hintergliedmalien werden schleppend hinterhergezogen, kénnen sich aber noch
bewegen.

ODER
Monoplegie einer Hintergliedmale, die andere bewegt sich weiterhin.
ODER

Der Schweregrad der Erkrankung scheint mild zu sein, wenn die Maus gehoben wird
(Score: 0,0 —1,5), aber der Kopf neigt stark zu einer Seite und die Maus fallt gelegentlich
um.
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3.0 Schlaffer Schwanz und Paraplegie der hinteren Extremitaten (am h&ufigsten).
ODER
Schlaffer Schwanz und fast vollstdndige Lahmung der hinteren Extremitéten. Eine oder
beide Hintergliedmalie(n) kdnnen sich noch bewegen, aber nicht mehr vor die Hifte.
ODER
Schlaffer Schwanz und vollstandige Lahmung einer hinteren und einer vorderen
Extremitat.
ODER
Alle aufgelisteten:
- Massive Kopfneigung zu einer Seite,
- Gehen nur entlang der R&nder des Kafigs,
- Die Maus drickt sich gegen die Wand des Kafigs,
- Die Maus dreht sich, wenn sie an der Schwanzwurzel gehoben wird.
35 Schlaffer Schwanz und Paraplegie der hinteren Extremitaten. Zusétzlich:
Die Maus bewegt sich im Kéfig umher, kann sich aber nicht mehr umdrehen, wenn sie
auf den Rucken gelegt wird. Die hinteren Extremitaten werden eng nebeneinander auf
einer Seite des Korpers gehalten.
40 Schlaffer Schwanz, Paraplegie der hinteren und Parese der vorderen Extremitaten.
Die Maus bewegt sich minimal im Kafig, wirkt aber wach und ernéhrt sich noch.
Oft wird eine Euthanasie empfohlen, falls die Maus einen Score von 4,0 fir 2 Tage
bekommt. Im Fall von Euthanasie wird der Maus einen Score von 5,0 bis zum Ende des
Experiments gegeben.
45 Paraplegie der hinteren und Paraparese der vorderen Extremitaten, keine Bewegung im
’ Ké&fig. Die Maus wirkt nicht mehr wach.
Eine Euthanasie wird empfohlen.
50 Die Maus rollt sich spontan im Kafig (Euthanasie wird empfohlen).
ODER
Die Maus wird tot durch L&hmung aufgefunden.
ODER
Die Maus wird wegen schwerer L&hmung euthanasiert.

Tabelle 4: Evaluierungsprotokoll fiir EAE-Mduse nach ,, Hooke Laboratories “

Bei der Progression motorischer Behinderung besteht die Gefahr, dass sich der Zustand der

Méuse rasch durch Exsikkose und Untererndhrung verschlechtert. Deswegen erhielt jede Maus

in unserer Studie eine subkutane Injektion mit 1,0 ml Ringer-Ldsung, sobald sie einen Score

von 2,5 erreicht hat.
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Der Parameter ,,maximaler klinischer Score* wurde als der hochste Score definiert, den jede
einzelne Maus zu einem beliebigen Zeitpunkt des Experiments erreicht hat. Die Summe (X)
aller klinischen Scores bei jeder einzelnen Maus wurde berechnet und als ,.kumulativer
klinischer Score* festgelegt.

Eine genaue Auflistung von Materialien und Chemikalien, die im Tierstall verwendet wurden,

wird in Tabelle 5 angegeben.

Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Becherglas VWR, Deutschland 213-1111
Cuprizone [Bis-(cyclohexanon)- Sigma-Aldrich, Deutschland | C9012
oxaldihydrazone]

Kanile, 27G x 3/4, 0,40 x 20 mm Praxisdienst, Deutschland 131410
Kuchenmaschine, Kult X, 1000 W, 2 | WMF, Deutschland -
Labortiereinstreu Abedd, Deutschland LTE E-001
Maush&uschen, Polycarbonat Tecniplast, Deutschland -
MOGss-55/CFA Emulsion PTX Hooke Laboratories, USA EK-2110
Nestlets, 5x 5 cm Zoonlab, Deutschland 3097055
Petrischale Roth, Deutschland EN 16.1
Ringer-Losung DAB 7 Serag Wiessner, E04025
Standardfutter, Maus-Zucht Extrudat Ssniff, Soest, Deutschland -
Trinkflasche, Polysulfon, 300 mi Tecniplasti, Deutschland ACBT0262SU
Tuberkulinspritze, 1 ml Praxisdienst, Deutschland 401112
Versuchskafig, Blue Line — SEALSAFE Tecniplast, Deutschland IVC-1285L
Wageschale, 46 x 46 x 8 VWR, Deutschland 611-9178
Zentrifugenréhrchen, 50 ml VWR, Deutschland 525-0402

Tabelle 5: Auflistung von Materialien und Chemikalien, die bei der Durchfihrung von Tierversuchen
verwendet wurden.

2.4.Versuchsaufbau:

Ziel dieser Arbeit war es, die Folgen der simultanen metabolischen und immun-vermittelten
Oligodendrozytendegeneration in vivo zu untersuchen. Zu diesem Zweck haben wir das
Cuprizone-Modell mit der EAE gleichzeitig kombiniert (Cup+EAE). Hierfur wurden die Mduse
2 Tage mit 0,25% Cuprizone intoxikiert. Am 3. Tag wurden sie mit MOGss-ss-Peptid
immunisiert und die Cuprizone-Intoxikation wurde bis zum Ende des Experiments fortgesetzt.
Eine weitere Kohorte (EAE) wurde zu demselben Zeitpunkt mit MOGss-ss-Peptid immunisiert
und mit Standardfutter (keine Cuprizone-Gabe) gefuttert (Abbildung 6). Sie diente als
Vergleichsgruppe. Auf dem Hohepunkt der Krankheitsaktivitat (Tag 18) wurden die Tiere

finalisiert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die blauen Pfeile zeigen den Zeitpunkt
der MOGss.ss-Immunisierung an. Modifiziert nach [94].

2.5.Gewebepraparation und Paraffineinbettung:

Am Ende des Experiments wurden die Mause tief mit Ketamin (100 mg-kgi.p.) und Xylazin
(10 mg-kg? i.p.) anasthesiert und prapariert. Die Praparationsdurchfiinrung wurde erst dann
begonnen, wenn das Bewusstsein der Maus erloschen war (id est, tiefe Narkose). Als
Surrogatmarker dafir dienten die erloschenen Schutzreflexe. Sie wurden von kaudal nach
kranial gepruft, indem man mit der Pinzette verschiedene Korperteile (Schwanzwurzel, untere,
obere Gliedmalien) kréftig einklemmte. Daraufhin wurde der Kornealreflex zuerst mechanisch
(Pinzette), und dann chemisch (70% Ethanol) gepruft.

Bei fehlender Antwort und nach dem Einsetzen einer typischen Schnappatmung
(unregelméliige Atemzlige) wurde die Maus mithilfe von Stecknadeln bei den Pfoten im
Wachsbecken fixiert. Im Anschluss wurden die Bauchdecke und den Thorax mit einer feinen
Schere erdffnet und es wurde einen kleinen Schnitt im rechten Herzvorhof gemacht. Durch den
geoffneten Vorhof konnte das Blut wéhrend der transkardialen Perfusion austreten. In einem
né&chsten Schritt wurde der linke Herzventrikel mit einer Perfusionskanile (Tabelle 8) punktiert
und den Kreislauf mit 20 ml eiskaltem 1x PBS (pH = 7,40; Tabelle 6) gespult. Um eine optimale
Fixation des Nervengewebes (durch Quervernetzung der Proteine) zu gewahrleisten, wurden
dann die Mauskorper mit 2 x 50 ml eiskalter Perfusionslésung (pH = 7,40; Tabelle 6)
durchgespuilt.

29



Ldésungen Ansetzen von Losungen

PBS (10x Stocklosung) | 477,759 | PBS-Pulver ohne Ca**/Mg?*

51 destilliertes Wasser
PBS (1x Stocklésung) 500 ml 10x PBS

4500 ml destilliertes Wasser
Perfusionslésung (1 1) 100 ml Formaldehydlésung

900 ml destilliertes Wasser

4,6 g NaH2PO4 - H20

8,0 NazHPO4 - 2H20

1 mol/l NaOH zum Einstellen von
pH (Zielwert = 7,40)

EDTA, 20% 80 g EDTA

400 ml destilliertes Wasser

40% NaOH zum Einstellen von pH
(Zielwert = 7,40)

Tabelle 6: Herstellung von Lésungen, die bei der transkardialen Perfusion verwendet wurden.

AnschlieBend wurde der Kopf vom Rumpf abgetrennt und die Schadelkalotte er6ffnet, damit
die Formalinslésung (Perfusionslésung) besser zum Gehirn gelangen konnte. Die Wirbelsaule
mit dem Rickenmark wurde grob vom Rumpf herausprapariert. Jedes Préparat wurde dann in
je ein 50 ml — Falcon Rohrchen verpackt und dieses mit Perfusionsldsung aufgefillt. Sie wurden
flr 24 h bei 4°C postfixiert.

Schritt | Materialien/Chemikalien Dauer
1 Leitungswasser, flieBend | 6 h

2 50% Ethanol uber Nacht
3 70% Ethanol 40 min
4 70% Ethanol 40 min
5 96% Ethanol 40 min
6 96% Ethanol 40 min
7 96% Ethanol 40 min
8 100% Ethanol 40 min
9 100% Ethanol 60 min
10 100% Ethanol 60 min
11 Xylol 40 min
12 Xylol 40 min
13 Xylol 40 min
14 Paraffin 60 min
15 Paraffin 60 min
16 Paraffin 2 Tage

Tabelle 7: Schritte bei Paraffineinbettung der Proben.
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Nach der Postfixation wurde das Gehirn vorsichtig aus dem Schadel herausgenommen, in
Gewebekasetten verpackt und mindestens 6 h in Leitungswasser gewassert, damit die restlichen
Formaldehydreste komplett entfernt werden konnten. AnschlieBend wurden die
Gehirnpréparate mit Ethanol und Xylol (Tabelle 7) dehydriert und mithilfe eines
Einbettautomaten (Leica ASP 200S; Leica Mikrosystem, Deutschland; 39602012)
Paraffinblocke (VWR, Deutschland; 1.07158) eingebettet (Tabelle 7).

Die Ruckenmarkpraparate wurden am Tag nach der Postfixation fein prépariert, indem
anliegende Rickenmuskulatur und Rippen mechanisch entfernt wurden. Als Néchstes wurden
sie mindestens 6 h in Leitungswasser gespult und fir 48 h in 20% Ethylendiamintetraessigséure
(EDTA) bei 37°C entkalkt. Daraufhin wurden die Proben wiederholt in flieRendem
Leitungswasser ausgespult (mindestens 12 h) und dehydriert. Jedes Riickenmark wurde in drei
gleich grole Teile geschnitten und diese in je einen Paraffinblock eingebettet (Tabelle 7).

Die Paraffinblocke wurden dann in ein Schlittenmikrotom (Leica  SM2000 R; Leica
Mikrosystem, Deutschland) eingespannt und 5um dicke Paraffinschnitte mit Mikrotomklingen
(S35; pfm medical, Deutschland; 207500000) angefertigt. Die Paraffinschnitten wurden
anschlieBend in ein bei 45°C vorerhitztes Wasserbad (Leica Biosystems, HI1210; Leica
Mikrosystem, Deutschland) gegléttet. Daraufhin wurden jeweils zwei Paraffinschnitte (2x1
Hirnschnitte bzw. 2x3 Rickenmarkschnitte) auf einen Objekttrager (Tabelle 8) platziert
(Abbildung 7). Zum Schluss wurden die Schnitte zuerst bei Raumtemperatur und danach bei
48°C Uber Nacht getrocknet, bevor sie weiter (immun-) histochemisch oder immunfluoreszent

gefarbt werden konnten.

Beschriftung

Hirnschnitt 1 Hirnschnitt 2

Beschriftung ?’? @,ax., mw ‘z:jf £ ««"‘«3 w %

Riickenmarkschnitt 1 Riickenmarkschnitt2

Abbildung 7: Platzierung der Hirnschnitte bzw. Riickenmarkschnitte auf den Objekttragern.
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Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Bienenwachs, gelb Roth, Deutschland 5830.2
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NazHPOa - Merck Millipore, 106580
2H20) Deutschland
Einbettkasette, ohne Deckel VWR, Deutschland 720-2243
Einmalspritze, 20 ml Hartenstein, Deutschland S23
Einmalspritze, 50 ml Hartenstein, Deutschland S24
Einweg-Waégeschale, 46 x 46 x 8 mm VWR. Deutschland 611-9178
Ethanol CLN, Deutschland 1006.9025
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deutschland | 03685
Formaldehydlésung, min. 37%, séaurefrei Merck Millipore, 1039991000

Deutschland
Laborflasche, 1000 ml VWR, Deutschland 215-1557
Laborflasche, 2000 ml VWR, Deutschland 215-1558
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2POa4 - | Merck Millipore, 106349
H20) Deutschland
Natriumhydroxid (NaOH), 1 mol/Il Roth, Deutschland K02.1
Natriumhydroxid (NaOH), 40% Roth, Deutschland 4347.1
Objekttrager, Super Frost Plus VWR, Deutschland 631-0108
PBS-Pulver ohne Ca?*, Mg?*, 5l Merck Millipore, L 1825-50
Deutschland
Trichter, @ 150 mm VWR, Deutschland 221-0182
Vasulfo Perfusionsbesteck, G21, 0,8 x 19 mm Praxisdienst, Deutschland 602531
Xylol VWR, Deutschland 28975.462

Tabelle 8: Materialien/Chemikalien, die bei der Gewebepraparation und Paraffineinbettung verwendet
wurden.

2.6.Histologische Farbungen:

2.6.1.

Die Hamatoxylin-Eosin-Féarbung ist ein histochemisches Standardverfahren zur Darstellung

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E):

von Gewebemorphologie und pathologischen Verénderungen. In unserer Studie haben wir
diese Methode verwendet, um die Gehirne der Mause auf (1) apoptotische Oligodendrozyten
und (2) entziindlichen Immunzellinfiltrate zu untersuchen.

Hé&matoxylin ist ein naturlicher Farbstoff aus dem Blutholzbaum. Sein Derivat
Alaunhidmatoxylin bzw. ,,Hdmalaun* farbt basophile Strukturen wie die DNA in den Zellkernen
und die Ribosomen blau an. Bei Eosin handelt es sich um einen synthetischen sauren Farbstoff.
Durch seine chemischen Eigenschaften farbt er eosinophile Zell- und Gewebeanteile wie
Mitochondrien und Kollagen rot an. Zur Herstellung der Hamalaun- und Eosinlésung siehe

Tabelle 9.
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Ldsungen Ansetzen von Losungen

Mayers e 1 g H&matoxylin (Sigma-Aldrich, Deutschland; H3136-25G)

Hamalaunlésung in 1000 ml destilliertes Wasser 16sen

e 200 g Natriumiodat (Merck, Deutschland; 106525) und 50 g
Kalumaluminiumsulfat Dodecahydrat (Kalialaun) (Merck,
Deutschland; 101042) unter Schiitteln zugeben (Farbton:
blauviolett)

e 50 g Chloralhydrat als Stabilisator (Sigma-Aldrich,
Deutschland, 15307) und 1 g Zitronensaure Monohydrat
(Merck, Deutschland, 1.00244.0500) zugeben (Farbton:
rotviolett)

Eosinlésung, 0,1% e 19 Eosin G (Merck, Deutschland, 115935) in 100 g
destilliertes Wasser l6sen, dann 1:10 verdiinnen (Eosin 0,1%)
und pro 100 ml 1 Tropfen Eisessig (Merck, Deutschland,
1.00063.1000) zugeben

Tabelle 9: Ansetzen von Hamalaun- und Eosinldsung.

Zur Farbung wurden die Schnitte zuerst entparaffiniert, rehydriert (Tabelle 10) und dann fur 7
min in Mayers Hamalaunlésung inkubiert. Im Anschluss wurden sie kurz (4 - 5 s) in destilliertes
Wasser gespult und unter flieBendem Leitungswasser fir 10 min gebldut. Dann wurden die
Hirnschnitte wieder kurz in destilliertes Wasser gespiilt und 5 min in 0,1% Eosinlésung gefarbt.
Zum Schluss erfolgte eine Dehydrierung (Tabelle 10) und Eindeckung der Schnitte mit DePeX
Medium (Serva, Deutschland, 18243.01).

Entparaffinierung Entwasserung vor Eindeckung
1) Xylol I - 10 min 1) Destilliertes Wasser —4-5s
(Merck, Deutschland, 1.08681.1000) 2) 70% Ethanol —4-5s
2) Xylol Il =10 min 3) 80% Ethanol —4-5s
3) Xylol 111 — 10 min 4) 96% Ethanol — 1 min
4) 50/50% Xylol/Ethanol-Gemisch — 5| 5) 100% Ethanol — 2 min
min 6) 100% Ethanol — 2 min
5) 100% Ethanol - 3 min 7) 50/50% Xylol/Ethanol-Gemisch — 5 min
(CLN, Deutschland, 1006.9025) 8) Xylol I — 10 min
6) 100% Ethanol - 3 min 9) Xylol Il - 10 min
7) 96% Ethanol — 3 min
8) 96% Ethanol — 3 min
9) 70% Ethanol — 3min
10) 50% Ethanol — 3 min
11) Destilliertes Wasser — 3 min

Tabelle 10: Schritte bei Entparaffinierung und Entwasserung vor Eindeckung bei H&E Farbung.
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2.6.2.  Luxol-Fast-Blue/Periodsaure-Schiff (LFB/PAS) Farbung:
Die LFB/PAS — Farbung ist eine hdufig verwendete histochemische Methode zur Darstellung
von Myelinscheiden im ZNS. In unserer Studie haben wir dieses Verfahren zur Untersuchung
von (1) Demyelinisierungsschaden im Grof3hirn und (2) Immunzellinfiltration in die weilRe
Substanz vom Riickenmark benutzt.
Zuerst wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert (Tabelle 10, nur bis zum Schritt 8) und Gber
Nacht in 0,1% Luxol-Fast-Blue-Losung (Tabelle 11) inkubiert. Luxol-Fast-Blue ist ein
basischer, Alkohol-16slicher Kupfer-Phtalocyanin-Farbstoff, der an das Neurokeratin der
Markscheiden tber die Cholinbausteine der Phospholipide bindet. Er ist wegen der Bildung von
grolRen Polimerisationsaggregaten mit dem Gewebe nur schwer zu I6sen.
Nach der Inkubation wurden die Schnitte in 0,025% oder 0,005% Lithiumcarbonat (Tabelle 11)
differenziert (d.h. das Gewebe verliert ein Teil der Farbintensitét zur besseren Darstellung der
weillen Substanz). Hierflir wurden die Schnitte zuerst kurz in 96% Ethanol und dann kurz in
destilliertes Wasser gespult. Im Anschluss wurden die Schnitte fur 10 s in 0,025%
Lithiumcarbonat-Losung gehalten und dann fir mindestens 10 min in 70% Ethanol
weiterdifferenziert. Danach wurden die Schnitte zur Unterbrechung der Differenzierung kurz
in destilliertes Wasser gespult und der Differenzierungsgrad wurde bei jedem Schnitt mithilfe
eines Mikroskops kontrolliert. Eine optimale Differenzierung liegt i.d.R. vor, wenn die graue
Substanz (z.B. der Kortex) farblos/grau ist und die weille Substanz (z.B. der Corpus callosum)
— blauf/tlrkis. Die Schnitte, die weiter differenziert werden mussten, wurden zu der 0,005%
Lithiumcarbonat-Ldsung fiir 10 s gegeben und anschliefend mikroskopisch kontrolliert. Nach
der kompletten Differenzierung aller Schnitte wurden sie kurz in destilliertes Wasser gespult
und 2 min in 0,5% Periodsdure oxidiert.
Die PAS (,,periodic acid-Schiff stain“)-Reaktion ist mit anderen Farbungen wie die LFB-
Farbung kombinierbar und farbt Kohlenhydrate wie Polysaccharide und Glykoproteine
(insbesondere in der grauen Substanz) rosa. Die Schnitte wurden nach der Oxidation kurz in
destilliertes Wasser gespult und im Schiffs Reagenz inkubiert (45 s — 10 min, je nach Frische
des Reagenzes). Nach der Inkubation wurden sie 5 min mit flieBendem Leitungswasser gespult.
Im Anschluss wurden die Schnitte ca. 20 s in Mayers Hamalaunldsung (Tabelle 9) inkubiert, 5
min mit flieBendem Leitungswasser gespult. Zum Schluss wurden sie kurz in destilliertes

Wasser gespult, dehydriert (Tabelle 10) und mit DePeX Medium eingedeckt.
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Ldésungen Ansetzen von LOsungen
0,1% Luxol-Fast-Blue- | e 0,1 g Luxol-Fast-Blue MBS (Chroma, Deutschland, H3136-
Losung 25G) in 100 ml 96% Ethanol l6sen
e 0,5ml 100% Essigsaure (Merck, Deutschland, 1.00063.1000)
zugeben
0,05% e 0,05 g Lithiumcarbonat (Merck, Deutschland, 5671.0250) in
Lithiumcarbonat- 100 ml destilliertes Wasser I6sen und dann weiter 1:5
Losung (0,025%) und 1:10 (0,005%) verdiinnen
0,5% Periodsaure- e 1 g Periodsaure (Merck, Deutschland, 524) in 200 ml
Losung destilliertes Wasser l6sen
Schiffs Reagenz e 10 ml 37% Formaldehydlésung in ein Glas einschitten und
(Frische-Probe) einige Tropfen des Schiff-Reagenzes (Sigma-Aldrich,
Deutschland, 3952016) dazu geben: ein frisches Reagenz
schlagt schnell zu einer rot-purpur Farbe um, ein altes reagiert
nur langsam und schldgt zu einer blau-purpur Farbe um

Tabelle 11: Ansetzen der Losungen fur die LFB/PAS Farbung.

2.6.3.  Immunhistochemische Farbungen und Naphtol AS-D Chloracetat Kit
Bei der Immunhistochemie (IHC) handelt es sich um ein Standardverfahren in der
biomedizinischen Forschung, bei der Antigene (z.B. Proteine) in Zellen oder im Gewebe
selektiv detektiert und dargestellt werden. In der Grundlagenforschung wird diese Methode oft
zur Untersuchung von Verteilung und Lokalisation von Proteinen, die in unterschiedlichen
Geweben bzw. Zellen differenziert exprimiert werden. Bei diesem Verfahren werden die
Eigenschaften der Antikorper, an Antigene spezifisch zu binden, zu Nutze gemacht. Eine
Antikdrper-Antigen-Interaktion kann entweder enzymatisch (z.B. durch Peroxidase, siehe
Abbildung 8) oder durch Fluorophore (z.B. Fluorescein, siehe Abbildung 9) visualisiert werden.
In unserer Studie haben wir die indirekte IHC verwendet, da diese Methode sensitiver beim
Nachweis von Antigenen ist.
Im Allgemeinen lauft die indirekte chromogene IHC (Abbildung 8) folgendermalien ab: (1) der
unmarkierte Primdrantikorper bindet an das Epitop des Zielantigens im Gewebe; (2) der
biotinylierte Sekundarantikérper bindet dann an das Fc-Fragment des Primarantikorpers; (3)
Avidin bildet einen Komplex zusammen mit dem biotinylierten Sekundérantikérper und der
Meerrettichperoxidase (,,horseradish peroxidase“ oder HRP); (4) die Meerrettichperoxidase
katalysiert die Reduktion vom Wasserstoffperoxid, der dann Diaminobenzidin (DAB) oxidiert;
(5) das oxidierte DAB bildet wasser- und alkoholunlésliche braune Prézipitate, die unter
Lichtmikroskop visualisiert werden konnen und somit die Antigen-Antikorper-Interaktion

nachweisen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der indirekten chromogenen immunhistochemischen Methode.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der indirekten Immunfluoreszenz.

Bei der indirekten Immunfluoreszenz (IF) (Abbildung 9) ist der Sekundéarantikdrper mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt. Der Fluoreszenzfarbstoff absorbiert UV-Licht einer
bestimmten Wellenlédnge, und wird dadurch angeregt. Dieser gibt dann UV-Licht hoherer
Wellenlange ab, das durch Fluoreszenzmikroskop detektiert wird.

Vor der Farbung wurden die Schnitte zuerst entparaffiniert (Tabelle 12) und rehydriert. Damit
der Primérantikorper an das Antigen binden kann, wurde die durch Formaldehyd verursachte
Quervernetzung der Proteine im Gewebe riickgéngig gemacht (,,antigen retrieval ). Zu diesem

Zweck wurden die Schnitte in TrissEDTA Puffer (pH=9,0; Tabelle 13) gegeben, in Mikrowelle
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fur 10-20 min erhitzt (,,heat induced epitope retrieval*; HIER), dann flr ca. 20 min abgekhlt

und in 1x PBS-L6sung (3 x 5 min; Tabelle 13) gewaschen.

Entparaffinierung Entwasserung vor Eindeckung

1) Xylol I - 10 min 1) Destilliertes Wasser — 3 min
2) Xylol Il =10 min 2) 50% Ethanol — 3 min
3) Xylol 111 — 10 min 3) 70% Ethanol — 3 min
4) 50/50% Xylol/Ethanol-Gemisch — 5 | 4) 96% Ethanol — 3 min

min 5) 96% Ethanol — 3 min
5) 100% Ethanol - 3 min 6) 100% Ethanol —3 min
6) 100% Ethanol - 3 min 7) 100% Ethanol — 3 min
7) 96% Ethanol — 3 min 8) 50/50% Xylol/Ethanol-Gemisch —5
8) 96% Ethanol — 3 min min
9) 70% Ethanol — 3min 9) Xylol I —10 min
10) 50% Ethanol — 3 min 10) Xylol 11 — 10 min
11) Destilliertes Wasser — 3 min 11) Xylol 111 — 10 min

Tabelle 12: Schritte bei Entparaffinierung und Entwasserung vor Eindeckung bei IHC/IF.

Ldosungen

Ansetzen von Losungen

Tris-EDTA Puffer

6,05 g Tris (Pufferan; Roth, Deutschland, 4855.2) mit 1,85 g
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Sigma-Aldrich, Deutschland,
03685) in 5 | destilliertes Wasser I6sen (pH auf 9,0 einstellen)

Fertiglosung)

PBS (10x 477,75 g PBS-Pulver ohne Ca?*/Mg?* (Merck, Deutschland,
Stocklésung) L182-50) in 5 | destilliertes Wasser 16sen
PBS (1x 500 ml PBS (10x Stockldsung) in 4500 ml destilliertes Wasser

I6sen (pH auf 7,4 einstellen)

5% normal goat
serum (Ziege Serum)

2,5 ml normal goat serum (Linears GmbH, Deutschland, S1000)
in 47,5 ml PBS (1x) l6sen

5% normal donkey
serum (Esel Serum)

2,5 ml normal donkey serum (Sigma-Aldrich, Deutschland,
D9663) in 47,5 ml PBS (1x) l6sen

2% normal donkey
serum/CWF/Tween/
BSA/ PBS

1 ml donkey serum mit 0,05 g ,,cold water fish skin gelatin‘
(CWF; Sigma-Aldrich, Deutschland, G7041), 0,5 g bovines
Serumalbumin (BSA; Sigma-Aldrich, Deutschland, A2153), 250
ul 10% Tween 20 in 48,75 ml PBS (1x) lésen

10% Tween 20
(nichtionische
Detergenz)

10 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich, Deutschland, P1379) in 90 ml
PBS (1x) losen

0,3% Peroxidase-
Block-Ldsung

1 ml Wasserstoffperoxid (30% H202; Roth, Deutschland, 8070.4)
in 99 ml PBS (1x) lésen

ABC-System (Vector
Laboratories, PK
6100) fur 1000 pl

20 pl Losung A mit 20 pl Losung B in 960 ml PBS (1x) l6sen
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3,3‘Diaminobenzidin | ¢ 20 ul DAB-Stock in 980 ul DAB-Substrat I6sen
(DAB; Dako, K3468)

flr 1000 pl
DAPI-L6sung fur e Stock A: 10 mg Bisbenzimid — DAPI (Sigma-Aldrich,
1000 pl Deutschland, 14530) in 1 ml destilliertes Wasser I3sen

e Stock B: 10 pl DAPI Stock A in 1 ml destilliertes Wasser 16sen
e DAPI-L6sung: 100 pl DAPI Stock B in 900 pl destilliertes
Wasser I9sen

Tabelle 13: Ansetzen der Losungen fur die IHC/IF.

Eine grofRe Herausforderung bei der IHC und IF ist die Gewahrleistung der Spezifitat der
Farbung. Unspezifisches Hintergrundsignal kommt u.a. durch hydrophobe und elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Antikdrpern und verschiedenen Proteinen im Gewebe vor
und verhindert die Interpretation der Ergebnisse. Diese unspezifischen Wechselwirkungen
konnen i.d.R. mit Normalserum (Serum einer Tierspezies, aus dem der Sekundarantikorper
stammt) blockiert werden. Nach dem ,,HIER“-Schritt wurden die Schnitte deswegen fur 1 h mit
Normalserum (Tabelle 14; 100 pl pro Objekttrager - gilt fur alle Inkubationslésungen bei der
IHC/IF) bei Raumtemperatur (26°C) inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation mit den
priméren Antikorpern bei 4°C Uber Nacht. Zur Prufung der Spezifitat der jeweiligen Farbung
wurden entsprechende Negativkontrollen angesetzt, wie (1) die Auslassung des
Primérantikorpers, (2) die Inkubation mit Isotyp-Kontrolle-Antikorper oder mit (3) dem
,falschen‘ Sekundérantikorper im Fall der OLIG2/DDIT3 Doppelfarbung. Die Kontrollschnitte
wurden bei den Spullungs- (PBS 1x) und Inkubationsschritten (Primar-, Sekundarantikorper,
ABC, DAB) immer einzeln inkubiert, damit cine ,,Kontamination“ mit den primaren
Antikorpern verhindert werden konnte.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte in 1x PBS-L6sung (3 x 5 min) gewaschen und mit 0,3%
Peroxidase-Block-Ldsung fir 30 min inkubiert. Die Peroxidase-Block-L6sung blockiert die
endogenen Peroxidasen in den Gewebeschnitten, die das DAB antikdrperunabhéngig oxidieren
kénnen, und verhindert somit eine unspezifische Farbung. Bei der IF-Farbungen wurde dieser
Schritt Ubersprungen, da die Visualisierung der Antikorper DAB-unabhéngig verlief. Danach
wurden die Schnitten in PBS gewaschen und mit den sekundaren Antikdrpern (Tabelle 14) fur
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Erhalt eines starken Fluoreszenzsignals wurden die mit
fluoreszierenden Antikdrpern inkubierten Schnitten vor UV-Licht geschitzt. Bei dem
chromogenen Verfahren wurden die Schnitte anschlieBend in PBS gespult und fir 1 h mit
Peroxidase-gekoppeltem Avidin-Biotin-Komplex (ABC-System, Tabelle 13) inkubiert. Die

Visualisierung der Antigene erfolgte nach der PBS-Spilung durch eine 10-minutigen
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Inkubation der Schnitte mit der DAB-L6sung. Im Anschluss wurden die Schnitte kurz in

Leitungswasser und dann fur 5 min in destilliertes Wasser gesplilt.

Antigen Hersteller Bestellungsnummer Wirt Verdinnung Methode RRID

Priméare Antikorper

APPA4 Merck- MAB348 Maus 1:2000 IF AB_94882

Millipore

CD3 Abcam ADb16669 Kaninchen | 1:1000 IHC AB 443425

DDIT3 Santa-Cruz sc-575 Kaninchen | 1:100 IF AB 631365

(GADD153)

IBA1 Wako 019-19741 Kaninchen | 1:5000 IHC AB_ 839504

OLIG2 Merck- MABN50 Maus 1:100 IF AB_ 10807410

Milipore

Biotinylierte sekundare Antikorper

Goat anti- Vector BA-1000 Ziege 1:200 IHC AB 2313606

Rabbit 1gG

Fluoreszierende sekundére Antikoérper

Alexa Invitrogen/Life | A21202 Esel anti- | 1:1000 IF AB_141607

Fluor™ 488 | Technologies Maus

Alexa Invitrogen/Life | A21207 Esel anti- | 1:500 IF AB_141637

Fluor™ 594 | Technologies Maus

Isotyp- Hersteller Bestellungsnummer Konzen-  Verdinnung Primar- RRID

kontrolle tration antikorper

1gG Abcam Ab172730 1,775 1:35000 Anti-CD3 | AB_2687931
mg/ml

Tabelle 14: Liste mit verwendeten Antikdrpern. RRID (Research Resource Identifiers) [97]

Um die Zellkerne zu visualisieren, wurden die Schnitte fur ca. 30 s mit Hdmalaun (Tabelle 9)
gegengefarbt und fiir weitere 10 min mit flieBendem Leitungswasser ,,geblaut™. Bei der IF
wurden die Schnitte mit DAPI-Ldsung (Tabelle 13) gegengeféarbt. Bei der OLIG2/DDIT3 —
Doppelfarbung wurden die Schnitte am 2. Tag mit dem 2. Primarantikdrper inkubiert. Am 3.
Tag erfolgte die Inkubation mit der 2. Sekundérantikorper (1 h bei Raumtemperatur), und
anschliefend mit der DAPI-L6sung (10 min bei Raumtemperatur).

Zum Schluss wurden die IHC-Schnitte wie aus Tabelle 12 ersichtlich dehydriert und mit DePeX
eingedeckt. Die IF-Schnitte wurden nach der DAPI-Inkubation 2 x 5 min in destilliertes Wasser
gespult und mit dem wassrigen Medium Immu-Mount™ (IF; Fisher Scientific, Deutschland,
10662815) eingedeckt. Diese wurden dann bei 4°C gelagert.

Zur Visualisierung von neutrophilen Granulozyten wurde ein Naphtol AS-D Chloracetat Kit
(Sigma-Aldrich, Deutschland, 91C) verwendet. Die Farbung basiert auf der enzymatischen
Hydrolyse vom Napthol AS-D Chloracetat durch ,spezifische Esterase®, die v.a. von

Neutrophilen exprimiert wird. Das freigesetzte Naphthol verbindet sich mit einem
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Diazoniumsalz und bildet einen rosa Niederschlag am Ort der Enzymaktivitat. Dieser
Niederschlag ist dann unter dem Lichtmikroskop sichtbar.

Vor der Farbung wurden die Schnitte zuerst entparaffiniert (Tabelle 12). Die Gewebeschnitte
wurden dann mit einer HeiRBklebepistole umrandet, damit die pipettierten Lésungen auf dem
Gewebeschnitt bleiben. Diese wurden anschliefend mit der angesetzten Losung (Tabelle 15)
fur 2 h bei 37°C inkubiert und danach mit flieBendem destilliertem Wasser gesplilt. Die Kleber
wurden vorsichtig entfernt und die Schnitte mit Hamalaun-Féarbung (Tabelle 9) gegengefarbt.

Zum Schluss wurden die Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine (Merck, Deutschland, 109242)

eingedeckt.
Chemikalien Menge pro
Objekttrager
e Fast Red Violet LB (15 mg/ml Fast Red Violet in 0,4 mol/Il o Syl
Salzsdure) e 5yl
e Natriumnitritlosung (0,1 mol/l Natriumnitrit) e 25ul
e TRIZMAL (1 mol/l Trizma™ Maleat; pH=6,3+0,15) e 5l
e Naphtol AS-D Chloracetat (8 mg/ml Naphtol AS-D Chloracetat) | e 200 pl
e Destilliertes Wasser 37°C
Gesamtvolumen = 240 pl

Tabelle 15: Ansetzen der Neutrophilen Kit-Lésung.

Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer

Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen 0,1-20 pl VWR, Deutschland | 613-3501
Pipettenspitzen 2-200 pl VWR, Deutschland | 613-3503
Pipettenspitzen 50-1000 ul | VWR, Deutschland | 613-3505
Tubes 1,5 ml VWR, Deutschland | 211-2130
Tubes 2,0 ml Eppendorf VWR, Deutschland | 211-2120
Tubes 5,0 ml Eppendorf VWR, Deutschland | 525-0794
Tabelle 16: Materialien/Chemikalien, die bei den histologischen Farbungen verwendet wurden.

2.7.Auswertung histologischer Parameter:

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden entweder mithilfe eines Nikon ECLIPSE E200
Mikroskops (Nikon Instruments, Deutschland), ausgestattet mit einer DS-Vil Kamera, oder mit
einem Zeiss Mirax Midi Scanner (Zeiss, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Deutschland),
ausgestattet mit einer Stingray Kamera, digitalisiert. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden
mithilfe einer Olympus BX51-Wi Fluoreszenzmikroskop-Station (Olympus, Deutschland)

digitalisiert.
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Alle histologischen Auswertungen wurden durch mindestens einen geschulten Untersucher
durchgefihrt, der wéhrend der gesamten Analyse hinsichtlich der Behandlungsgruppen
verblindet war. Die Rlckenmarksanalysen wurden in drei verschiedenen kraniokaudalen
Regionen und die Grol3hirnanalysen auf den Niveaus vom Commissura anterior und vom
rostralen Hippocampus jeweils (R215 und R265 nach Sidman et al., 1971; Abbildung 10)
durchgefiihrt.

Abbildung 10: Untersuchte Regionen (ROIs) im Vorderhirn: R215 — Region 215 nach Sidman et al.,
1971; mCC — mediales Corpus callosum (hellgraue Schattierung); ICC — laterales Corpus callosum
(dunkelgraue Schattierung), Septum (hellgriine Schattierung); CA — Comissura anterior (gelbe
Schattierung); R265 — Region 265; HFE — Hippocampus-Fornix-Einheit (hellblaue Schattierung);
Hab- Habenula (weifl3e Schattierung); pvCP — periventrikulares Caudoputamen (beige Schattierung).

Im Rahmen unserer Studie haben wir das Ausmal der inflammatorischer Demyelinisierung in
LFB/PAS-gefarbten  Rlckenmarksschnitten  quantifiziert, indem wir den  durch
inflammatorische Zellen infiltrierten Bereich der weilen Substanz zu dem gesamten Bereich

der weillen Substanz des jeweiligen Ruckenmarkschnitts in Beziehung gesetzt haben
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(Infiltrationsindex, in %; Abbildung 11). Diese Auswertung wurde mit Hilfe von dem Open-

Source Programm ViewPoint Online (PreciPoint, Deutschland) durchgefuhrt.

Abbildung 11: Infiltrationsindex. Zur Berechnung des Infiltrationsindex wurde die Flache der
infiltrierten weiBen Substanz (rote Flache) durch die Flache der gesamten weiRen Substanz (hellblaue
Flache + rote Flache) geteilt.

Die Zell- bzw. Partikeldichten (anti-CD3, anti-APPA4, Esterase-positive Zellen, anti-
OLIG2/DDIT3, und apoptotische Koérperchen) wurden quantifiziert, indem man den zu
untersuchenden Bereich (engl. ,,region of interest*; ROI) manuell mit ViewPoint Online, und
bei IF mit dem Software Stereo Investigator (MBF Bioscience Williston, USA) umrandete. Die
Flachen der ROI wurden durch die entsprechenden Programme automatisch berechnet. Die
positiven Zellen bzw. Partikel wurden dann von dem Untersucher markiert, deren Summe durch
die entsprechende Flache geteilt und als Zellen/mm? bzw. Partikel/mm? angegeben.

Die Anzahl der perivaskularen Infiltrate (Zellanhdufungen um Venilen herum; H&E) und die
Neutrophilendichte (Esterase™ Zellen) im Vorderhirn wurden in R215 und R265 innerhalb des
gesamten Gewebeschnitts quantifiziert. Die T-Zellen (anti-CD3), die apoptotischen Zellkdrper
(H&E), die gestressten, pra-apoptotischen Oligodendrozyten (anti-OLIG2/DDIT3) und die
Mikrogliazellen/Monozyten (anti-IBA1) wurden im Bereich des Corpus callosums (CC)
quantifiziert. Zur Untersuchung der putativen Rekrutierung von peripheren Immunzellen durch
das Plexus choroideus-Stroma ins Hirnparenchym wurden Zelldichten (T-Zellen und
Neutrophilen) auch innerhalb vom Septum (R215) und von der Hippocampus-Fornix-Einheit
(bestehend aus hippokampaler Formation, Fimbria, Alveus und dorsalem Fornix; R265)
quantifiziert (Abbildung 10).

Der Grad der Demyelinisierung im Bereich des CC wurde durch drei verblindete Untersucher
semiquantitativ evaluiert, indem jeweils pro Schnitt einen Score zwischen 0 und 100 vergeben

wurde. Dabei entspricht der Score von 0 einer histologisch kompletten Demyelinisierung des
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CC, wie nach 13 Wochen Cuprizone-Intoxikation, und der Score von 100 — eines intakten CC,
wie bei einer gesunden Maus (Abbildung 12). Der Durchschnitt der durch die drei Untersucher

vergebenen Scores wurde dann fur jedes Tier ermittelt.

——_——m

100 e 0

o=

LFB/PAS

Abbildung 12: Repréasentative Bilder eines intakten Corpus callosum (CC; Score: 100) und eines
komplett demyelinisierten CC wie nach 13 Wochen Cuprizone-Gabe (Score: 0). Die umrandeten
Bereiche zeigen die Grenzen des CC.

2.8.Statistische Auswertung:

Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM — ,,Standard error of
mean*) dargestellt. Die Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen wurden statistisch
mit Hilfe des Softwarepakets GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA) getestet. Die
GauBlsche Verteilung der Daten wurde mit Hilfe von ,,D’Agostino-Pearson omnibus test*
gepruft. Die angewendeten statistischen Tests und die Anzahl der ausgewerteten Proben (n)
sind der jeweiligen Abbildungslegende zu entnehmen. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. Die folgenden Symbole wurden zur Darstellung des Signifikanzniveaus

verwendet: *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ns — nicht signifikant.
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3. Ergebnisse:

3.1.Adaquate anti-MOGss.ss Immunantwort in C57BL/6-Mausen trotz

synchroner Cuprizone-Gabe:

Studien wie diese von Mana et al. [98] haben auf eine immunsuppressive Wirkung des
Kupferchelators Cuprizone hingewiesen. Das ist bei dessen Kombination mit der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis besonders relevant, da die EAE ein immun-
vermitteltes Demyelinisierungsmodell darstellt.

In einem ersten Schritt haben wir deswegen untersucht, ob die immunisierten Mé&use eine
adaquate anti-MOGgss-55s Immunantwort trotz gleichzeitiger Cuprizone-Intoxikation entwickeln.
87,5% der Tiere aus der EAE-Gruppe (7/8) und 50% der Tiere aus der Cup+EAE-Gruppe (4/8)
zeigten nach der Immunisierung typische klinische Zeichen einer entzindlichen ZNS-
Erkrankung. Der Krankheitsbeginn war gleich fur beide Gruppen: ~ am 11. Tag nach der
Immunisierung. Insgesamt zeigte sich eine Tendenz zum milderen klinischen Verlauf bei der
mit Cuprizone intoxikierten Kohorte im Vergleich zur Kohorte, die kein Cuprizone erhalten hat
(Abbildung 13). Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf den kumulativen
klinischen Score (EAE, 8,063 + 1,574 vs. Cup+EAE, 3,750 * 1,421; p = 0,149) sowie auf den
maximalen klinischen Score (EAE, 1.875 £ 0.375 vs. Cup+EAE, 0.750 £ 0.284; p = 0.0549)
erreichten jedoch das Signifikanzniveau nicht (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Krankheitsverlauf von EAE (N=8) und Cup+EAE (N=8) Mausen. Auswertung der
klinischen Parameter ,, Krankheitsbeginn “, ,, kumulativer klinischer Score und ,, maximaler klinischer
Score . Bei der Auswertung vom ,, Krankheitsbeginn “ wurden nur die Mduse eingeschlossen, die einen
klinischen Score entwickelten. Bei der Auswertung der Parameter ,, kumulativer klinischer Score” und
,maximaler klinischer Score” wurden alle Tiere eingeschlossen. Die Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mithilfe von Mann-Whitney Tests auf statistische Signifikanz geprdift.

In Ubereinstimmung mit der Tendenz zu einem milderen klinischen Verlauf der mit Cuprizone
intoxikierten Mausen, zeigte sich der Anteil der durch Immunzellen infiltrierten weien
Substanz (Infiltrationsindex) deutlich niedriger in der Cup+EAE-Gruppe im Vergleich zur
EAE-Gruppe (EAE, 10,35 + 2,223% vs. Cup+EAE, 1,178 £ 0,366%; p < 0,0001) (Abbildung
14 A, B). Die Dichte der CD3* T-Lymphozyten (EAE, 195,40 + 32,07 Zellen/mm? vs.
Cup+EAE, 51,57 + 16,00 Zellen/mm?; p = 0,0001) sowie der axonalen APPA4* Sphéaroide
(EAE, 87,92 + 21,37 Spharoide/mm? vs. Cup+EAE, 20,44 + 5,22 Spharoide/mm?; p = 0,0008)
in der weilRen Substanz waren ebenfalls signifikant niedriger in der Cup+EAE-Kohorte im
Vergleich zu diesen in der EAE-Kohorte (Abbildung 14 C, D, E, F). Obwohl die synchrone
Cuprizone-Intoxikation die EAE-typische Entziindung im Rickenmark abgeschwacht hat,
verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die Entstehung enzephalitogener T-Zellen potent

stattfindet, und dass diese Lymphozyten potenziell ins Telenzephalon migrieren kénnten.
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Abbildung 14: Histopathologische Merkmale und Schweregrad der Riickenmarkslasionen. (A) zeigt
reprasentative Riuckenmarksausschnitte von EAE- und Cup+EAE-Tieren. Die Pfeilkdpfe markieren
entzundliche Infiltrate in der weillen Substanz beider Kohorten. Das Diagramm in (B) zeigt die
Auswertung des histologischen Parameters ,, Infiltrationsindex* (n = 38 Schnitte). Die Pfeilkopfe in (C)
zeigen CD3" T-Lymphozyten und in (E) APPA4-Akkumulation als Zeichen axonaler Schadigung in der
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weillen Substanz beider Gruppen. Auswertungen der T-Zell-Dichte (n = 46 Schnitte), (D) und des
Ausmafes der axonalen Schadigung (n = 44 Schnitte), (F). Die Unterschiede zwischen den Gruppen
waren deutlich und statistisch signifikant (Mann-Whitney Tests). ***p < 0,001; Maf3stab: 100 pm.

3.2.Milde Cuprizone-induzierte Oligodendrogliopathie flhrt zur
peripheren Immunzellinvasion in die Vorderhirne MOGa3s.ss5-

immunisierter Mause

Jungst publizierte Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass eine Cuprizone-
induzierte Demyelinisierung einen potenten Trigger einer peripherer Immunzellrekrutierung in
das ZNS darstellt [64, 81]. Dies wurde mithilfe des zeitversetzten Cup/EAE-
Induktionsprotokolls untersucht.

In unserer aktuellen Studie haben wir untersucht, ob die gleichzeitige Kombination einer
Cuprizone-Intoxikation und einer aktiven EAE-Immunisierung ebenso zur peripheren
Immunzellinvasion ins Vorderhirn flhren kann. Als validierte Zielparameter dieser
Fragestellung wurden die Anzahl der perivaskuldren Léasionen (,,perivascular cuffs®, PVCs),
die Neutrophilen- sowie die T-Zell-Dichte im Vorderhirn vordefiniert. Trotz des besseren
klinischen Verlaufs und der deutlich milderen Pathologie in den Riickenmarken der Cup+EAE-
Gruppe war die Anzahl der PVCs zwischen den beiden Kohorten vergleichbar (Abbildung 15,
A), (EAE, 0,844 + 0,232 vs. Cup+EAE, 0,734 + 0,253; p = 0,7681). Die Dichte der Esterase-
exprimierenden Granulozyten war leicht héher in der Cup+EAE-Gruppe, obwohl dieser
Unterschied das statistische Signifikanzniveau nicht erreichte (Abbildung 15, B), (EAE, 3,481
+ 0,544 Zellen/mm? vs. Cup/EAE, 4,687 + 0,804 Zellen/mm?; p = 0.219).
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Abbildung 15: Perivaskuléare Lasionen (PVCs) und Granulozytenrekrutierung in das Vorderhirn der
EAE und Cup+EAE Mause. (A) zeigt die kummulative Anzahl der PVCs in der EAE (links) und der
Cup+EAE (rechts) Gruppe. Jeder schwarze Punkt reprasentiert eine perivaskuléare Lasion wie auf dem
H&E-Bild rechts dargestellt. Es wurden die Regionen 215 (oben) und 265 (unten) nach Sidman et al.
untersucht und bei der Quantifizierung eingeschlossen (n=64 Schnitte). Der Unterschied zwischen den
Gruppen wurde mithilfe von Mann-Whitney Test auf statistische Signifikanz getestet. (B) zeigt einen
reprasentativen Ausschnitt von Esterase-exprimierenden Granulozyten im Bereich des Septums einer
Cup+EAE Maus. Fur die Auswertung wurden die Daten aus beiden Regionen (R215, R265)
eingeschlossen (n=31 Schnitte) und der Unterschied mithilfe des T-tests auf statistische Signifikanz
gepriift. MaBstabe: (A) — 10um, (B) — 100 pm.

In Ubereinstimmung mit dieser Tendenz zeigte sich die Dichte der CD3* T-Lymphozyten stark
erhoht in dem medialen Corpus callosum (EAE, 24,30 + 9,38 Zellen/mm? vs. Cup+EAE, 123,50
+ 19,41 Zellen/mm?; p = 0,001) der mit Cuprizone intoxikierten Mausen (Abbildung 16, B).
Obgleich die T-Zell-Dichte im lateralen Corpus callosum der Cup+EAE-Gruppe héher war als
diese in der EAE Gruppe, verfehlte dieser Unterschied das Signifikanzniveau (EAE, 37,96 +
19,30 Zellen/mm? vs. Cup+EAE, 66,65 + 20,15 Zellen/mm?; p = 0,184) (Abbildung 16, B).
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse an, dass milde Cuprizone-induzierte
Veranderungen im Telenzephalon im Rahmen des synchronen Cup+EAE-Protokolls eine

periphere Immunzellrekrutierung bewirken.
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Abbildung 16: T-Zell-Rekrutierung in die Vorderhirne von EAE und Cup+EAE Mausen. (A)
Reprasentative Bilder von anti-CD3 Farbungen im lateralen (ICC, links) und medialen (mCC, rechts)
Corpus callosum. Die Pfeile markieren CD3" T-Lymphozyten. Die Quantifizierung (B) erfolgte im
Bereich des rostalen Hippocampus (R265; n=32 Schnitte fir ICC; n=32 Schnitte fir mCC). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe von Mann-Whitney Tests statistisch geprift. **p
<0,01; Mafsstab: 100 um..

3.3.Plexus-choroideus-Stroma als Invasionsroute flr periphere

Immunzellen:

Llovera et al. [99] konnten jungst zeigen, dass der Plexus choroideus eine entscheidende Rolle
bei der zerebralen T-Zell-Invasion nach Schlaganfall spielen kdnnte. Sie konnten mittels
praklinischer Schlaganfallmodelle demonstrieren, dass T-Lymphozyten (ber das Plexus
choroideus-Stroma direkt periventrikuldre Bereiche infiltrieren, ohne dass sie das
Ventrikellumen uberqueren. Als Nachstes haben wir in unserem Cup+EAE-Modell die Rolle
dieser Invasionsroute bei der Leukozytenmigration ins Vorderhirn untersucht. Zu diesem
Zweck haben wir die T-Zellen- und Neutrophilen-Dichten in Regionen quantifiziert, die einen
direkten Anschluf? an das Plexus-choroideus-Stroma haben oder sich in unmittelbarer Nahe von
diesem befinden (Abbildung 17, A, B, C). Diese Leukozytendichten wurden dann mit denen

der EAE-Gruppe verglichen. Zudem haben wir die T-Zell-Dichten in Plexus-nahen Regionen
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mit den Dichten in Regionen verglichen, die keinen direkten Anschluss an das Plexus-
choroideus-Stroma besitzen und somit Plexus-fern sind.

Die CD3* Lymphozyten-Dichte im gesamten Corpus callosum war deutlich héher in der
Cup+EAE-Gruppe im Vergleich zur EAE-Gruppe (EAE, 33,11 + 7,54 Zellen/mm? vs.
Cup+EAE, 102,20 + 15,18 Zellen/mm?; p = 0,0010; mediales und laterales CC in R215 und
R265). Ein signifikanter Unterschied konnte auch im Bereich der Hippocampus-Fornix-Einheit
festgestellt werden (EAE, 23,66 + 4,68 Zellen/mm? vs. Cup+EAE, 68,79 + 15,52 Zellen/mm?;
p =0,0110), aber nicht im Bereich des Septums (EAE, 13,65 + 4,61 Zellen/mm?vs. Cup+EAE,
30,57 * 14,24 Zellen/mm?; p = 0,4418). Die Quantifizierung der Zelldichten der Esterase*
Granulozyten (Abbildung 17, C) ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen im Corpus callosum (EAE, 8,97 + 4,85 Zellen/mm? vs. Cup+EAE, 10,52 + 3,02
Zellen/mm?; p = 0,0852), in der Hippocampus-Fornix-Einheit (EAE, 5,08 + 1,76 Zellen/mm?
vs. Cup+EAE, 17,36 + 11,03 Zellen/mm?; p = 0,2086) und im Septum pellucidum (EAE, 13,65
+ 4,61 Zellen/mm? vs. Cup+EAE, 30,57 + 14,24 Zells/mm?; p = 0,4418).

Zudem haben wir die T-Zell-Dichten in Plexus-Stroma-nahen (Corpus callosum,
Hippocampus-Fornix-Einheit) und Plexus-Stroma-fernen (Habenula, periventrikuléres
Caudoputamen) Regionen bei Cup+EAE-Mausen quantifiziert und diese miteinander
verglichen (Abbildung 17, D). In Ubereinstimmung mit unserer Hypothese waren die T-Zell-
Dichten in Plexus-Stroma-nahen Bereichen wesentlich hoher als diese in Plexus-Stroma-fernen
Regionen (CC, 102,2 + 15,18 Zellen/mm? vs. HFS, 68,79 + 15,52 Zellen/mm? vs. Hab, 2,655
+ 0,909 Zellen/mm? vs. pvCP 16,98 + 7,944 Zellen/mm?). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Cuprizone-induzierte Pathologie eine Lymphozytenrekrutierung nicht nur Gber die
gestorte Blut-Hirn-Schranke MOGss-ss-immunisierter M&use ausldst, sondern auch (ber das

Plexus-choroideus-Stroma.
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Abbildung 17: Lymphozytenrekrutierung in periventrikulére Bereiche des Vorderhirns tiber das Plexus-
choroideus-Stroma. (A) zeigt einen représentativen Ausschnitt aus dem Vorderhirn (R265) einer
Cup+EAE-Maus. Die Pfeilkopfe markieren die vorgeschlagene Invasionsroute der Leukozyten vom
Plexus-choroideus-Stroma tiber periventrikulére Bereiche zum Corpus callosum. Die drei K&sten oben
sind unten vergrofert hervorgehoben. Der Pfeil auf dem unteren Bild (links) zeigt Anhaufung CD3* T-
Zellen im Plexus-choroideus-Stroma (Plch) sowie in Plexus-nahen Bereichen. Im Gegensatz zum
Habenula (Hab; mittig) zeigte sich in der Hippocampus-Fornix-Einheit (HFE; rechts) eine deutliche
Akkumulation von T-Zellen (mit Pfeil markiert). (B) Quantifizierung der CD3* Lymphozyten im Bereich
des Corpus callosum (CC; n = 48 Schnitte), der Hippocampus-Fornix-Einheit (n = 32 Schnitte) und des
Septums (n = 16 Schnitte) bei EAE- und Cup+EAE-Mausen. Die Auswertungen wurden in R215 und
R265 durchgefiihrt. (C) Quantifizierung der Esterase™ Neutrophile im Bereich des CC (n = 31 Schnitte),
HFE (n = 14 Schnitte) und Septums (n = 16 Schnitte) bei EAE und Cup+EAE Mausen. Die
Auswertungen wurden in R215 und R265 durchgefiihrt. Das letzte Diagramm (D) stellt eine
vergleichende Quantifizierung von T-Zell-Dichten zwischen Plexus-Stroma-nahen (CC, HFE) und
Plexus-Stroma-fernen (Hab, periventrikuldres Caudoputamen - pvCP) Bereichen in der Cup+EAE-
Gruppe dar. (n = 24 Schnitte fir CC, n = 16 Schnitte flir HFE, n =16 Schnitte fir Hab, n = 16 Schnitte
fur pvCP). Die Auswertungen wurden in R265 durchgefihrt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden mithilfe von Mann-Whitney Tests oder T-test statistisch geprift. *» < 0,05, MaBstab: 100 pm.
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3.4.Cup+EAE Vorderhirnlasionen teilen histopathologische Merkmale mit

Typ 11 MS-La&sionen:

In einem ndchsten Schritt haben wir die histopathologischen Charakteristika der
Vorderhirnlasionen unseres Cup+EAE-Modells genauer untersucht und sie mit diesen des
EAE-Modells verglichen. Insbesondere wollten wir Uberprifen, ob die gleichzeitige
Kombination beider Modelle die Komplexitat der MS-Pathologie néher widerspiegelt als das
EAE-Modell allein. Zu diesem Zweck haben wir die Hirnpréparate auf typische Merkmale der
Typ I MS-Lé&sionen [50] untersucht — Oligodendrozytendegeneration, Demyelinisierung,
Mikrogliose/Monozytose und T-Zell-Invasion.

Zur genaueren Charakterisierung des Ausmalies der Oligodendrogliopathie haben wir zuerst
die Dichte der apoptotischen Zellkorper im Corpus callosum quantifiziert. Im medialen Teil des
Corpus callosum der Cup+EAE-Gruppe war die Dichte erheblich hoher als diese in der EAE-
Gruppe (EAE mCC, 0,181 + 0,181 Zellen/mm? vs. Cup+EAE mCC, 4,383 + 1,127 Zellen/mm?;
p < 0,0001) (Abbildung 18, A). Im lateralen Corpus callosum zeigte sich eine Tendenz zur
hoheren apoptotischen Zelldichte in der Cup+EAE-Kohorte, obwohl dieser Unterschied das
Niveau der statistischen Signifikanz nicht erreichte (EAE ICC, 0,0 + 0,0 Zellen/mm? vs.
Cup+EAE ICC, 0,405 * 0,219 Zellen/mm?; p < 0,0800). Im Einklang mit diesen Daten zeigte
sich die Dichte der OLIG2* Oligodendrozyten deutlich niedriger im medialen (EAE mCC, 1823
+ 98,08 Zellen/mm? vs. Cup+EAE mCC, 620,3 + 113,7 Zellen/mm?; p < 0,0001) und lateralen
(EAE ICC, 1471 + 74,55 Zellen/mm? vs. Cup+EAE ICC, 812,4 + 135,6 Zellen/mm?; p =
0,0008) Corpus callosum von Cup+EAE Mausen. Zudem war der ,,Stress-Transkriptionsfaktor
DDIT3 viel hdufiger in Oligodendrozyten der Cup+EAE-Gruppe exprimiert (EAE mCC, 0,149
+ 0,102% aller OLIG2* Zellen vs. Cup+EAE mCC, 23,46 £ 3,513%; p = 0,0007); (EAE ICC,
0,236 + 0,111% aller OLIG2* Zellen vs. Cup+EAE ICC, 32,09 + 1,769%; p = 0,0009). Die
absolute Dichte dieser ,,pra-apoptotischen®, DDIT3-exprimierenden Oligodendrozyten war
sowohl im medialen (EAE mCC, 2,708 + 1,982 Zellen/mm? vs. Cup+EAE mCC, 152,7 + 41,75
Zellen/mm?; p = 0,0007), als auch im lateralen (EAE ICC, 3,473 + 1,533 Zellen/mm? vs.
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Cup+EAE ICC, 264,2 + 45,28 Zellen/mm?; p = 0,0009) Corpus callosum wesentlich hoher in

der Cup+EAE-Gruppe.
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Abbildung 18: Oligodendrogliopathie im Vorderhirn von EAE und Cup+EAE Mausen. (A) Der Pfeil
markiert einen apoptotischen Oligodendrozyt im medialen Corpus callosum einer Cup+EAE-Maus. (B)
,, Gestresste“, pra-apoptotische Oligodendrozyten im Bereich des mCC visualisiert durch anti-OLIG2
(griin fluoreszierend)/DDIT3 (rot fluoreszierend) Doppelfarbung. Die Pfeile markieren DDIT3-
exprimierende Oligodendrozyten. (C) Quantifizierung von apoptotischen Zellkdrpern im medialen
(mCC) und lateralen Corpus callosum (ICC) der EAE und Cup+EAE Gruppe (n = 32 Schnitte; R265).
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe von Mann-Whitney Tests statistisch geprdift.
(D) Quantifizierung der Dichten aller Oligodendrozyten sowie DDIT3* Oligodendrozyten im mCC und
ICC beider Kohorten (n = 16 Schnitte; R265). Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe
von Mann-Whitney-Test (OLIG2*/DDIT3*-Zelldichte) oder T-test (OLIG2*-Zelldichte) statistisch

gepriift. MaBstab: 100 pum.
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Als Néachstes haben wir das Ausmal der Demyelinisierung in beiden Kohorten untersucht. Wie
in Abbildung 19 (A) beispielhaft dargestellt, waren die Myelinscheiden im Corpus callosum
der EAE-Gruppe auf histopathologischem Niveau weitgehend intakt. Im Gegensatz dazu zeigte
sich eine konsequente moderate Demyelinisierung im Corpus callosum der Cup+EAE-Gruppe
(A°), die medial (EAE mCC, 95,83 + 0,945 vs. Cup/EAE mCC, 63,13 + 4,792; p = 0,0009)
starker ausgeprégt war als lateral (EAE ICC, 98,75 + 0,687 vs. Cup+EAE ICC, 86,04 + 3,085;
p = 0,0011) (Abbildung 19, B). Aullerdem korrelierte der Grad der Demyelinisierung im
medialen Corpus callosum negativ mit der Dichte der CD3* T-Zellen (r = - 0,6701; p = 0,0045)
(Abbildung 19, C).
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Abbildung 19: Demyelinisierung im Vorderhirn von EAE- und Cup+EAE-Mdusen. (4, A°) zeigen
reprasentative Ausschnitte aus dem medialen (mCC) und lateralen (ICC) Corpus callosum einer EAE-
und einer Cup+EAE-Maus. Die Myelinscheiden wurden mithilfe von LFB/PAS-Farbung visualisiert.
(B) Semiquantitative Auswertung des Myelinisierungsgrades (n = 16 Schnitte, R265). Die
Gruppenunterschiede wurden mithilfe von Mann-Whitney-Tests auf statistische Signifikanz getestet. (C)
Korrelation zwischen der Dichte der CD3* Lymphozyten (y-Achse) und der Myelin-Integritat (x-Achse)
(n = 16 Schnitte, R265) im mCC. Diese Korrelation wurde mithilfe von Spearman ‘sche
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. MaRstab: 100 pm.
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Die Mikrogliose und Monozyten-Invasion sind weitere typische histopathologische Merkmale
der Typ IlI-MS Lésionen. Aufgrund von Gemeinsamkeiten bei den Expressionsprofilen der
Monozyten und Mikrogliazellen wurden beide Zellpopulationen mithilfe von Antikérpern, die
gegen das zytoplasmatische Protein IBA1 (,,ionized calcium-binding adapter molecule 1°)
gerichtet sind, visualisiert. Ein Nachteil dieser Gegebenheit ist, dass die Zellpopulationen nicht
sicher voneinander unterschieden werden konnten und deshalb zusammen quantifiziert wurden.
Die Dichte der Mikrogliazellen/Monozyten im medialen (EAE mCC, 97,20 + 29,94 Zellen/mm?
vs. Cup/EAE mCC, 620,40 + 61,30 Zellen/mm?; p = 0,0003) und lateralen (EAE ICC, 106,40
+ 31,88 Zellen/mm? vs. Cup/EAE ICC, 244,60 + 44,99 Zellen/mm?; p = 0,0251) Corpus
callosum zeigte sich somit in gleicher Weise héher in der Cuprizone-intoxikierten Kohorte im
Vergleich zur EAE-Gruppe (Abbildung 20, B). Zudem war die Morphologie der
Mikrogliazellen bei den Cup+EAE-Mdusen veréndert — die amoOboide, aktivierte Form
(Abbildung 20, A‘, mit Pfeilen markiert) war viel h&ufiger zu finden als die ramifizierte,
inaktive Form. Es ergab sich aulRerdem eine positive Korrelation zwischen IBAL1* Zelldichten
und CD3* Lymphozytendichten im medialen Corpus callosum (r = 0,7912; p = 0,0003)
(Abbildung 20, C). Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Vorderhirnldsionen im
kombinatorischen Cup+EAE Modell wichtige histopathologische Charakteristika mit den Typ

111-MS Lésionen teilen.
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Abbildung 20: Mikrogliose und Monozyten-invasion im Vorderhirn von EAE und Cup+EAE Mausen.
(4, A°) zeigen reprdsentative Ausschnitte des medialen (mCC) und lateralen (ICC) Corpus callosum
einer EAE und einer Cup+EAE-Maus. Die Mikrogliazellen/Monozyten wurden immunhistochemisch
mithilfe von anti-IBA1 Antikérpern visualisiert. Die Pfeilkdpfe in (A) zeigen ramifizierte, ruhende
Mikrogliazellen im CC einer EAE-Maus. Die Pfeile in (A) markieren amdboide, aktivierte
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Mikrogliazellen im CC einer Cup+EAE-Maus. (B) Quantifizierung der Zelldichten der
Mikroglia/Monozyten in mCC und ICC (n = 16 Schnitte, R265). Die Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mithilfe von Mann-Whitney-Test (EAE mCC vs. Cup+EAE mCC) oder T-test (EAE
ICC vs. Cup+EAE ICC) gepriift. (C) Die Korrelation zwischen den IBA1* Mikrogliazellen/Monozyten
(x-Achse) und den CD3* Lymphozyten im mCC wurde mithilfe vom Spearman’sche
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. MaRstab: 100 pm.

4. Diskussion:

Im Rahmen dieser Studie konnte ich zeigen, dass (1) die kontinuierliche Cuprizone-
Intoxikation eine ad&quate anti-MOGss-s5 Immunantwort nicht verhindert, dass (2) milde
Cuprizone-induzierte Oligodendrogliopathie eine periphere Immunzellinvasion in die
Vorderhirne MOGss-ss-immunisierter M&use auslost, dass (3) das Plexus-choroideus-Stroma
wahrscheinlich als Invasionsroute fur einen Teil der peripheren Immunzellen fungiert und dass
(4) Cup+EAE Vorderhirnlasionen wichtige histopathologische Merkmale mit Typ Il MS-

L&sionen teilen.

4.1. Anti-MOG3s.55s Immunantwort in C57BL/6 Méausen bei kontinuierlicher

Cuprizone-Intoxikation

Der deutlich mildere klinische Verlauf in der Cup+EAE-Gruppe im Vergleich zu diesem in der
EAE-Gruppe spiegelt die abgeschwachte anti-MOGssss Immunantwort nach aktiver
Immunisierung wider. Die histopathologischen Daten von den Rickenmérken der Mause
unterstiitzen diese klinische Beobachtung (Abbildung 14). Uber einen immunmodulatorischen
Effekt des Kupferchelators Cuprizone haben nicht nur unser, sondern auch andere Labore
berichtet. In der Studie von Herder et al. konnte eine 5-wochige Gabe von 0,2 % Cuprizone die
demyelinisierende Leukomyelitis, die durch das ,,Theiler’s murine encephalomyelitis virus“ in
SJL-Méuse induziert wurde, deutlich abmildern [100]. Mana et al. haben in einer Studie an
C57BL/6 Mduse gezeigt, dass eine 4-wochige Gabe von 0,25% Cuprizone, gefolgt von 2-
waochiger Pause mit Normalfutter ohne Cuprizone und anschlieRender aktiver Immunisierung
gegen MOGss-s5 die Inzidenz und Schwere der EAE deutlich senkt [98]. Sie konnten aul’erdem
demonstrieren, dass ein passiver Transfer von MOGss.ss-reaktiven Splenozyten von Cuprizone-
behandelten Tieren in naiven C57BL/6 Méausen ebenso mit einer abgeschwéchten anti-MOGss-
55 Immunantwort einhergeht. Dieses Ergebnis spricht eher fiir einen immunmodulatorischen
und gegen einen direkten protektiven Effekt auf das ZNS durch Cuprizone, der theoretisch auch
mit einem milderen klinischen EAE Verlauf einhergehen kénnte. Da die T-Lymphozyten eine
zentrale Rolle bei der Neuroinflammation in den EAE-Modellen spielen, liegt es nahe, dass der
protektive Effekt von Cuprizone Uber eine Regulation der T-Zell-Funktionen vermittelt wird.
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Im Einklang mit dieser Hypothese konnten Solti, Kvell et al. zeigen, dass eine 1-wdchige Gabe
von 0,2% Cuprizone eine schwere Thymusatrophie bei C57BL/6 Madusen induziert. Die
Atrophie ging mit einer Apoptose von CD4*CD8* unreifen Thymozyten und war vorwiegend
mitochondrialen Ursprungs durch Caspase-3 und Apoptose-induzierenden Faktor vermittelt
[101]. Dartiber hinaus konnten Sen et al. zeigen, dass die 5-wdchige Cuprizone-Futterung eine
dosisabhé&ngige Milzatrophie sowie eine Abnahme der CD4* und CD8* T-Lymphozyten in der
Milz verursacht [102]. Obwohl diese Studien keinen kausalen Zusammenhang zwischen der
abgemilderten anti-MOGas-ss Immunantwort und der peripheren Immunmodulation durch die
Cuprizone-Gabe nachweisen kénnen, deuten sie stark auf einen immunmodulatorischen Effekt
des Kupferchelators hin. Unabhéngig von den zugrunde liegenden Mechanismen der
Cuprizone-vermittelten Immunmodulation war die Generierung von Myelin-reaktiven T-Zellen

nach aktiver MOGss-ss-Immunisierung bei kontinuierlicher Cuprizone-Intoxikation moéglich.

4.2.Cup+EAE Vorderhirnlasionen im Kontext des ,,inside-out*

Atiopathogenesemodells der MS

Trotz des abgeschwéchten klinischen Verlaufs und der milderen Riickenmarkpathologie in der
Cup+EAE-Gruppe war die Anzahl der peripheren Immunzellen in den Vorderhirnen der
Cup+EAE-Mause tendenziell hoher als in der EAE-Gruppe. Ein statistisch signifikanter
Unterschied konnte bei den CD3" T-Zellen im Corpus callosum nachgewiesen werden
(Abbildung 16). Obwohl die Anzahl der Granulozyten bei den Cuprizone-intoxikierten Tieren
tendenziell hoher war, wurde die statistische Signifikanz in diesem Fall verfehlt. Obgleich wir
im Rahmen unserer Studie die Anzahl der Leukozyten weder im Blut noch in der Milz noch im
Thymus untersucht haben, scheint es plausibel, dass der vermutete periphere
immunmodulatorische Effekt von Cuprizone die Immunzellrekrutierung ins Vorderhirn
geschwécht hat. Man kann deshalb spekulieren, dass das urspringliche AusmaR der sekundaren
Inflammation, die durch die metabolische Oligodendrogliopathie ausgelost wurde, viel
ausgepragter ware, wenn es nicht fur die unerwiinschte Immunsuppression des Chelators
Cuprizone gekommen waére. Diese Frage sollte aber in weiteren Studien systematisch
untersucht werden. Sen et al. konnten beispielsweise demonstrieren, dass eine 5-wdchige
Intoxikation mit 0,2% Cuprizone mit einem deutlich starkeren Verlust an T-Lymphozyten
einhergeht als eine 5-wdchige Intoxikation mit 0,1% Cuprizone. Zudem hat nur die héhere
Dosis eine Milzatrophie herbeigefiihrt. Interessanterweise fuhrte die 5-wochige Intoxikation

mit 0,1% Cuprizone in dieser Studie zu einer nur geringer ausgepragten
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Oligodendrozytendegeneration, Demyelinisierung und Gliose im Vergleich zur 5-wéchigen
Intoxikation mit 0,2% [102]. Basierend auf diesen Erkenntnissen l&sst sich die Frage stellen, ob
eine Kombination aus niedrig dosierter Cuprizone (0,1%) und aktiver EAE zu einer stérkeren
Immunantwort im Vorderhirn fuhren und somit ein optimiertes Modell fir die Untersuchung
der Auswirkungen pré-apoptotischer Lasionen auf die Immunzellrekrutierung darstellen wiirde.
Es ist bemerkenswert, dass das VVorderhirn im EAE-Modell i.d.R. viel weniger betroffen ist als
das Ruckenmark. Die autoreaktiven Immunzellen infiltrieren v.a. das Rickenmark und das
Kleinhirn und greifen dort das Myelin an [80, 81]. Im Gegensatz dazu I6st der Kupferchelator
Cuprizone eine toxische Oligodendrogliopathie und Gliose in verschiedenen Bereichen des
Vorderhirns aus, das Ruckenmark bleibt intakt [86]. Die Diskrepanz zwischen der
abgeschwachten Entziindung im Riickenmark und der verstérkten Pathologie im Vorderhirn der
Cup+EAE-Tiere lasst sich also durch die Cuprizone-induzierte Zytodegeneration und reaktive
Gliose erklaren (Abbildung 5). Eine reine Umverteilung der enzephalitogenen Lymphozyten
vom Rickenmark ins VVorderhirn halten wir zwar fiir unwahrscheinlicher, kdnnen diese aber im
Rahmen unserer Studie nicht sicher ausschlieBen. Obwohl die genauen Mechanismen, die zur
sekundaren Immunzellinvasion fuhren, nicht genau verstanden sind, gehen wir von einer
komplexen Interaktion zwischen ZNS-intrinsischen zytodegenerativen Kaskaden und
peripheren autoreaktiven Leukozyten aus. Dass primére zytodegenerative Prozesse prinzipiell
zu einer sekundaren Immunantwort fihren kénnen, wurde mithilfe mehrerer Paradigmen von
unserer Arbeitsgruppe und anderen demonstriert [64, 81]. Im Rahmen dieser Studien konnte
man feststellen, dass die Anzahl an Entzindungszellen im Vorderhirn mit dem
Auspragungsgrad der priméren Cuprizone-induzierten Pathologie zusammenhangt, was auf
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung hinweist. Dabei gilt je stdrker die Demyelinisierung, die
reaktive Gliose und die Neurodegeneration sind, desto ausgepragter die Immunzellinvasion.
Die Arbeitsgruppe von Stys konnte neulich demonstrieren, dass eine subtile Myelinpathologie
und darauffolgende Immunstimulation bei C57BL/6 Mausen ebenso zu einer autoimmunen
Demyelinisierung in den VVorderhirnen der Tiere fihren [103]. Zu diesem Zweck wurden die
Méuse 2 Wochen lang mit 0,2% Cuprizone gefittert und am Tag nach dem Ende der Cuprizone-
Intoxikation wurde bei denen das Immunsystem mittels CFA und PTX stimuliert. Die Daten
aus meiner Promotionsarbeit sind in Ubereinstimmung mit der verfuigbaren Literatur und
unterstiitzen das ,,inside-out* Modell der Entstehung von MS-Lasionen. In dieser Arbeit waren
die Cuprizone-induzierten Schaden zum Zeitpunkt der EAE-Immunisierung viel geringer als in

friheren Studien. Diese Tatsache deutet stark darauf hin, dass die milde Oligodendrogliopathie
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und das damit assoziierte ZNS-Mikromilieu ausreichend fir die Auslésung einer sekundaren
Immunantwort sind. Diese Beobachtung ist auch im Einklang mit der weit akzeptierten
Annahme, dass die Multiple Sklerose lange vor der ersten klinischen Manifestation beginnt
(Abbildung 2). Eine neue Studie aus unserer Arbeitsgruppe konnte zudem demonstrieren, dass
die alleinige 5-wdchige Cuprizone-Intoxikation ohne aktive EAE-Immunisierung oder PTX-
Gabe ausreichend fur eine periphere Immunzellrekrutierung ist [104]. Interessanterweise war
der GroRteil dieser Immunzellen, ahnlich wie bei den MS-Lésionen und im Gegensatz zur EAE,
CD8* T-Zellen [105, 106]. Ob die T-Lymphozyten im Rahmen unseres synchronen Cup+EAE-
Protokolls einen tiberwiegend CD4* oder CD8* Phénotyp nachweisen und ob sich der Phénotyp
der Vorderhirn-infiltrierenden T-Zellen von dem Phanotyp der Rickenmark-infiltrierenden
Lymphozyten unterscheidet, sollte in weiteren Studien untersucht werden. Diese Hypothese
halten wir fir wahrscheinlich, denn die Antigen-Spezifitdt der autoreaktiven T-Zellen ist
sowohl in der EAE als auch in der MS eine wichtige Variable fir die genaue Lokalisation der
Lé&sionen [107, 108]. Obwohl die Untersuchung der genauen Mechanismen, die zur sekundaren
Immunzellrekrutierung ins ZNS fihren, nicht Ziel unserer Studie war, schlagen wir das
folgende Erklarungsmodell vor, das in darauffolgenden Studien noch adressiert werden kann.
Die Cuprizone-induzierten (1) Oligodendrozyten-Stress und -Degeneration aktivieren (2)
Astrozyten und Mikroglia-Zellen, die pro-inflammatorische Chemokine exprimieren und
freisetzen. AuBerdem (3) gelangen Myelin-Antigene in die Peripherie und werden durch
Antigen-prasentierende Zellen phagozytiert und prozessiert. Die Myelin-Epitope sorgen dann
fur (4) die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen, die ins ZNS migrieren, dort (5) reaktiviert
werden und das (6) Myelin angreifen [94, 109]. Obwohl es inzwischen eine Menge
experimenteller Evidenz daftr gibt, dass primdre metabolische Oligodendrogliopathie eine
sekundare periphere inflammatorische Welle bei immundysregulierten Wirten induzieren kann,
bleibt die Frage offen, ob ein ahnliches Szenario auch bei der MS mdglich ist. Ein starkes
Argument fur das Vorhandensein primérer metabolischer Oligodendrozytendegeneration und
die Plausibilitat des ,,inside-out” Modells sind die Ergebnisse aus den histopathologischen
Studien, die friihe MS-Lé&sionen untersucht haben. Diese zeigten, dhnlich wie nach Cuprizone-
Intoxikation, apoptotische Oligodendrozyten und aktivierte Mikrogliazellen mit nur wenigen
Lymphozyten oder Monozyten, ohne Demyelinisierung oder Neurodegeneration [58, 60, 61].
AuRerdem beginnt die Oligodendrozyten-Degeneration in MS-Lésionen oft als ,,dying-back*
Oligodendrogliopathie, ahnlich wie bei den Cuprizone-induzierten Ld&sionen [56, 57].

Interessanterweise kann die Lokalisation der ersten demyelinisierenden Lasion im Rahmen der
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schubférmigen MS den Ort des néchsten Schubs voraussagen [24, 110]. Obwohl die genauen
Mechanismen dieses Phdnomens unbekannt sind, ist es plausibel, dass im Rahmen der ersten
klinischen Attacke immunogene, fur den entsprechenden Ort typischen Myelinantigene in die
Peripherie gelangen und eine sekundére/tertidre Immunantwort auslésen. Auch wenn die Art
der Oligodendrogliopathie in dem Fall wahrscheinlich nicht primér, sondern sekundar ist,
ahnelt dieses Prinzip unserem experimentellen Paradigma (Cup+EAE) und ist mit dem ,,inside-
out* Modell vereinbar. Die ,,inside-out” Hypothese bezieht sich nicht nur auf die schubférmige
MS, sondern findet auch in der progressiven Form der Erkrankung Anwendung. Somit wird es
vermutet, dass die Zytodegeneration ein unabhangiger Prozess und keine alleinige Folge der
abgekapselten Neuroinflammation ist [111]. Vermutlich beginnt diese noch in der préklinischen
Phase der Erkrankung und wird lange Zeit durch Mechanismen wie Remyelinisierung
kompensiert, die nach gewisser Zeit ausgeschopft sind [112, 113]. Es gibt demzufolge
ausreichend praklinische und Klinische Evidenz fiir das ,inside-out® Modell der
Atiopathogenese der MS, das eine plausible Alternative zum alten ,,outside-in* Paradigma
darstellt. Unabhangig von dem initialen Ereignis ist eine Interaktion zwischen den
zytodegenerativen und autoimmunen Prozessen sehr wahrscheinlich und von zentraler
Bedeutung fiir die Neurodegeneration und Behinderungszunahme bei den Patienten [111]. Ein
besseres Verstdndnis der genauen Mechanismen wird hoffentlich zur Entwicklung neuer
Behandlungsoptionen fiihren, die die progrediente Phase der Erkrankung verlangsamen oder

sogar aufhalten kénnten.
4.3.Die Rolle des Plexus choroideus bei der Immunzellinvasion

Die Anzahl der perivaskuldren Lasionen (PVCs) in den Vorderhirnen der Tiere war
vergleichbar in beiden Gruppen. Als PVC wird die Ansammlung von peripheren Immunzellen
im perivaskuldren Raum einer postkapillaren VVenole bezeichnet. Die perivaskulare L&sion ist
ein typisches Merkmal der MS-Lé&sionen und ein histopathologisches Korrelat fur die
Immunzellinvasion Gber die gestorte Blut-Hirn-Schranke. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist
eine funktionelle Einheit, die das ZNS vom peripheren Blut trennt, das ZNS vor schédlichen
Metaboliten und Pathogenen schutzt und das Milieu durch regulierten Import und Export
aufrechterhélt. Diese wird im engeren Sinne durch Endothelzellen mit interzelluléren Tight
junctions, Basalmembran, Perizyten und Astrozyten gebildet [114]. Ein perivaskularer Raum,
der essenziell fur die Leukozytenmigration im Rahmen der Immuniberwachung oder der
Neuroinflammation ist, gibt es nur an den postkapillaren Venolen [115, 116]. Bei der MS und

insbesondere in der schubférmigen Phase der Krankheit ist die Funktion dieser BHS gestort,
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was die Invasion der autoreaktiven Lymphozyten fordert. Die gestorte Schranke ist ein
typisches radiologisches Zeichen der Neuroinflammation und korreliert stark mit der
Formierung neuer demyelinisierenden Herden. Darlber hinaus zielt Natalizumab, eins der
hochwirksamsten Medikamente gegen MS, genau auf die Leukozytenmigration durch die
gestorte BHS (Tabelle 2) [41, 117]. Bei der progredienten Phase der MS, ist die Blut-Hirn-
Schranke-Integritdt zum grof3en Teil erhalten [118]. Diese macht sich u.a. durch das Fehlen
aktiver, Gadolinium-aufnehmender L&sionen in der MRT bemerkbar. Der entziindliche Prozess
im ZNS bleibt also hinter intakter Blut-Hirn-Schranke abgeschottet und treibt
hdchstwahrscheinlich die fur die Behinderungszunahme zustdndige Neurodegeneration voran
[49]. AuRerdem konnte die Abkapselung der Neuroinflammation die fehlende Wirksamkeit der
immunmodulatorischen Medikamente in der progredienten MS erklaren, die sich als so
wirksam in der schubfoérmigen Phase der Erkrankung erwiesen haben [111]. Obwohl die
Immunzellinvasion tber die Blut-Hirn-Schranke stark eingeschrénkt ist [49], konnten andere
Orte im ZNS wie die Meningen und der Plexus choroideus fur die Neuroinflammation bei der
PPMS und SPMS von Bedeutung sein [120, 121]. Der Plexus choroideus ist ein epithelial-
endotheliales GefalRkonvolut, das sich in den Hirnventrikeln befindet und fir die Produktion
des Liquor cerebrospinalis zustandig ist [69]. Es besteht aus einer Schicht Epithelzellen, die auf
einer Basalmembran liegen, miteinander durch Tight junctions verbunden sind, und die
sogenannte Blut-Liquor-Schranke bilden. Diese Schranke gewdhrleistet die Regulation des
Mikromilieus im ZNS und ist fur dessen Funktion unverzichtbar [122]. Basal von den
Epithelzellen liegen im Stroma fenestrierte Kapillaren [69]. Diese dienen als Eintrittsstelle fur
Immunzellen im Rahmen der Immuniberwachung oder eines entziindlichen Prozesses, aber
auch fur Pathogene [123]. Der Plexus choroideus konnte zudem aus mehreren Grinden eine
plausible Route fur die Leukozytenmigration ins ZNS im Rahmen der MS darstellen. Erstens,
die fenestrierten GeféaRe erlauben eine problemlose Migration von Leukozyten ins Plexus-
choroideus-Stroma [94]. Dass Leukozyten im Rahmen der MS das Plexus-choroideus-Stroma
infiltrieren, wurde zum ersten Mal von Vercellino und Kollegen demonstriert [121]. Zweitens,
die Expression von MHC | und MHC 1l durch die Epithelzellen und das Vorhandensein
dendritischer Zellen weisen auf eine Antigen-Présentation und (Re-)Aktivierung von
Lymphozyten, die im Stroma stattfinden [124, 125]. Drittens, es wurde gezeigt, dass die Plexus-
Migrationsroute eine Schlisselrolle bei der Induktion der EAE spielt [126]. Obwohl die Rolle
der Plexus-choroideus-Route fur die Migration der dendritischen Zellen in MS noch nicht

umfassend untersucht wurde, gibt es Hinweise darauf, dass sie von Relevanz ist. CCR5 und
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CCR7 werden oft bei dendritischen Zellen im Liquor cerebrospinalis von MS Patienten
exprimiert und deren Liganden sind im Hirnparenchym demyelinisierender Ldsionen
hochreguliert [127, 128]. Weiterhin migrieren dendritische Zellen rasch in den Plexus
choroideus nach MOGssss Immunisierung und koénnen  sowohl  periventrikulare
demyelinisierende Lé&sionen als auch zervikale Lymphknoten infiltrieren [129]. Man konnte
deshalb spekulieren, dass (1) die Cuprizone-induzierte Pathologie dendritische Zellen vom
Plexus choroideus uber Chemokine wie CCL2 und CCL3 anlockt. Diese konnten (2)
immunogene Myelinreste phagozytieren, prozessieren und diese (3) Lymphozyten in den
zervikalen Lymphknoten prasentieren. Die (4) autoreaktiven Lymphozyten wirden in einem
nachsten Schritt die Cuprizone-induzierten Lé&sionen u.a. Uber den Plexus choroideus
infiltrieren und das Myelin angreifen. Diese Hypothese sollte in weiteren Studien untersucht
werden.

Die Rolle dieser Route bei der progredienten MS wurde durch eine neulich publizierte
histopathologische Studie von Rodriguez-Lorenzo et al. untersucht. Diese hat die
Immunzellverteilung im Plexus choroideus von Patienten mit progredienter MS genauer
beschrieben. Interessanterweise konnten die Autoren demonstrieren, dass die CD8" T-Zell-
Dichte sowie die Granulozyten-Dichte im Plexus-choroideus-Stroma von MS-Patienten
deutlich hoher sind als bei Kontrollen. AuBerdem waren MHCII* Antigen-présentierende
Zellen in unmittelbarer N&he zu T-Zellen zu finden, was auf eine Interaktion zwischen diesen
Zellpopulationen hinweist [130]. Die Autoren behaupten, dass die Begrenzung der
Immunzellen auf das Plexus-choroideus-Stroma fir eine untergeordnete Rolle der Plexus-
choroideus-Route fir die Immunzellinvasion spricht. Llovera et al. konnten jedoch mithilfe
praklinischer Schlaganfall-Tiermodellen demonstrieren, dass nach ischamischem Insult T-
Zellen das ZNS direkt Uber das Plexus-choroideus-Stroma infiltrieren kdnnen, ohne die durch
Tight junctions verbundenen Epithelzellen Gberwinden zu mussen [99]. Obwohl die MS und
der Schlaganfall zwei unterschiedliche Krankheiten sind, teilen sie auch einige gemeinsame
pathophysiologische Aspekte wie Demyelinisierung, Gliose und Immunzellinfiltration. Es ist
deshalb plausibel, dass so eine Art der Immunzellmigration nicht nur beim Schlaganfall
vorkommt. Die fehlenden Leukozyten im Plexus-choroideus-Epithelium in der Studie von
Rodriguez-Lorenzo et al. schlieft demzufolge der Plexus choroideus als relevante
Migrationsroute im Rahmen der progredienten MS keineswegs aus.

Da das Vorderhirn im EAE Modell i.d.R. nicht so stark von der Neuroinflammation betroffen

ist, weist die vergleichbare Anzahl der perivaskuléren Lasionen in beiden Kohorten auf eine
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untergeordnete Rolle dieser Migrationsroute bei der Immunzellmigration in unserem Cup+EAE
Modell hin. Interessanterweise war trotzdem die Anzahl der CD3* Zellen in den Vorderhirnen
der Cup+EAE Méuse deutlich héher als diese in der EAE Gruppe. Diese Diskrepanz kénnte
auf einen alternativen Migrationsweg hindeuten, den die enzephalitogenen Lymphozyten
nutzen konnten, um das ZNS zu infiltrieren. In einem né&chsten Schritt haben wir deshalb
untersucht, ob ein Teil der Leukozyten das ZNS uber den Plexus choroideus infiltriert haben.
Die Anzahl der CD3* Lymphozyten war im Bereich des Corpus callosum sowie der
Hippocampus-Fornix-Einheit signifikant hoher in der Cup+EAE-Kohorte im Vergleich zur
EAE-Kohorte. AuBerdem imponierten die T-Zell-Dichten in Plexus-Stroma-nahen Regionen
(Corpus callosum, Hippocampus-Fornix-Einheit) deutlich héher als in Plexus-Stroma-fernen
Regionen (Habenulae, periventrikuldres Caudoputamen). Zusammengenommen weisen diese
Daten darauf hin, dass ein substanzieller Teil der Lymphozyten tber das Plexus-choroideus-
Stroma ins ZNS migrieren konnte. Die Granulozyten-Dichte der Cup+EAE Gruppe war
vergleichbar mit dieser der EAE Gruppe. Man kann jedoch spekulieren, dass der urspriingliche
Effekt durch die immunmodulierende Wirkung von Cuprizone abgeschwéacht wurde. Unsere
Daten sowie die genauen Pathomechanismen der Immunzellmigration sollen in weiteren in vivo
Zell-Tracking-Studien untersucht werden. Es ware interessant zu sehen, ob im Rahmen unseres
Modells die T-Zellen, &hnlich wie bei der EAE, Uber die CCR6-CCL20 Achse reguliert werden
oder andere Mechanismen involviert sind [74]. Mithilfe unseres Cup+EAE-Modells lie3en sich
vermutlich die Mechanismen, die zur Immunzellinvasion Uber diese alternative Route flhren,
einfach und effizient untersuchen. Diese Erkenntnisse wirden hoffentlich zu einem besseren
Verstandnis der Neuroinflammation im Rahmen der progredienten MS und zur Entwicklung

neuer Therapieansétze beitragen.

4.4.Cup+EAE Vorderhirnléasionen als Modell zur Untersuchung der Typ
111 MS-La&sionen

Die Cup+EAE Vorderhirnlasionen werden histopathologisch u.a. durch metabolischen Stress,
Demyelinisierung, Mikroglia-Aktivierung und Infiltration von autoreaktiven T-Lymphozyten
gekennzeichnet (Abbildungen 18, 19, 20). Interessanterweise dhneln die Cup+EAE Lésionen
dadurch stark den Typ 111 MS-L&sionen, die sowohl durch metabolische als auch durch immun-
vermittelte Oligodendrogliopathie gepragt sind [48]. Diese histopathologischen Ahnlichkeiten
deuten moglicherweise auf gemeinsame Pathomechanismen hin, die die Progression beider

Lasionsarten vorantreiben. Somit kdnnte man durch die Untersuchung des Zusammenspiels der
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metabolischen und der immun-vermittelten Oligodendrogliopathie im Cup+EAE Modell
wichtige Erkenntnisse zur Entstehung und Progression von Typ 11l MS-Ldasionen gewinnen. Es
ist bemerkenswert, dass Patienten, die Typ IIl MS-Lésionen aufweisen, kaum von einer
Plasmapherese profitieren. Stork et al. konnten demonstrieren, dass die Ansprechrate der
Apherese i.R. eines akuten Ruckfalls maRgeblich mit dem immunopathologischen
Lasionssubtyp zusammenhéngt. Daraus ergibt sich die klinisch relevante Frage, ob die
immunpathologischen Lasionsmuster mit der (1) Ansprechrate verfligbarer Medikamente und
mit der (2) Prognose zusammenhdngen. Die wirksameren verlaufsmodifizierenden
Medikamente gehen i.d.R. mit deutlich hdéheren gesundheitlichen Risiken einher (Tabelle 2)
und konnen in manchen Féllen sogar lebensbedrohliche Folgen haben. Deshalb sind die
besonders wirksamen verlaufsmodifizierenden Medikamente (z.B. Natalizumab und
Alemtuzumab) den Patienten mit schweren aktiven Verldufen vorbehalten. Es gibt jedoch
immer mehr Evidenz dafiir, dass eine friihe aggressive Behandlung mit einem spateren Beginn
der SPMS und insgesamt einer besseren Prognose einhergeht [131]. Biomarker, die zu einer
genaueren Prognoseeinschatzung beitragen und das Ansprechen eines Patienten auf eine
Medikamentengruppe vorhersagen konnten, wirden zu einer wirksamen und sicheren
Behandlung fuhren. Préklinische in vivo Modelle wie unser Cup+EAE-Modell, die bestimmte
immunpathologische L&sionsmuster reproduzieren, kénnen somit nicht nur zum Verstandnis
der pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung, sondern auch zur Entdeckung neuer
Biomarker beitragen. Solche Biomarker wirden eine zentrale Rolle bei der personalisierten
Prognoseeinschatzung und Behandlung der MS spielen.

Ein zentrales Merkmal sowohl der Cup+EAE Vorderhirnlasionen als auch der Typ Il MS-
Lasionen ist der metabolische Oligodendrozyten-Stress. Dass Oligodendrozyten-Stress
Mikrogliazellen aktivieren und dadurch eine neuroinflammatorische Kaskade ankurbeln kann,
wurde mehrmals im Rahmen von experimentellen Studien demonstriert [132, 133]. Zum
Beispiel konnten Hoévelmeyer et al. zeigen, dass Mduse, deren Oligodendrozyten die pro-
apoptotischen Gene Fas und TNF-R1 fehlen, nur einen milden EAE-Verlauf entwickeln.
Weiterhin kdénnen Oligodendrozyten Chemokine wie 1L6, CXCL10, CCL2 und CCL3
sezernieren und dadurch Mikroglia zum Ort der Schadigung rekrutieren oder via Exosomen mit
diesen interagieren [75, 132]. Welche Mechanismen fur die Mikroglia-Aktivierung bei den Typ
I11-L&sionen zustandig sind, bleibt es noch zu kléren.

Mikrogliazellen sind die angeborenen Immunzellen des Zentralnervensystems. Sie haben

ahnliche Funktionen wie die Makrophagen — d.h. sie sind u.a. fir die Phagozytose, die
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Antigenpréasentation und die Zytokinproduktion zustandig [134]. Im Rahmen der
neuroinflammatorischen  Kaskade sezernieren  Mikrogliazellen nach  Aktivierung
proinflammatorische Mediatoren wie Glutamat, Matrix-Metalloproteinasen, reaktiver
Sauerstoff und reaktive Stickstoffspezies. Zudem werden diverse Zyto- und Chemokine
freigesetzt [135]. Diese fiihren zu einer diffusen Schéadigung benachbarter Zellen, wobei die
Oligodendrozyten aufgrund des hohen Energiebedarfs besonders anféllig sind [75]. Die
Mikroglia interagieren nicht nur mit Zellen des ZNS, sondern Uber die Antigenpréasentation
auch mit peripheren Immunzellen. Die Antigenprésentation ist unverzichtbar fir die
Generierung von enzephalitogenen Lymphozyten und den Krankheitsbeginn der MS [136].
Interessanterweise konnten Sosa et al. zeigen, dass zuerst die Mikrogliazellen die
antigenprasentierende Rolle nach EAE-Induktion tibernehmen und die dendritischen Zellen erst
etwa 7 Tage p.i. dazu beitragen [137]. Eine Hochregulation der MHC-I1 Molekiile wurde auch
beim  Cuprizone-Demyelinisierungsmodell  gezeigt [138]. Die Bedeutung dieses
Expressionsmusters bleibt angesichts der Tatsache, dass eine Immunzellrekrutierung im
Cuprizone-Modell eine untergeordnete Rolle spielt, noch unklar. Bemerkenswert ist die
Tatsache, dass aktivierte Mikrogliazellen sehr haufig in der sogenannten normal erscheinenden
weillen Substanz (,,normal appearing white matter”) auftreten [139]. Sie gehen mit
Neurodegeneration, Oligodendrozytenstress und Komplementsystemablagerungen einher
[140]. Dieser Muster weist auf eine zentrale Rolle der aktivierten Mikrogliazellen bei der
Formierung von friihen Lasionen hin, die auf der histopathologischen Ebene (noch) unaufféllig
erscheinen. Die frihe Cuprizone-induzierte Mikroglia-Aktivierung und die anschlieBende
EAE-vermittelte Immunzellrekrutierung i.R. unseres Cup+EAE-Protokolls ermdglichen die
Untersuchung dieser friihen Interaktionen, die moglicherweise eine zentrale Rolle bei der
Formierung von MS-Ldsionen spielen.

Mikrogliazellen tragen nicht nur zur Oligodendrozyten-Degeneration, sondern auch zur
Oligodendrozyten-Regeneration und Remyelinisierung bei. So konnten zwei unabhéngige
Arbeitsgruppen demonstrieren, dass eine Minocyclin-vermittelte Hemmung der Mikroglia-
Aktivierung die Rekrutierung und Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
verhindert [141, 142]. Die Oligodendrozyten-Vorléuferzellen sind die Zellen, die fur die
Produktion neuer Myelinscheiden nach einer Demyelinisierung zusténdig sind. Ein zentraler
Mechanismus zur Forderung der Remyelinisierung durch die Mikrogliazellen ist die

Phagozytose. Dadurch werden die Myelintrimmer vom Ort des Geschehens entfernt und die
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Axone auf Remyelinisierung vorbereitet [143]. Man sieht anhand dieser Beispiele, dass die
Interaktion zwischen Oligodendrozyten und Mikroglia bidirektional und hochkomplex ist.
Gliazellen interagieren hochstwahrscheinlich nicht nur miteinander sondern auch mit den
rekrutierten peripheren Immunzellen und tragen gemeinsam zur Entstehung und Progression
insbesondre von Typ 11 MS-Lasionen [94]. Plemel et al. konnten zum Beispiel demonstrieren,
dass Mikrogliazellen die periphere Monozyten-invasion ins ZNS nach Demyelinisierung
regulieren und sogar inhibieren kénnen [144].

Die Degeneration reifer Oligodendrozyten sowie von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ist auf
histopathologischem Niveau ein Hauptmerkmal der entztindlichen MS-Ldsionen. Zytokine wie
das Inteferon-y, die durch aktivierte T-Zellen sezerniert werden, kdnnen die Differenzierung
der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen beeintrachtigen und zur Zytodegeneration beitragen
[145]. Dass Myelinproteine stark immunogen sind und zu einer Rekrutierung peripherer
Immunzellen fihren kénnen, wurde bereits in zahlreichen Studien demonstriert [81, 103]. Die
Oligodendrozyten sind dabei aber nicht nur passive Opfer der neuroinflammatorischen
Reaktion, sondern auch wichtige Immunregulatoren. Diese unterschétzte Rolle wird u.a.
dadurch deutlich, dass Oligodendrozyten Chemokinrezeptoren wie CXCR1, CXCR2, CXCR3
exprimieren und diese bei der Multiplen Sklerose sogar hochreguliert sind [146]. Dass
Oligodendrozyten nicht nur auf Signalmolekdile von Immunzellen reagieren, sondern auch aktiv
mit diesen interagieren, konnten Koning et al. im Rahmen einer histopathologischen Studie
zeigen. Die Oligodendrozyten exprimieren das Glykoprotein CD200, das als Ligand fir den
CD200R dient. Der CD200R wird im ZNS v.a. durch die Mikrogliazellen exprimiert. Durch
die Bindung des Liganden am Rezeptor wird die Mikroglia-Aktivitat heruntergefahren und
somit die Entzindung eingeddmmt [147]. Zudem interagiert eine Untergruppe von
Oligodendrozyten (sog. inflammatorische Oligodendroglia) mit CD8* T-Zellen, indem sie den
MHC-1-Rezeptor exprimiert und Antigene prasentiert [148]. Einzelzell-RNA-Sequenzierung
weiler Substanz von Patienten mit progredienter MS konnte auch eine Anreicherung einer
bestimmten Oligodendrozytengruppe finden, bei denen mehrere Antigenprasentationsgene
hochreguliert sind [149]. Obwohl wir den folgenden Aspekt i.R. unserer Studie nicht explizit
untersucht haben, konnte man spekulieren, dass die primare metabolische
Oligodendrogliopathie eine Verschiebung des Oligodendrozytenphanotyps hin zum
inflammatorischen  Phanotyp mit vermehrter Expression von Zytokinen und
Antigenpréasentationsmolekilen bewirkt. Diese Verschiebung konnte zu einer stérkeren

Immunzellrekrutierung und sekundéren Oligodendrogliopathie beitragen. Um solche Zell-Zell-
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Interaktionen untersuchen zu kdnnen, brauchen wir praklinische Modelle wie das hier

vorgestellte Cup+EAE Modell (Tabelle 17), die sowohl die intrinsische als auch die

extrinsische Oligodendrogliopathie reproduzieren und sich dadurch der pathophysiologischen

Komplexitat der Multiplen Sklerose annahern.

zwischen milder
Oligodendrogliopathie
und peripheren
autoreaktiven
Leukozyten

Aspekte der MS Cuprizone | MOGss.s5- |  Cup/EAE Cup+EAE CAE
EAE (sequenziell) | (simultan) | (Cup/PTX)

Akuter Schub - +++ +++ ++ -
Progrediente + - ? ? ?
Behinderungszunahme
Fokale entziindliche - +++ +++ ++ ++
demyelinisierende
Ldasionen
Diffuse Schadigung der +++ + +++ +(+) ?
weilen/grauen Substanz
Remyelinisierung +++ - ++ - -
Metabolische +++ - +++ +++ +++
Oligodendrogliopathie
Immun-vermittelte - +++ +++ ++ +++
Oligodendrogliopathie
Neurodegeneration +++ +++ +++ ++ ?
Inside-out Mechanismen - - +++ +++ +++
Outside-in Mechanismen - +++ - - -
Zusammenspiel - - +++ - -
zwischen schwerer
Oligodendrogliopathie
und peripheren
autoreaktiven
Leukozyten
Zusammenspiel - - - +++ +++

+++ ausgepragt; ++ moderat; + kaum vorhanden; - nicht vorhanden; ? unklar.

Tabelle 17: Klinische und histopathologische Merkmale der MS, die in unterschiedlichen préklinischen
Mausmodellen widerspiegelt werden. Modifiziert aus [59]. Cup/EAE (sequenziell) nach [81];
Cup+EAE (simultan) nach [94], CAE (“cuprizone autoimmune encephalomyelitis”’) nach [103].

5. Zusammenfassung:

Hintergrund: Oligodendrozyten-Degeneration und die daraus resultierende Demyelinisierung

sind zentrale Merkmale der MS-Pathologie. Behandlungsansatze, welche die Oligodendrozyten

und das Myelin schiitzen und die endogenen Regenerationsmechanismen fordern, stehen bisher

noch nicht zur Verfligung. Oligodendrogliopathie und Demyelinisierung werden tblicherweise
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als direkte Folgen einer immun-vermittelten entziindlichen Reaktion gesehen. Intrinsische
metabolische Storungen sind aber wahrscheinlich von dhnlicher Bedeutung. Obwohl wir tber
gute praklinische Modelle fiir die isolierte Untersuchung immun-vermittelter und metabolischer
Oligodendrogliopathie verfugen, fehlen uns Modelle zur Untersuchung des Zusammenspiels
zwischen beiden Prozessen.

Fragestellung: Wir vermuten, dass die kontinuierliche Cuprizone-Intoxikation und die aktive
Induktion der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) bei Ma&usen uns
erlauben wiirde, Interaktionen zwischen metabolischer und inflammatorischer Schadigung von
Oligodendrozyten im ZNS zu untersuchen.

Methoden: Weibliche C57BL/6 Maéuse wurden zur Induktion einer metabolischen
Oligodendrozyten-Degeneration mit 0,25% Cuprizone fiir 18 Tage intoxikiert. Am 3. Tag der
Cuprizone-Intoxikation wurden die Tiere mit MOGss-ss (,,myelin oligodendrocyte glycoprotein
peptide®) immunisiert. Diese bewirkte die Formierung Myelin-autoreaktiver T-Zellen in den
peripheren lymphatischen Organen. Die Mduse wurden mithilfe eines strukturierten klinischen
Score-Systems taglich beurteilt und am Hohepunkt der EAE finalisiert. Die ZNS-Préparate
wurden (immun-) histochemisch hinsichtlich inflammatorischer Infiltrate, Demyelinisierung,
Oligodendrozyten-Degeneration, Mikrogliose und Neurodegeneration untersucht.

Ergebnisse: Trotz der immunsuppressiven Wirkung von Cuprizone kam es bei kontinuierlicher
Intoxikation zur Formierung Myelin-autoreaktiver T-Zellen und zur Entwicklung motorischer
Defizite. Obwohl die Cuprizone-Intoxikation zu einem milderen klinischen EAE-Verlauf und
geringerem Ausmal an Inflammation im Riickenmark fuhrte, sorgte die Cuprizone-induzierte
Oligodendrogliopathie im Vorderhirn zur verstarkten Lymphozyteninvasion am Ort der L&sion.
Diese Vorderhirnlasionen &hnelten stark den Typ Il MS-Lé&sionen und waren u.a. durch
Oligodendrozyten-Apoptose, Demyelinisierung, Mikrogliose und Infiltration  von
Lymphozyten gekennzeichnet.

Ausblick: Zusammenfassend haben wir im Rahmen dieser Studie ein préklinisches Mausmodell
entwickelt, welches es uns erlaubt, das direkte Zusammenspiel zwischen immun-vermittelter
und metabolischer Oligodendrogliopathie zu untersuchen. Das bessere Verstandnis der genauen
Mechanismen, die zur Demyelinisierung und folglich klinischen Progression flihren, wiirde zur
Entwicklung neuer Behandlungsansétze und Verbesserung der Prognose der Patienten mit MS

fuhren.

71



6. Abkurzungsverzeichnis:

ul

pm
ABC
APPA4
APC
BSA
CA
CAE
cC
CCL
CCR
CD
CFA
Cup
CWF
CXCR
DAB
DAPI
DDIT3
DNA
EAE
EBV
EDTA
ER

H&E
Hab
HFE
HIER

HRP

Mikroliter
Mikrometer
engl. avidin-biotin-complex
engl. amyloid precursor protein A4
engl. antigen-presenting cells; antigenprésentierende Zellen
bovines Serumalbumin
Commissura anterior
engl. cuprizone autoimmune encephalomyelitis
Corpus callosum
C-C-Chemokinligand
C-C-Chemokinrezeptor
engl. cluster of differentiation
engl. complete Freund’s adjuvant; komplettes Freund-Adjuvans
Cuprizone
engl. cold water fish skin gelatin
CXC-Chemokinrezeptor
3,3’Diaminobenzidin
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol
engl. DNA damage-inducible transcript 3
engl. deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsaure
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Epsetin-Barr-Virus
engl. ethylenediaminetetraacetic acid; Ethylendiamintetraessigséure
endoplasmatisches Retikulum
Gramm
Stunden
H&matoxylin-Eosin-Farbung
Habenula
Hippokampus-Fornix-Einheit
engl. heat-induced epitope retrieval, Hitze-induzierte Epitop-
Demaskierung
engl. horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase
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KIS
LFB/PAS
I

ICC

mCC
MHC
min

ml

mm
MOGss-55
mMRNA
MRT

MS
NK-Zellen
ns
OLIG2
p.i.

PBS

PLP
PPMS
PTX
PVC
pvCP
R215
R265
ROI

intraperitoneal

engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1
Immunfluoreszenz

Interferon Gamma

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Interleukin

klinisch isoliertes Syndrom

engl. luxol fast blue/periodic acid-schiff
Liter

laterales Corpus callosum

mediales Corpus callosum

engl. major histocompatibility complex

Minuten
Milliliter
Millimeter

engl. myelin oligodendrocyte glycoproteinss-ss peptide
engl. messenger ribonucleic acid
Magnetresonanztomographie

Multiple Sklerose

engl. natural killer cells; Nattrliche Killerzellen

nicht signifikant

engl. oligodendrocyte transcription factor 2

post Immunisierung

engl. phosphate-buffered saline

engl. myelin proteolipid protein

engl. primary progressive multiple sclerosis, primar progrediente MS
Pertussis-Toxin

engl. perivascular cuff; perivaskuldre Lédsion
periventrikuldres Caudoputamen

Region 215 nach Sidman et al., 1971

Region 265 nach Sidman et al., 1971

engl. region of interest
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RRMS engl. relapsing remitting multiple sclerosis, schubférmige MS

S Sekunden

s.C. engl. subcutaneous, subkutan

SEM engl. standard error of mean

SPMS engl. secondary progressive multiple sclerosis, sekundér progrediente
MS

TNFa Tumornekrosefaktor Alpha

uv Ultraviolett

ZNS Zentralnervensystem
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