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Zusammenfassung

Die MS als chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des ZNS stellt einen der haufigs-
ten Griinde fiir Behinderung im jungen Erwachsenenalter dar. Wéhrend bei der Behand-
lung des schubformigen Verlaufs auf ein grofles Repertoire wirksamer immunsuppressiver
Therapien zuriickgegriffen werden kann, zeigen dieselben Therapeutika bei Patienten mit
progredienter MS keine oder nur eine unzureichende Wirkung. Zeitgleich ist vor allem die
kontinuierliche Krankheitsprogression fiir das Ausmafl der anhaltenden Behinderung ver-
antwortlich. Aus diesem Grund hat die Entwicklung effektiverer Therapieoptionen hochste
Prioritat. Dies bedarf allerdings eines besseren pathomechanistischen Verstédndnisses fiir
den progredienten Verlauf. Dabei konnten vor allem chronische EAE-Modelle dazu dienen,
Pathomechanismen zu entschliisseln, die auch der progredienten MS zugrunde liegen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die neurodegenerativen Veranderungen der
chronischen MOG-EAE in Biozzi AB/H Mausen klinisch und histopathologisch zu cha-
rakterisieren. Im Fokus stand dabei die Evaluation der Veranderungen der Dendriten und
Synapsen in der weiflen Substanz des Riickenmarks.

Im Mausmodell waren dabei sowohl chronische als auch chronisch-schubférmige Verlau-
fe zu beobachten. Zudem zeigte sich im spéateren Verlauf der Erkrankung eine sukzessive
Ausbildung spastischer Paresen und das Auftreten atypisch-ataktischer Symptome. Wir
konnten zeigen, dass zusatzliche Verhaltensanalysen wie der RotaRod-Performance-Test
und das Erheben eines Ataxie-Scores eine umfassendere Beschreibung und feinere Diskri-
mination der klinischen Defizite ermoglichen.

Mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen und konfokaler Mikroskopie konnten wir nach-
weisen, dass es in Lasionen der EAE zu einer Retraktion von Dendriten der spinalen weiflen

Substanz kommt, wobei die Dichte der Synapsen an bestehenden Dendriten weitgehend un-
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verandert bleibt. In der Zusammenschau mit weiteren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe
ergab sich, dass diese Dendritenschadigung iiberwiegend bereits im akuten entziindlichen
Stadium der Erkrankung ausgelost wird und im chronischen Krankheitsverlauf nicht we-
sentlich weiter fortschreitet.

Diese Form der Dendritenschiadigung ist bisher in der MS nicht beschrieben, weshalb
kiinftige Studien zeigen miissen, inwieweit diese Pathologie auch Teil der Neurodegenera-
tion der progredienten MS ist. Die Aufklarung der zugrunde liegenden Pathomechanismen
ist Gegenstand aktueller Experimente und kénnte neue Ansatzpunkte fiir neuroprotektive

Therapieoptionen liefern.



1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Allgemeines

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des zen-
tralen Nervensystems (ZNS), von der weltweit schatzungsweise 2,8 Millionen Menschen
betroffen sind [1], davon tiber 200.000 alleine in Deutschland [2]. Bei einem Manifestati-
onsgipfel um das 30. Lebensjahr [2] ist die MS einer der haufigsten Griinde fiir Behinderung
im jungen Erwachsenenalter [3]. Die jahrliche Inzidenz lag im Jahr 2015 in Deutschland
bei 18,2 pro 100.000 und die Préavalenz bei 0,32 %, wobei Frauen 2,4 mal haufiger betrof-
fen waren als Ménner [2]. Zudem ist iiber die Jahre ein stetiger Anstieg der Prévalenz
zu verzeichnen, dieser ist vorwiegend durch eine ldngere Lebenszeit von MS-Patienten zu
erkldren, wobei auch ein Anstieg der Inzidenz insbesondere unter Frauen zu beobachten ist
[4].

Wahrend es bisher nicht moglich ist, eine genaue Ursache fiir die Entstehung der MS
zu benennen, gibt es zahlreiche Hinweise dafiir, dass sowohl Umweltfaktoren als auch eine
genetische Pradisposition zum Erkrankungsrisiko beitragen. Auffallend sind die geographi-
schen Pravalenzunterschiede mit zunehmender Pravalenz in Abhangigkeit von der Entfer-
nung vom Aquator und besonders hoher Privalenz in Europa, Nordamerika, Australien
und Neuseeland [3]. Wéhrend genetische Faktoren vermutlich einen Teil der geographi-
schen Haufung erkldren, scheinen Unterschiede in der Sonnenlichtexposition und konse-
kutive Unterschiede der Vitamin-D-Spiegel einen grofleren Einfluss auf diesen Zusammen-

hang zu haben [5]. Neben den Vitamin-D-Spiegeln gehéren Rauchen und Ubergewicht zu
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den am besten untersuchten Risikofaktoren fiir die Entstehung der MS [5]. Der Einfluss
genetischer Faktoren wird durch das familiar gehaufte Auftreten verdeutlicht. So haben
Verwandte 1. Grades eines an MS Erkrankten ein Erkrankungsrisiko von 3 % [6], ver-
glichen mit einer Pravalenz von 0,32 % in der Gesamtbevolkerung [2]. Bei monozygoten
Zwillingen sind sogar Konkordanzraten von 25 % zu beobachten [6]. Dabei ist von einem
komplexen polygenetischen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko auszugehen. In genomwei-
ten Assoziationsstudien konnten tiber 200 genetische Varianten identifiziert werden, die mit
der Entstehung der MS assoziiert sind [7]. Die meisten bisher untersuchten Varianten ste-
hen dabei in einem immunregulatorischen Kontext, wobei sich auch Uberschneidungen mit
anderen Autoimmunerkrankungen finden lassen [8, 9]. Unter den identifizierten Risikoge-
nen ist die HLA-Variante DRB*1501 hervorzuheben, welche den bisher starksten Einfluss

auf das Erkrankungsrisiko zu haben scheint [7].

Neben diesen Umweltfaktoren scheinen auch Infektionserkrankungen eine bedeutende
Rolle in der Pathogenese der MS zu spielen. Vergleichbar mit anderen Autoimmunerkran-
kungen wird auch in der MS von einem Zusammenhang zwischen der Auftretenswahr-
scheinlichkeit der Erkrankung und dem Hygienestandard in der Bevolkerung ausgegangen
[10]. Dies wére ein weiterer Aspekt der zu dem zuvor beschriebenen geographischen Ver-
teilungsmuster passen wiirde. Ein moglicher zugrundeliegender Mechanismus kénnte sein,
dass das vermehrte Auftreten von Infektionserkrankungen im Kindesalter zu einer redu-
zierten Aktivitat von proinflammatorischen Thl-Zellen sowie einer vermehrten Aktivierung
von antiinflammatorischen Th2-Zellen und regulatorischen T-Zellen fithrt und damit die

Immuntoleranz férdert [11].

Unter den Infektionserkrankungen kommt der Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion eine
besondere Bedeutung zu. Bei einer Seropravalenz von tiber 90 % finden die meisten Infektio-
nen im Kindesalter statt und verlaufen asymptomatisch, wiahrend Infektionen im Jugend-
und Erwachsenenalter hdufiger symptomatisch sind. Insbesondere diese symptomatischen
Infektionen zeigen einen deutlichen Zusammenhang mit dem Auftreten der MS [12]. Eine
grof} angelegte epidemiologische Studie konnte dabei zeigen, dass das MS-Risiko nach einer
EBV-Infektion um das 32-fache ansteigt, wobei MS-Fiélle in seronegativen Patienten eine

Ausnahme darstellen [13]. Die EBV-Infektion geht dabei der klinischen MS-Manifestation
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mit einer mittleren Latenz von 7,5 Jahren voraus [13]. Ein Erklarungsansatz kénnte eine
allgemein dysregulierte Immuntoleranz nach EBV-Infektionen sein. Passend dazu léasst sich
auch eine Assoziation zu anderen Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise dem systemi-
schen Lupus Erythematodes beobachten [14]. Allerdings sind EBNA-1-spezifische Antikér-
per [15] und EBV-reaktive-T-Zellen [16] im Liquor von MS-Patienten ein Hinweis fiir einen
weiterreichenden Einfluss der EBV-Infektion auf die Pathogenese der MS. Ein moglicher
Zusammenhang ist eine Kreuzreaktivitat von EBV-spezifischen Antikorpern [17, 18] und
T-Zellen [19] mit ZNS-Antigenen. In einer neueren Studie konnte dabei in einer Subpopu-
lation von MS-Patienten eine Kreuzreaktivitdt zwischen EBNA-1-spezifischen Antikérpern
und dem glialen Zelladhésionsmolekiil GlialCAM nachgewiesen werden [18]. Des Weite-
ren zeigen auch CD8' T-Zellen in MS-Patienten eine Reaktivitat auf Glial CAM [18] und
zudem ein breiteres Spektrum an EBV-spezifischen T-Zell-Rezeptoren [20].

Generell ist jedoch die Frage nach dem verantwortlichen Antigen und dessen Ursprung
bisher ungeklért, wobei zwei verschiedene Hypothesen diskutiert werden. Zum einen ware
eine externe Zufuhr des Antigens iiber Pathogene denkbar. Mechanismen wie molekulares
Mimikry kénnten in der Peripherie zur Aktivierung ZNS-reaktiver Lymphozyten fithren.
Demgegeniiber steht ein ZNS-intrinsischer Ursprung. So ware es auch moglich, dass ein
initialer Untergang von Oligodendrozyten zur Freisetzung entsprechender korpereigener
Antigene fiihrt, die wiederum die Stimulation ZNS-spezifischer Lymphozyten zur Folge
haben konnte. [21]

1.1.2 Klinische Verlaufsformen

Zu Beginn der Erkrankung prasentiert sich die MS typischerweise mit einem schubformig-
remittierenden Verlauf (RRMS) [22], bei dem sich Erkankungsschiibe und Remissionspha-
sen abwechseln, wobei sich die Symptome hiufig wieder vollstindig zuriickbilden. Uber
50 % der Patienten entwickeln in den darauffolgenden zehn Jahren eine sekundéar-progre-
diente Verlaufsform (SPMS) [22]. Diese zeichnet sich durch eine konstant fortschreitende
Progression neurologischer Defizite aus. Ein Verlauf mit weiterhin aufgesetzten Schiiben

ist jedoch ebenfalls moglich [23]. Dabei bestimmen insbesondere die sich wahrend der
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progressiven Erkrankungsphase entwickelnden Defizite mafigeblich das andauernde Behin-
derungsausmafl [24]. Zudem zeigen ca. 15 % der Patienten einen primér-progredienten
Krankheitsverlauf (PPMS) ohne vorausgehende Krankheitsschiibe [23]. Gemeinsamkeiten
pathologischer Befunde und die Tatsache, dass Verwandte Betroffener einer Verlaufsform
auch ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir einen anderen Verlauf der MS zeigen [25], sind
Hinweise darauf, dass es sich bei diesen Verldufen eher um unterschiedliche Auspragungen
derselben Erkrankung handelt als um eigenstandige Entitaten [26]. Eine mogliche Erkla-
rung fiir den unterschiedlichen klinischen Verlauf ware das zufallige Ausbleiben von Léa-
sionen in eloquenten Hirnarealen in der PPMS [26]. Diese Theorie wird unter anderem
dadurch gestiitzt, dass Patienten mit PPMS im Mittel ca. zehn Jahre spater erkranken
und damit der Manifestationszeitpunkt der PPMS zeitlich mit dem Ubergang von Pati-
enten mit RRMS zur SPMS tibereinstimmt [23]. Auch die Tatsache, dass Patienten mit
PPMS ebenfalls fokale Léasionen aufweisen [27] und dass in RRMS-Patienten nicht jede

Léasion zu einem klinischen Defizit fiihrt, sind passend zu dieser Theorie.

1.1.3 Pathologie

Aus historischer Sicht ist die MS als Erkrankung der weiflen Substanz bekannt, wobei
akut und fokal auftretende entziindliche Infiltrate durch die Demyelinisierung der Axone
zu den charakteristischen histopathologischen Plaques des ZNS fiihren. Nach Léasionsmani-
festation lassen sich im weiteren zeitlichen Verlauf eine beginnende Remyelinisierung, die
Ausbildung von astrozytiren Glianarben und neurodegenerative Verdnderungen beobach-
ten. Dabei wird zunehmend die Diversitat der Pathologie deutlich und es zeigt sich ein
breites Spektrum an fokalen wie diffusen Verdnderungen in grauer und weifler Substanz
(siehe Abbildung 1.1) mit sich wandelnden Charakteristiken im Verlauf der Erkrankung.
28]

Die klassisch aktiven Lésionen sind durch aktivierte Myelin-phagozytierende Makropha-
gen definiert [29]. Dabei zeigt sich eine komplexe kokardenféormige Organisation der Lésio-
nen mit einem die Lasion umgebenden praphagozytischen Areal. In diesem Randbereich

sind die Myelinscheiden noch weitgehend intakt, es zeigt sich allerdings bereits eine diffu-
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Abbildung 1.1: Fokale und diffuse Pathologie in Patienten mit progredienter MS

Schematische Darstellung der verschiedenen pathologischen Veranderungen in Patienten mit pro-
gredienter MS. Die obere Bildhélfte zeigt die fokalen Pathologien mit einer chronisch aktiven
Lésion der weiflen Substanz (links) und einer demyelinisierenden kortikalen Lésion (rechts). In
der unteren Bildhélfte sind die diffusen Pathologien abgebildet mit einer diffusen mikroglialen

Aktivierung in weifler (links) und grauer Substanz (rechts) sowie den diffusen axonalen Verénde-
rungen (links) und der reduzierten Synapsendichte (rechts). Der koronare Anschnitt des Gehirns

illustriert die Lésionsverteilung. Abbildung tibernommen aus Schumacher et al., 2017 [26]. Die
Nutzung der Abbildung bedarf einer Lizenzgenehmigung durch den Thieme Verlag.
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se Aktivierung von Mikrogliazellen und Infiltration von CD8" T-Zellen [30]. Des Weiteren
lassen sich frith-aktive von spét-aktiven Léisionen unterscheiden. Dabei sind in spat-aktiven
Léasionen im Zentrum bereits eine Abnahme der Dichte an Makrophagen und erste Zeichen
der Remyelinisierung zu beobachten [31]. Diese akuten Formen der Lésionen sind insbe-
sondere in den frithen Stadien der MS zu beobachten und bestimmen den schubférmigen

Verlauf der Erkrankung.

Mit zunehmender Erkrankungsdauer werden chronisch-aktive und inaktive Lésionen
héufiger [32]. Chronisch-aktive Lésionen zeichnen sich durch ein inaktives Zentrum und
einen die Lasion umgebenden Randwall phagozytisch-aktiver Mikroglia aus. Das Zentrum
dieser Lésionen zeigt eine ausgeprigte Astrogliose, wobei die Remyelinisierung weitgehend
ausbleibt und die Anzahl an Makrophagen und Mikroglia im Zentrum deutlich geringer ist
[33]. Diese chronisch-aktiven Lésionen finden sich nahezu ausschlielich in progredienten
Erkrankungsstadien und tragen somit vermutlich zur Progression der Symptome bei [32].
Diese Vermutung wird u.a. durch eine longitudinale Magnetresonanztomografie (MRT)-
Studie gestiitzt, welche zusétzliche Evidenz fiir die Ausbreitung der Lasionen im Randbe-

reich liefern konnte [34].

Des Weiteren werden inaktive Lasionen mit defizienter Remyelinisierung [29] von voll-
stdndig remyelinisierten Lésionen, den sogenannten Schattenherden, abgegrenzt [31, 35].
Diese remyelinisierenden Herde sind dabei haufiger in frithen Stadien der Erkrankung an-
zutreffen [36]. Weshalb das Ausmafl der Remyelinisierung zwischen den verschiedenen Pa-
tienten und Léasionen so heterogen ist, bleibt jedoch weiterhin offen und ist vermutlich
im Zusammenspiel verschiedener Faktoren begriindet. Ein moglicher Erklarungsansatz ist
eine generell abnehmende Remyelinisierungskapazitat im Alter. Evidenz fiir diese Theorie
kommt aus Tierversuchen, die eine schlechtere Remyelinisierungseffizienz in alteren Tieren
zeigten [37, 38]. Als weitere Griinde werden der Verlust von Oligodendrozytenprogenitor-
zellen [39, 40] und die verminderte entztindliche Aktivitét im Zentrum chronischer Lasionen
[41, 42] diskutiert.

Neben diesen fokalen Lasionen der weiflen Substanz sind demyelinisierende Léasionen
auch in der grauen Substanz zu beobachten. Dabei treten die Lasionen nicht nur im Kortex

sondern auch in subkortikalen Kerngebieten auf [43]. Insgesamt wurden verschiedene Pa-
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thologien wie kortiko-subkortikale, perivaskuldre und subpiale Lésionen beschrieben [44].
Insbesondere die subpialen Lésionen treten vorwiegend in Patienten mit progredientem
Verlauf auf und sind fiir den grofiten Teil der kortikalen Demyelinisierung verantwortlich
[45]. Im Vergleich zu den akuten Lésionen der weilen Substanz enthalten diese subpialen
Léasionen deutlich weniger Makrophagen, Mikroglia und T-Zellen [44], allerdings lassen sich
Aggregate dicht gepackter Lymphozyten mit hohem Anteil an B-Zellen und Plasmazellen
beobachten, welche follikelartige Strukturen ausbilden [46]. Dies legt die Vermutung nahe,
dass der schadigende Einfluss auf die graue Substanz durch l6sliche Faktoren entweder
direkt oder indirekt tiber die Stimulation von Mikroglia mediiert sein kénnte [47]. Passend
dazu zeigen sich diese subpialen Infiltrate besonders prominent in tiefen Sulci, in denen
die Liquorzirkulation abgeschwécht ist [43]. Im Vergleich zu Lasionen der weilen Substanz
zeigen kortikale Lésionen lediglich eine gering ausgepragte Storung der Bluthirnschranke
[48]. Moglicherweise fiihrt die Ausbildung der Lymphfollikel in kortikalen Lésionen zu ei-
ner vom peripheren Immunsystem weitgehend unabhédngigen Entziindung und ermoglicht
so das Bestehen trotz nahezu geschlossener Bluthirnschranke [49]. Dies wére zudem ein
moglicher Erkldrungsansatz fiir die frustrane immunsuppressive Therapie in Patienten mit
progredientem Verlauf [50, 28]. Dabei zeigt sich, dass der Pathologie der grauen Substanz
eine besondere klinische Bedeutung zukommt. Insbesondere die ebenfalls auftretende korti-
kale Atrophie [51] sowie die kortikale Demyelinisierung [52] korrelieren mit dem Auftreten
kognitiver Defizite, wobei auch die Ausbildung subpialer Lymphfollikel ein prognostisch

ungunstiger Faktor zu sein scheint [46].

Uber die besprochenen fokalen Pathologien hinaus zeigen sich in Patienten mit progre-
dienter MS auch verschiedene Pathologien der normal erscheinenden weiflen und grauen
Substanz. Darunter sieht man eine geringfiigige diffuse Infliltration durch T-Zellen, pe-
rivaskulare Infiltrate und eine diffuse Aktivierung von Mikroglia, welche zur Ausbildung
von Nestern neigen [45]. Diese diffuse mikrogliale Aktivierung lésst sich auch in vivo mit-
tels MRT-Positronen-Emissions-Tomografie (PET) darstellen und spricht fiir eine generell
gesteigerte entziindliche Aktivitdt im Gehirn von Patienten mit progredienter MS [53].
Kontrovers diskutiert wird, ob diese Nester aktiver Mikroglia den Ursprung neuer Lasio-

nen darstellen [54]. Insbesondere das seltene Auftreten neuer Lésionen im spéten Krank-
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heitsverlauf [55] und die Tatsache, dass das Ausmafl der diffusen Pathologie nicht mit der
Anzahl fokaler Lésionen korreliert [45], sind Argumente dagegen und unterstreichen die

pathologischen Besonderheiten der progredienten MS.

Zusatzlich zu der im gesamten Gehirn gesteigerten entziindlichen Aktivitit sind auch dif-
fuse neurodegenerative Veranderungen festzustellen. Zum einen lassen sich fokale Schwel-
lungen von Axonen in der normal erscheinenden weilen Substanz beobachten [45]. Diese
diffuse axonale Pathologie korreliert dabei nicht mit der Anzahl fokaler Lésionen, weshalb
eine fortgeleitete axonale Degeneration als alleinige Ursache unwahrscheinlich ist [45, 26].
Zum anderen ist eine generelle Atrophie der grauen Substanz zu beobachten. Dabei sind
neben dem Kortex [51] auch die graue Substanz des Riickenmarks [56] und subkortikale
Kerngebiete wie Thalamus und Basalganglien betroffen [57]. Fir die kortikale Atrophie
konnte nachgewiesen werden, dass sie vor allem auf den Verlust axonaler Verbindungen
und kortikaler Neurone zurtickzufithren ist [58]. Die Bedeutung der Atrophie der grauen
Substanz wird insbesondere in Korrelationsstudien deutlich. Dabei zeigt sich ein klarer
Zusammenhang zwischen kognitiver Funktion und kortikaler sowie subkortikaler Atrophie
[51, 57], wahrend der Behinderungsgrad der Patienten starker von der Atrophie der spinalen
grauen Substanz abhéngig ist [56]. Eine weitere Beobachtung ist die reduzierte Dicke der
retinalen Ganglienzellschicht, welche sich auch unabhédngig vom Auftreten einer Optikus-
neuritis zeigt [59]. Der Verlust retinaler Ganglienzellen scheint dabei ein guter Surrogatpa-
rameter fir die Atrophie der gesamten grauen Substanz zu sein [60] und korreliert sowohl
mit dem Ausmaf kognitiver als auch motorischer Defizite [61]. Besonders interessant ist,
dass die Dicke der retinalen Ganglienzellschicht als Pradiktor der Krankheitsprogression
funktioniert und sich mittels optischer Koharenztomografie gut in vivo bestimmen lasst
[62].

Ein weiterer Aspekt der Neurodegeneration ist der Verlust synaptischer Kontakte. Diese
Pathologie ist in verschiedener Auspragung in der gesamten grauen Substanz zu beob-
achten. Am stéarksten betroffen sind die entziindlich aktiven Bereiche kortikaler Léasionen
[63], wobei die Abnahme der Synapsendichte auch subkortikale Kerne [64] und die nor-
mal erscheinende graue Substanz betrifft [65, 63]. Pathomechanistisch werden verschiedene

Vorgange diskutiert. Zum einen kann ein mikroglialer Abbau synaptischen Materials beob-
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achtet werden [66]. Dabei ist nicht ganz klar, ob die Phagozytose synaptischer Bestandteile
der Grund oder die Konsequenz des Synapsenverlusts ist [66, 64]. In experimentellen Mo-
dellen lésst sich zudem nachweisen, dass entziindliche Mediatoren wie Interferon-y [67]
und Tumornekrosefaktor-a (TNF-«) [68] einen schidigenden Einfluss auf Synapsen haben.
Ein weiterer Aspekt ist die fortgeleitete Degeneration der Synapsen nach vorangegangener
Axonschédigung. Dabei ist dies sowohl anterograd nach Schiadigung afferenter Axone als
auch retrograd-transsynaptisch nach Axonotomie der efferenten Axone denkbar [65]. In
Zusammenschau ist von einer multifaktoriellen Pathologie auszugehen und eine Kombina-
tion aus direkt entziindlichem Effekt sowie einer fortgeleiteten Degeneration nach axonaler

Schadigung wahrscheinlich.

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Die Diagnosestellung der MS erfolgt durch den Nachweis der zeitlichen und rdumlichen
Dissemination von Lésionen des ZNS [69]. Neben der klinischen Présentation ist dabei die
MRT-Bildgebung essenzieller Bestandteil der Diagnostik und ermoglicht die Diagnosestel-
lung zum Teil bereits nach erstmaliger Vorstellung des Patienten. Erginzend erfolgt eine

Analyse des Liquors und die Messung der Latenzzeiten evozierter Potentiale.

Aufgrund der Sensitivitat des MRTs und der Tatsache, dass nicht jede Lésion klinisch
manifest wird [70], hat sich der MRT-Verlauf als wichtiges Kriterium in klinischen Studien
etabliert. Das Auftreten neuer radiologischer Lésionen korreliert dabei mit der Schubrate
[71] und ist dementsprechend vor allem geeignet, um den Nutzen von Therapeutika fiir die

Behandlung des schubférmigen Verlaufs zu evaluieren. [72]

Zur Beurteilung der fortschreitenden Neurodegeneration von Patienten mit progredien-
ter MS wird die Atrophie des Gehirns, des Riickenmarks oder einzelner Kompartimente,
beispielsweise des Kortex oder subkortikaler Kerngebiete bestimmt [72]. Die im MRT be-
stimmte Atrophie wird dabei vor allem in klinischen Studien als Indikator fiir den Krank-
heitsprogress genutzt, wohingegen diese Parameter aufgrund des grofien technischen Auf-
wands und der hohen Variabilitét fiir die klinische Praxis als Verlaufsparameter ungeeignet

sind [73].
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Die langsame Dynamik der Atrophie als Beurteilungsparameter erschwert dabei die Eva-
luation von Therapien der progredienten MS. Fortschritte in der Bildgebung, wie die Dar-
stellung kortikaler Lésionen mittels 7-Tesla-MRT [74] oder die Entwicklung neuer PET-
Tracer, welche beispielsweise die mikrogliale Aktivierung darstellen kénnen [75, 53], kénn-
ten in Zukunft dazu dienen, das Ausmafl der Krankheitsprogression von Patienten mit

progredienter MS besser zu bestimmen. [73]

Fiir die Behandlung der MS stehen zahlreiche immunsuppressive und immunmodulatori-
sche Therapien zur Verfiigung, die fiir die Therapie der RRMS zugelassen sind. Diese The-
rapien reduzieren dabei sowohl die Haufigkeit neuer Léasionen als auch die Schubfrequenz
der Patienten [72]. Problematisch ist allerdings die Ubertragbarkeit dieser Therapien auf
den progredienten Verlauf der Erkrankung, wobei fast alle Therapeutika keine oder keine
ausreichende Wirkung zeigten [73]. Daher beschrinken sich die verfiigbaren Therapieoptio-
nen fiir die Behandlung von Patienten mit progredienter MS auf einzelne zugelassene Me-
dikamente. Interessant ist der Effekt des B-Zell-depletierenden Antikérpers Ocrelizumab,
welcher fiir die Therapie der PPMS zugelassen ist [76]. Die Wirksamkeit von Ocrelizumab
verdeutlicht die Bedeutung der B-Zellen fiir die Krankheitsprogression und zeigt, dass ei-
ne speziell auf die Pathogenese der progredienten MS ausgerichtete immunmodulatorische

Therapie von besonderer Bedeutung ist [26].

Vor dem Hintergrund, dass die meisten anderen Immunsuppressiva jedoch nicht auf die
progrediente MS iibertragbar sind, wachst zunehmend das Interesse an neuroprotektiven
und regenerativen Therapieoptionen [73]. Dabei ist auch hier der Weg nicht geradlinig
und viele Therapien, von denen man sich zunéchst eine Wirkung erhofft hatte, zeigten
in klinischen Studien keinen ausreichenden Effekt. Dies gilt sowohl fiir die Therapien mit
Natriumkanalblockern [77] als auch mit Glutamatantagonisten [78, 79, 80], Cannabinoiden
[81] und fiir die Therapie mit Biotin [82].

Zuletzt sind neben den pharmakologischen Therapieoptionen auch physiotherapeutisch-
rehabilitative Mainahmen anzufiihren. Eine Steigerung der korperlichen Aktivitit und der
Fitness von MS-Patienten scheint sich dabei sowohl positiv auf die korperliche als auch
kognitive Funktion auszuwirken [83], méglicherweise unter anderem tiber die Verbesserung

der synaptischen Funktion. [73]
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1.2 EAE als Modell der Multiplen Sklerose

1.2.1 Einfiihrung des EAE-Modells

Die Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) ist das meistgenutzte Tiermodell
der MS und spiegelt als autoimmune Erkrankung des ZNS wichtige pathologische Eigen-
schaften der MS wieder. Somit trigt die EAE zu einem besseren pathomechanistischen
Verstandnis bei und erméglicht die Untersuchung neuer Therapieoptionen [84]. Dabei ist
zu beachten, dass zwischen der EAE und der MS grofle Unterschiede bestehen und die
Induktion der EAE ein offensichtlich artifizieller Vorgang ist. Die Unterschiede beider Er-
krankungen spiegeln sich auch in der limitierten Aussagekraft praklinischer Daten wider
[85]. Dennoch ist die EAE Grundlage grofier Teile des pathogenetischen Versténdisses der
MS und Ausgangspunkt von Therapeutika wie Glatirameracetat [86] und Natalizumab
[87].

Am gangigsten ist die EAE in Mausen und Ratten, wobei auch andere Modellorganismen
existieren und potentielle Vorteile bieten. So haben beispielsweise Primaten als Modellor-
ganismus besondere Vorziige durch ihre phylogenetische Nahe zum Menschen [88]. Insbe-
sondere die EAE in M&ausen hat in den vergangenen Jahren an Popularitdt gewonnen. Dies
ist vor allem der leichten Handhabung, den vergleichsweise geringen Kosten und der groflen
Auswahl transgener Mausstdmme zuzuschreiben [89].

Die klassische Form ist die aktive EAE, bei der die Erkrankung durch Injektion von
ZNS-Homogenisat oder einzelner enzephalitogener Peptide bzw. Proteine ausgelost wird,
wobei dies in der Regel unter Zuhilfenahme von Freund-Adjuvans [90] und Pertussis-Toxin
[91] erfolgt, um eine entsprechend stiarkere Immunreaktion hervorzurufen und hohere In-
zidenzraten zu erhalten. Anzumerken ist, dass sich die Empfindlichkeit gegen bestimmte
Antigene zwischen verschiedenen Mausstdmmen unterscheidet. Die verschiedenen Antige-
ne fithren zu jeweils unterschiedlichen klinischen Verlaufen mit spezifischen pathologischen
Eigenschaften der Erkrankung [92]. Haufig genutzt ist die durch Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG)35.55-induzierte EAE in C57BL/6 Mausen. Diese eignet sich im Beson-
deren um die T-Zell-mediierte Pathogenese der Erkrankung zu untersuchen, wobei die grofie

Verfiigbarkeit an transgenen Varianten des C57BL/6 Mausstammes einen entscheidenden
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Vorteil darstellt [92]. Anzumerken ist jedoch der akute monophasische Krankheitsverlauf
ohne Krankheitsprogression [93, 94], welcher einen substantiellen Unterschied zur MS dar-
stellt. Hinsichtlich des klinischen Verlaufs zeigt beispielsweise die chronisch-schubformige
EAE (CREAE) in Biozzi AB/H Méusen MS-typischere Charakteristiken [95].

Zu den Kritikpunkten an der aktiven EAE zdhlen des Weiteren die Verwendung von
Adjuvantien, die Zufuhr des Antigens und generell, dass die Erkrankung durch externe Ma-
nipulationen induziert werden muss. Weiterentwicklungen der EAE wie die passive EAE
und spontane EAE adressieren ebendiese Probleme [92], entweder durch den adoptiven
Transfer ZNS-reaktiver T-Zellen [96] oder die Expression transgener T-Zellrezeptoren [97].
Dabei haben alle EAE-Varianten einen besonderen Nutzen fiir bestimmte Fragestellun-
gen, da kein EAE-Modell in der Lage ist, die gesamte Komplexitdt der Pathologie und
Pathogenese der MS abzubilden.

1.2.2 Chronische EAE-Modelle

Schwierigkeiten ergeben sich insbesondere bei der Suche nach einem Modell, welches die pa-
thologischen Eigenschaften und den klinischen Verlauf der progredienten MS widerspiegelt
[94]. Dabei wird haufig auf chronische EAE-Modelle zurtickgegriffen, von denen man sich
erhofft, die entsprechenden neurodegenerativen aber auch entziindlichen Verdnderungen
beobachten zu konnen. Hier sind chronische Verlaufsformen ohne Krankheitsprogression
von chronisch-schubférmigen Verldufen und Verldufen mit einer kontinuierlichen Krank-

heitsprogression zu unterscheiden.

Ein etabliertes Modell ist die CREAE in Biozzi AB/H Mausen. Die Mauslinie ist ei-
ner Population von Schweizer Albinoméusen entsprungen, welche einer Selektion nach der
Hohe ihrer Antikorpertiter nach intravenoser (i.v.) Applikation von Schaferythrozyten un-
terzogen wurde [98]. Die dadurch entstandene Inzuchtlinie mit hohen Antikorpertitern
(engl. “Antibody high”, AB/H) hat sich in der Folge als besonders anfillig gegen eine Rei-
he von verschiedenen experimentellen Autoimmunerkrankungen gezeigt, darunter auch die
EAE [95]. Die klassische EAE in Biozzi AB/H Méusen wird durch die Immunisierung mit

Riickenmarkhomogenisat induziert und zeigt gute Induktionsraten ohne relevante Mortali-
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tat bei einem zuverléssig reproduzierbaren chronisch-schubformigen Verlauf [99, 100]. Dabei
wird dem chronischen Verlauf neben den auftretenden Krankheitsschiiben eine mitunter
progrediente Symptomatik zugesprochen [101, 102]. Histopathologisch ist die Infiltration
des ZNS durch CD4" T-Zellen und Makrophagen sowie die Proliferation von Mikroglia zu
beobachten [99]. Typisch fiur die EAE ist die T-Zell-mediierte Pathologie. Dabei ldsst sich
sowohl der Krankheitsbeginn als auch die folgenden Krankheitsschiibe der CREAE durch
die Depletion von CD4" T-Zellen verhindern [103, 101, 104], wihrend die Depletion von
CD8* T-Zellen [103] oder B-Zellen [104] nicht in der Lage ist, den Krankheitsverlauf zu

beeinflussen.

Die EAE in Biozzi AB/H Méusen lasst sich mit einer Reihe weiterer Antigene induzie-
ren [95] (siehe Tabelle 1.1). Unter anderem zéhlt auch MOG zu den relevanten Proteinen
in diesem Kontext, wobei nicht alle Epitope gleichermaflen enzephalitogen sind und sich
der klinische Verlauf zwischen verschiedenen Epitopen unterscheidet [105]. Die mit dem
vollstdndigen Protein induzierte Erkrankung ist beziiglich der Schwere der Erkrankung
vergleichbar mit der durch Riickenmarkhomogenisat induzierten EAE und zeigt ebenfalls
einen chronisch-schubférmigen Verlauf [105]. Als Oberflichenprotein bietet MOG Autoan-
tikorpern eine mogliche Angriffsflache [106], wobei die demyelinisierenden Eigenschaften
MOG-spezifischer Antikorper im Tiermodell bereits nachgewiesen werden konnten [107].
Des Weiteren deuten neben dem Vorkommen von Anti-MOG-Antikérpern [107] MOG-
spezifische T-Zellen [108] in MS-Patienten auf eine besondere pathologische Relevanz von

MOG als Autoantigen hin.
Alternativ lasst sich die MOG-CREAE auch in SJL [105] und NOD Mé&usen [109] in-

duzieren, wobei die EAE in SJL Méausen héufig besonders schwer verlauft und mit einer
erhohten Mortalitat einhergeht [105]. Ob eine CREAE auch wirklich besser geeignet ist als
eine EAE mit monophasischem Krankheitsverlauf, um die pathologischen Eigenschaften
der progredienten MS zu untersuchen, ist allerdings unklar. So stammen erwahnenswerter-
weise viele Erkenntnisse zur Neurodegeneration aus der akuten EAE in C57BL/6 Méusen
[110, 111]. Neben der EAE ist auch das Cuprizone-Modell anzufithren. Hier kommt es zu
einer T-Zell-unabhéangigen Apoptose von Oligodendrozyten mit konsekutiver Demyelinisie-

rung, axonaler Schadigung und mikroglialer Aktivierung [94]. Es wird davon ausgegangen,
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Tabelle 1.1: Enzephalitogene Proteine und Epitope in Biozzi AB/H Méusen

ZNS-Antigen Protein, Epitope und (Spezies) Klinischer Verlauf der EAE Literaturverweis
MBP MBP 12-26 (Maus) Akut, leicht Amor et al., 1996
MAG MAG 97-112 (Maus) Akut, leicht Morris-Downes et al., 2002
PLP PLP (Rind) Chronisch-schubférmig Amor et al., 1993

PLP 56-70 (Maus) Chronisch-schubférmig Amor et al., 1993
MOG rek. MOG 1-125 (Ratte) Chronisch-schubformig Amor et al., 1994

MOG 8-22 (Maus) Chronisch-schubformig Amor et al., 1994

MOG 35-55 (Maus) Chronisch, akut Amor, nicht publiziert

rek. MOG 1-116 (Maus) Chronisch-schubférmig Smith et al., 2005
aB-Crystallin aB-Crystallin 1-16 (Maus) Akut, leicht Thoua et al., 2000
GFAP rek. GFAP Akut, schwer Amor et al., nicht publiziert
CNPase CNPase (Maus Peptide) Keine Erkrankung Morris-Downes et al., 2002
OSP OSP (Maus Peptide) Keine Erkrankung Morris-Downes et al., 2002
HSP25 Keine Erkrankung Amor et al., nicht publiziert

Ubersicht iiber verschiedene enzephalitogene Antigene und deren entsprechenden klinischen Ver-
lauf in Biozzi AB/H Mausen. Tabelle adaptiert von Amor et al., 2005 [95].

dass Cuprizone als Kupferchelator zu einer mitochondriellen Dysfunktion der Oligoden-
drozyten fithrt und so die beschriebene Pathologie auslost [112]. Die Hypothese, dass ein
initialer Untergang von Oligodendrozyten in einigen Patienten ursédchlich fiir die Bildung
neuer Lésionen sein konnte [113], hat zu neuem Interesse an diesem Modell geftihrt. Durch
die Kombination der EAE mit dem Cuprizone-Modell konnte gezeigt werden, dass der
durch Cuprizone bedingte Untergang von Oligodendrozyten die Infiltration peripherer Im-
munzellen begiinstigt [114].

Unabhéngig vom gewéhlten Modell ist die Symptomevaluation der chronischen EAE mit
gewissen Schwierigkeiten verbunden. Wéahrend sich in der akuten Phase der Erkrankung
Lahmungserscheinungen vom Schwanz bis zu den Vorderldufen streng aszendierend aus-
bilden und so die zuverlissige Erhebung des klassischen EAE-Scores ermoglichen, zeigen
Mause im weiteren Verlauf der Erkrankung haufig ein Mischbild unvollstandiger Paresen
des Schwanzes und der Hinterldufe mit einer sich sukzessive ausbildenden Spastik [101, 100].
Dadurch wird die préazise Zuordnung eines Punktwertes aus dem EAE-Score erschwert. Die-
se Problematik kann mithilfe zusétzlicher Verhaltensanalysen adressiert werden, wobei sich

bisher keine einheitliche Methodik etablieren konnte.
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1.3 Morphologie und Organisation spinaler Motoneurone

Die Motoneurone des Riickenmarks sind in Lamina IX der grauen Substanz lokalisiert und
in Sdulen organisiert. Dabei konnen a- und «-Motoneurone unterschieden werden. Wah-
rend a-Motoneurone grofie multipolare Neurone sind, welche der Ansteuerung extrafusaler
Muskulatur dienen, sind -Motoneurone kleiner und fiir die Innervation intrafusaler Musku-
latur verantwortlich. Der verwendete Neurotransmitter ist Acetylcholin, weshalb die Moto-
neurone zur Population der Choline-Acetyltransferase-(ChAT)-positiven Neurone gehoren.
Neben Motoneuronen zeigen auch den Zentralkanal umgebene Interneurone und vegetative
Neurone des Ncl. intermedius im Seitenhorn des Riickenmarks ein ChAT-positives Farbe-
verhalten. Die Identifikation von Motoneuronen gelingt vor allem durch die unterschiedliche
Lokalisation der Neurone. Dabei ist eine Zuordnung sogar bis hin zu den entsprechenden
Motoneuronsaulen einzelner Muskelgruppen moglich. Bei der Unterscheidung von a- und
~v-Motoneuronen ist neben der Gréfie der Neurone die ChAT-Immunreaktivitat ein wich-
tiger Anhaltspunkt, wobei a-Motoneurone eine geringere Reaktivitiat als y-Motoneurone

zeigen. [115]

Die Organisation der Dendriten innerhalb des Riickenmarks ist ausgesprochen komplex.
So zeigen einige Neurone Dendritenverlaufe, die nicht auf das Neuropil der grauen Substanz
beschrénkt bleiben, sondern weit in die weifle Substanz reichen. Bestimmte Neuronengrup-
pen zeichnen sich dabei durch eine besonders prominente Auspragung dieser in der weiflen
Substanz befindlichen Dendriten aus und weisen jeweils spezifische charakteristische Ei-
genschaften beziiglich der Ausbreitung, des Verlaufs und der Morphologie der Dendriten
auf. Die meisten dieser Neurone sind entweder im Vorderhorn oder im lateralen Bereich der
Lamina VII lokalisiert. Zu diesen Neuronen zéhlen u.a. a-Motoneurone (siche Abbildung
1.2), deren Dendriten in den ventralen und laterale Funiculus penetrieren. Diese Dendriten
zeigen innerhalb der weiflen Substanz einen geraden Verlauf mit nur wenigen Aufzweigun-
gen, ohne Dornenfortsatze aber mit gelegentlichen irregularen Varikositaten. Dendriten der
weiflen Substanz neigen zur Ausbildung organisierter Dendritenbiindel, in welchen sich eine
besonders hohe Dichte synaptischer Kontakte findet, wobei der funktionelle Hintergrund

dieser Anordnung nicht geklédrt ist. Eine Hypothese ist, dass das Zusammenlaufen der
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Abbildung 1.2: Darstellung der Neuriten eines einzelnen Motoneurons

Zeichnerische Rekonstruktion eines einzelnen a-Motoneurons der Nackenmuskulatur im Vorder-
horn des Riickenmarks einer Katze; intrazellulire Meerrettichperoxidase (HRP)-Farbung; Re-
konstruktion basierend auf lichtmikroskopischen Aufnahmen von 13 konsekutiven 100 pm dicken
transversalen Schnitten; die Grenze der grauen Substanz ist schemenhaft skizziert, der Pfeil mar-
kiert das Axon. Abbildung iibernommen aus Rose und Richmond, 1981 [116].
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Dendriten wichtig fiir die Synchronisation der Aktivitat von Motoneurongruppen ist [117].
Generell ist anzumerken, dass iiber die Funktion von Dendriten in der spinalen weiflen

Substanz bisher wenig bekannt ist. [116, 118]

1.4 Spinale Pathologie in MS und EAE

Spinale Verianderungen sind in bis zu 83 % der MS-Patienten radiologisch nachweisbar
[119], wobei das reine spinale Lésionsausmafl nur mangelhaft mit klinischen Defiziten kor-
reliert. Parameter wie die Querschnittflache [120] oder das Volumen des Riickenmarks [121]
haben sich als bessere prognostische Parameter beziiglich der Krankheitsprogression und
des Behinderungsausmafles erwiesen. Wie zuvor bereits erwéhnt, ist die Atrophie der grau-
en Substanz des Riickenmarks in Patienten mit progredienter MS besonders ausgepragt
[56, 122]. Zudem konnten einige Studien ein gehduftes Auftreten von Lésionen im zentra-
len Riickenmark von SPMS-Patienten nachweisen [123, 124]. In Zusammenschau mit den
Daten zur kortikalen Pathologie von MS-Patienten sind diese Ergebnisse ein weiterer Hin-
weis darauf, dass die Beteiligung der grauen Substanz einen entscheidenden Faktor in der
Progression der Erkrankung darstellt. Bedingt wird die Atrophie der grauen Subtanz durch
den Untergang von Axonen [44] sowie den Verlust von Synapsen und Neuronen [125].

Im Vergleich zur MS zeigen die meisten EAE-Modelle eine vorwiegend auf das Riicken-
mark beschriankte Lasionsverteilung (siehe Abbildung 1.3) [126]. Histologisch zeigt sich
dabei eine perivaskular und subpial beginnende Infiltration von Lymphozyten und Ma-
krophagen [99] sowie Aktivierung von Mikroglia [127]. In der Folge kommt es zu einer
axonalen Schidigung [93], Demyelinisierung [93] und dem Untergang von Neuronen [128].
Die entziindlich bedingte Schadigung von Neuronen kann dabei sowohl durch die Demye-
linisierung als auch die axonale Schiadigung und den Verlust bzw. die Dysfunktion von
Synapsen erklart werden [129]. Dabei steht insbesondere die Pathologie der Synapsen im
Fokus aktueller Forschung, da eine potentiell reversible Synaptopathie einen Ansatzpunkt
fiir neue Therapeutika der progredienten MS darstellen konnte [129]. Im EAE-Modell 14sst
sich ein Synapsenverlust in verschiedenen Regionen des ZNS nachweisen, wie dem Striatum

[110] und dem Hippocampus [130], wobei wenig Daten zur Synapsenpathologie auf spinaler
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Chronische EAE in mit MOG35-55 immunisierten C57BL/6 Mausen

Abbildung 1.3: Verteilung demyelinisierender Léasionen in der MS und EAE

Darstellung der Léasionsverteilung demyelinisierender Lésionen in der MS und EAE anhand von
Camera Lucida Zeichnungen projeziert auf Schemazeichnungen des Nervus opticus, Gehirns und
Riickenmarks. Farblich sind unterschieldiche Lésionsformen dargestellt; Griin: primér demyelini-
sierende Léasionen, Blau: sekundar demyelinisierende Lasionen, Braun: kortikale Demyelinisierung.
Abbildung adaptiert von Lassmann et al., 2017 [126].
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Ebene vorliegen. Alternativ kann auch die Schédigung von Dendriten urséchlich fiir eine
gestorte synaptische Transmission sein, wie sie in der EAE beispielsweise im Hippocam-
pus von Mausen [130] und dem somatosensorischen Kortex von Ratten [131] beschrieben
wurde. Bisher ist die Pathologie von Dendriten jedoch sowohl in der MS als auch der EAE
wenig untersucht.

Da die meisten EAE-Modelle ausschliellich Lasionen in der weiflen Substanz aufweisen,
ergeben sich weitreichende Limitationen fiir die Evaluation der Pathologie der grauen Sub-
stanz. Variationen der EAE wie der Transfer von -Synuclein-reaktiven T-Zellen in Ratten
[132] oder die zusétzliche kortikale Injektion von Zytokinen in zuvor immunisierte Mause
[133] umgehen diese Problematik und erméglichen es, die Pathologie kortikaler Léasionen im
EAE-Modell zu untersuchen. Eine Moglichkeit, neurodegenerative Verdnderungen in spina-
len Lésionen der klassischen aktiven EAE zu untersuchen, ergibt sich aus der Morphologie
spinaler Motoneurone. Wie zuvor beschrieben, zeigen Motoneurone ausgedehnte Dendri-
tenbédume, die zum Teil weit in die weifle Substanz reichen. Diese anatomische Besonderheit
haben wir uns in dieser Studie fiir die Evaluation der Dendriten- und Synapsenpathologie

innerhalb von Lésionen der spinalen weiflen Substanz zu Nutze gemacht.






2 Fragestellung und Zielsetzung

Die MS als chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des ZNS ist einer der haufigs-
ten Griinde fiir Behinderung im jungen Erwachsenalter. Dabei akkumulieren persistierende
neurologische Defizite vorwiegend im progredienten Verlauf der Erkrankung. Zeitgleich ist
ebendiese Krankheitsphase den aktuellen immunsuppressiven Therapien am wenigsten zu-
ganglich. Die Entwicklung effektiver Therapieoptionen fiir die Behandlung der progredien-
ten MS erfordert deshalb dringend ein besseres Verstandnis der zugrundeliegenden Patho-
mechanismen. Erste Studien zeigen, dass insbesondere neurodegenerative Verdnderungen,
wie der Verlust von Synapsen, eine zentrale Rolle in der Progression der Erkrankung einzu-
nehmen scheinen. In welchem Ausmaf chronische EAE-Modelle diese Pathologien abbilden,
ist bisher unklar.

In dieser Arbeit soll zunéchst die chronische MOG-EAE in Biozzi AB/H Mausen be-
ziiglich des klinischen Verlaufs reevaluiert werden und die Symptomatik durch Zuhilfenah-
me weiterer Verhaltenstests umfassender beschrieben werden. Des Weiteren sollen diese
Verhaltenstests beziiglich ihres zusatzlichen Nutzens in der Evaluierung chronischer EAE-
Symptomatik getestet werden.

In einem néchsten Schritt soll mithilfe von Immunfluoreszenzférbungen und konfokaler
Mikroskopie untersucht werden, ob die Dendriten der weiflen Substanz von den neuro-
degenerativen Verdnderungen im Riickenmark betroffen sind. Hierzu soll die Lénge der

Dendriten und die Dichte der Synapsen quantifiziert werden.






3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

Immunhistochemie

Hitze-inaktiviertes Pferdeserum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Normales Ziegenserum

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

DAPI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

ChAT-Antikorper von der Ziege

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Synapsin-1-Antikorper vom Kaninchen

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

MAP-2-Antikérper vom Huhn

Abcam plc., Cambridge, Grofibritannien

Sekundarer Antikorper vom FEsel gegen
Kaninchen-Immunglobuline, Alexa Fluor
488 gekoppelt

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Sekundéarer Antikorper vom FEsel gegen
Huhn-Immunglobuline, Cyanin-3 gekop-
pelt

Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,
Cambridge, Grofibritannien

Sekundéarer Antikérper vom FEsel gegen
Meerschweinchen-Immunglobuline, CF 633
gekoppelt

Biotium Inc., Fremont, Kalifornien, Verei-
nigte Staaten

Sekundéarer Antikorper vom FEsel gegen
Ziegen-Immunglobuline, Alexa Fluor 680
gekoppelt

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Triton X-100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sakura Finetek Tissue-Tek O.C.T.

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Vectashield farbstoffstabilisierendes Fixier-
mittel

Vector Laboratories ltd., Peterborough,
Grofibritannien
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Immunisierung

Rekombinantes MOG 1-125 (Ratte)

Hergestellt in Escherichia coli im eigenen
Labor

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Unvollstandiges Freund-Adjuvans

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Mycobacterium tuberculosis H37Ra

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Pertussistoxin aus Bordetella pertussis

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Ketaminhydrochlorid Bremer Pharma  GmbH, Warburg,
Deutschland

Xylazin Riemser Arzneimittel AG, Greifswald,
Deutschland

Sonstige

Standard Phosphatpufferlosung (PBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Isofluran

Abbott AG, Baar, Schweiz

Heparin-Natrium

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Saccharose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Polyethylenglykol (PEG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Glycerin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

3.1.2 Materialien

Falcon konische Zentrifugenréhrchen 15
und 50 ml

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Eppendorf-Réhrchen 1,5 und 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Einmalspritzen 1 und 10 ml

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Kaniilen verschiedene Grofien (Sterican)

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

Butterfly-Nadel 21G (Venofix A)

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland

48-Loch-Titerplatten

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Objekttrager und Deckglaser fiir die Mi-
kroskopie

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland
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3.1.3 Gerate

Mikroskope

Leica SP8X WLL Konfokalmikroskop

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

Leica SP8 Konfokalmikroskop

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

Olympus invertiertes Weitfeldmikroskop

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Olympus KL 1500 LCD

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Sonstige

Ugo Basile RotaRod

Ugo Basile SRL, Gemonio, Italien

Ismatec IPC Mehrkanal-Schlauchpumpe

Richmond Scientific Ltd., Chorley, Grof-
britannien

Dissektionsbesteck

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortex Mixer (neoLab)

neoLLab  Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Mini Rocker—Shaker MR-1

Biosan, Riga, Latvia

Eppendorf Zentrifuge 5415R

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Kryostat Leica CM1950

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetz-
lar, Deutschland

3.1.4 Software

Microsoft Office

Microsoft Corporation, Redmond, Wa-
shington, Vereinigte Staaten

Adobe Photoshop

Adobe Inc., San José, Kalifornien, Verei-
nigte Staaten

Adobe Illustrator

Adobe Inc., San José, Kalifornien, Verei-
nigte Staaten

ImagelJ

Frei zugéngliche Software

GraphPad Prism 7

GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifor-
nien, Vereinigte Staaten

LaTeX

Frei zugéngliche Software
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3.1.5 Versuchstiere

Fiir alle Experimente wurden Biozzi AB/H Méause verwendet. Die Zucht und Haltung der
Mause erfolgte entweder im Tierhaus des LMU Klinikums oder in der Core Facility Animal
Models des Biomedizinischen Centrums der LMU Miinchen. Die Méuse wurden in Gruppen
von maximal finf Tieren bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h gehalten und erhielten
Futter wie Wasser ad libitum. Die Kéfige enthielten Einstreu, Nestmaterial, Kartonréhren
und rote einsehbare Plastikhéuser. Kafigeigene Liiftungssysteme sorgten dabei fiir eine
konstante Temperatur von 22+2 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55+10 %. Die
Versuchstiere wurden gemaf der gesetzlichen Vorgaben gehalten und alle Versuche erfolgten
im Rahmen eines von der Regierung Oberbayerns genehmigten Tierversuchsantrags. Die
Tierversuche erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, in Zusammenarbeit mit Martin

Kerschensteiner, Christoph Mahler und Saskia List.

3.2 Methoden

3.2.1 Induktion der EAE

Die Induktion der EAE erfolgte anhand eines bereits etablierten Protokolls [134]. Dazu
wurden adulte Biozzi AB/H Mause beiderlei Geschlechts verwendet. Pro Tier wurde aus
einer Losung von 50-300 pg MOGy1.125 in Natriumacetat (pH 3) mit einem Gesamtvolumen
von 125 pl und 125 pl vollstandigem Freund-Adjuvans eine Emulsion hergestellt. Das voll-
standige Freund-Adjuvans enthielt 4-10 mg/ml abgetétetes Mycobacterium tuberculosis.
Zur Immunisierung wurden jeweils 100 nl pro Flanke und 50 ul an der Schwanzbasis intra-
kutan appliziert. Jedes Tier erhielt zwei Immunisierungen, die erste an Tag 0, die zweite an
Tag 7. Jeweils am Tag der Immunisierung sowie am Folgetag wurden zusétzlich 200-500 ng
Pertussistoxin gelost in 100 pl sterilem PBS intraperitoneal injiziert. Die Immunisierungen

erfolgten unter Andsthesie mit Ketamin und Xylazin.
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3.2.2 Verhaltensanalysen
EAE-Symptomatik

Ab dem Zeitpunkt der Immunisierung wurden die Tiere taglich gewogen und klinisch unter-
sucht. Die neurologische Evaluation erfolgte dabei anhand einer etablierten EAE-Symptom-
Skala. Dieses Scoring-System bildet die EAE-assoziierte Symptomatik auf einer Skala von
0 bis 5 ab. Die Beurteilungskriterien sind der Tabelle 3.1 zu entnehmen. Neben der neuro-
logischen Symptomatik wurden die Mause auf Verhaltensveranderungen sowie auf Zeichen

einer vorliegenden Inkontinenz untersucht.

Tabelle 3.1: Beurteilungssystem der EAE-Symptomatik

0 Keine neurologischen Symptome
0,5 Geminderter Tonus der Schwanzmuskulatur

1 Lahmung des Schwanzes

1,5 Ganginstabilitdt oder verlangsamtes Umdrehen aus Riickenlage
2 Schwache der Hinterlaufe
2,5 Schwéche der Hinterlaufe mit partiellem Nachziehen

3 Vollstandige Lahmung der Hinterlaufe
3,5 Schwiche der Vorderlaufe

4 Vollsténdige Lahmung der Vorderlaufe

) Tod

Ataxie-Score

Zur Beurteilung ataktischer Symptome wurde ein klinisches Beurteilungssystem verwendet,
welches initial fiir ein Mausmodell der spinozerebelléren Ataxie entwickelt wurde [135]. In
diesem Score wird die Balance auf der Kafigkante, der Klammerreflex der Hinterbeine, das
Gangbild und das Vorliegen einer Kyphose beurteilt. Fiir jede Kategorie werden abhéngig
von der Symptomauspragung 0 bis 3 Punkte vergeben und die Summe berechnet. Der
maximal erreichbare Summenwert liegt dementsprechend bei 12 Punkten. Die genauen

Beurteilungskriterien sind der Tabelle 3.2 zu entnehmen.
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Tabelle 3.2: Beurteilungssystem der Ataxie

Kategorie

Punktwert

Beschreibung

Balance auf der
Kéfigkante

0

Die Maus behélt die Balance beim Gang auf der Ké-
figkante und geht koordiniert in den Kafig zuriick.

Die Maus verliert zeitweise den Halt auf der Kéfigkan-
te, wirkt aber koordiniert.

Die Maus benutzt die Hinterbeine nicht, das Zurtick-
gehen in den Kiéfig ist unkoordiniert.

Die Maus fillt von der Kafigkante oder wackelt und
verweigert den Gang auf der Kéfigkante.

Klammerreflex
der Hinterbeine

Die Hinterbeine der am Schwanz hochgehobenen Maus
sind durchgehend tiber die Beobachtungszeit von 10 s
vom Abdomen weggestreckt.

Ein Hinterbein zeigt iiber mindestens 50 % der Zeit
eine klammernde Haltung.

Beide Hinterbeine zeigen tiber mindestens 50 % der
Zeit zeitweise eine klammernde Haltung.

Die Hinterbeine zeigen tiber mindestens 50 % der Zeit
durchgehend eine klammernde Haltung und liegen da-
bei am Abdomen an.

Gangbild

Das Gewicht wird von allen vier Extremitédten glei-
chermaflen getragen, das Abdomen bertihrt den Boden
nicht und beide Hinterbeine sind gleichermaflen an der
Bewegung beteiligt.

Die Maus zeigt ein leicht humpelndes Gangbild oder
einen leichten Tremor.

Die Maus zeigt ein ausgepriagt humpelndes Gangbild,
ein gesenktes Becken, eine auflenrotierte Fuflstellung
wahrend dem Laufen oder einen ausgepragten Tremor.

Die Maus hat Schwierigkeiten sich vorwéarts zu bewe-
gen und das Abdomen bertihrt den Boden.

Kyphotische
Haltung

Wiéhrend dem Laufen streckt sich die Wirbelsaule oh-
ne Probleme, die Maus zeigt keine persistente Kypho-
se.

Die Maus zeigt eine milde Kyphose, ist aber in der
Lage die Wirbelsaule aktiv zu strecken.

Wiahrend dem Laufen streckt sich die Wirbelsaule
nicht mehr vollstandig, die Maus zeigt eine persistente
aber milde Kyphose.

Die Maus zeigt sowohl im Laufen als auch im Sitzen
eine ausgepragt kyphotische Haltung.




3.2 Methoden 29

RotaRod-Performance-Test

Die motorische Koordinationsfahigkeit, Leistungsfahigkeit und Erschopfbarkeit wurde mit-
tels des RotaRod-Performance-Test beurteilt. Die RotaRod-Aktivitat wurde dabei als Lauf-
zeitsumme tiber 8 Runden a 120 s bei einer konstanten Geschwindigkeit von 40 Umdre-
hungen/min ermittelt. Die Runden schlossen sich dabei mit 10 s Pause aneinander an.
Gesunde Kontrollmause waren dabei in der Lage, alle 8 Runden vollstandig zu absolvie-
ren und hatten damit eine Gesamtlaufzeit von 960 s und 70 s Pausenzeit. Fiel eine Maus
vorzeitig herunter, begann sie erst wieder zur nachsten Runde. Thre Laufzeit verkiirzte sich
somit und ihre Pausenzeit verlangerte sich. Vor dem Testlauf wurden die Mause bei redu-
zierter Geschwindigkeit an das Gerat gewohnt. Mause mit ausgepriagten Paresen wurden

vom RotaRod-Performance-Test ausgeschlossen.

3.2.3 Histologie
Aufbereitung des Gewebes

Die Euthanasie der Mause erfolgte durch eine iiberdosierte Isofluran-Narkose. Zur Perfu-
sion und Fixierung des Gewebes wurde ziigig im Anschluss nach dem sicheren Eintreten
des Todes das Herz iiber eine horizontale Thorakotomie auf Hohe des Zwerchfells freige-
legt. Ein Gefafizugang zum Spiilen wurde mit einer 21 G Butterfly-Nadel tiber den linken
Ventrikel geschaffen. Der Abfluss erfolgte iiber eine Inzision am rechten Herzohr. Zunéchst
wurde das Gewebe mit einer Heparin-PBS-Losung (20 1.U. Heparin/ml PBS) perfundiert,
um das Gefafisystem moglichst von Blut zu befreien. Als Indikator fiir eine ausreichende
Perfusion wurde das vollstdndige Abblassen des Lebergewebes abgewartet. Anschliefend
wurde zur Fixierung das Gewebe mit 15 ml PFA (4 %) perfundiert. Die erfolgreiche Fixa-
tion des Gewebes zeigte sich durch eine deutliche Zunahme der Steifigkeit. Die Flussrate
betrug jeweils 4,4 ml/min. Anschliefend wurden die Wirbelsdule und der Schédel vom
restlichen Gewebe befreit und zur weiteren Fixation in PFA (4 %) bei 4 °C gelagert. Die
Dauer der Lagerung in PFA betrug abhéngig von den geplanten Farbungen zwischen 3 und
12 h. Die Praparation von Gehirn und Riickenmark geschah nach abgeschlossener Fixation

mikroskopisch assistiert.
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Anfertigung der Gefrierschnitte

Vor der Anfertigung der Gefrierschnitte wurde das Gewebe zum Schutz vor Gefrierbriichen
in einer hochkonzentrierten Saccharoselosung (30 %) gelagert, bis das Gewebe nicht mehr
obenauf schwamm. Anschlieend wurde das Gewebe in Tissue-Tek eingebettet, auf einem
Trockeneis-Ethanol-Gemisch gefroren und bei -20 °C gelagert. Die Schnittdicke der Ge-
frierschnitte betrug 30 pm. Bei Bedarf wurden die Schnitte in einer Losung aus 25 % PEG,
25 % Glycerol und 50 % PBS bei -20 °C gelagert und mit zeitlichem Abstand gefarbt.

Immunfluoreszenz-Farbungen

Um unspezifisches Binden der sekundaren Antikérper zu verhindern, wurden die Schnit-
te mit einer Losung aus 5-20 % Pferdeserum und bis zu 0,3 % Triton X-100 1 h bei
Raumtemperatur geblockt. Die Inkubation mit primédren Antikérpern erfolgte in einer Lo-
sung aus 0,1-0,3 % Triton X-100 und bis zu 10 % Pferdeserum fir 36-48 h bei 4 °C.
Die hierfiir verwendeten Antikorper sind in Tabelle 3.3 aufgefithrt. Die Inkubation mit se-
kundédren Antikorpern erfolgte in einer Losung aus 0,1-0,3 % Triton X-100 und 2,5-10 %
Pferdeserum fiir 4 h bei Raumtemperatur. Die hierfiir verwendeten Antikoérper sind eben-
falls in Tabelle 3.3 aufgefithrt. Um unspezifisches Signal zu reduzieren, wurden ausreichend
Waschschritte mit PBS durchgefiithrt und die Antikorperlésungen vor Gebrauch fiir 5 min

bei maximaler Geschwindigkeit einer Tischzentrifuge zentrifugiert.

Tabelle 3.3: Liste verwendeter Farbungen/Antikérper

Farbung/Antigen Spezies Verdiinnung Konjugat
DAPI - 1:10000 -

ChAT Ziege 1:500 -
Synapsin-1 Kaninchen 1:500 -
MAP-2 Huhn 1:1000 -
Ziegen-l1gG Esel 1:400 Alexa Fluor 488
Kaninchen-1gG Esel 1:500 Alexa Fluor 488
Hithner-1gG Esel 1:500 Cyanin-3
Kaninchen-1gG Esel 1:400 Alexa Fluor 594

4,6-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI); Choline-Acetyltransferase (ChAT); Mikro-
tubuli-assoziiertes Protein 2 (MAP-2); Immunglobulin G (IgG).
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3.2.4 Mikroskopie

Fur die Mikroskopie wurden Leica SP8 Konfokalmikroskope verwendet. Ein Teil der Auf-

nahmen wurde dabei in der Core Facility Bioimaging im Biomedizischen Centrum der LMU

durchgefiihrt. Die genauen Aufnahmeeinstellungen sind dabei der Tabelle 3.4 zu entneh-

men.

Tabelle 3.4: Aufnahmeeinstellungen der konfokalen Mikroskopie

Experiment | Objektiv | Pixelgrofle | Farbung | Laser (\) | Detektor (1))
405 nm, 425-470 nm,
DAPI UVL HyD
e . Cy3 553 nm, 580-610 nm,
Dendritenldnge | 40x/1,3 Ol| 0,135 pm (MAP-2) WLL HyD
Polarisations- WLL PMT
filter
Motoneuronen- AF488 488 nm, 500-560 nm,
dichte 20x/0,75 | 0,567 pm (ChAT) AL HyD
AF488 488 nm, 500-535 nm,
(Synapsin-1) WLL HyD
Synapsendichte " Cy3 553 nm, 580-610 nm,
(Dendriten) | 03%/1,:4 1) 0,078 pm (MAP-2) WLL HyD
Polarisations- WLL PMT
filter
AF488 488 nm, 500-560 nm,
Synapsendichte « (ChAT) AL HyD
(Somata) 63x/1,4 O} 0,09 pm AF594 561 nm, 580-640 nm,
(Synapsin-1) | DPSSL PMT
Cyanin-3 (Cy3); Alexa Fluor (AF); Ultraviolett-Laser (UVL); Weifllicht-Laser (WLL);

Argon-Laser (AL); Dioden-gepumpter Festkorperlaser (DPSSL); Hybridphotodetektor (HyD);
Photomultiplier-Réhre (PMT).

3.2.5 Datenanalyse

Die Auswertung von Bilddateien erfolgte in der frei zugdnglichen Analysesoftware ImagelJ.

Die Aufnahmen wurden jeweils fiir Helligkeit und Kontrast korrigiert, um vergleichbare

Tonwerte zu erhalten. Die Bildverarbeitung zu Darstellungszwecken erfolgte mittels Adobe

Photoshop und Adobe Illustrator. Die graphische Darstellung der Daten und statistische

Testung erfolgte mittels GraphPad Prism 9.
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Analyse der Dendritenlange

Die Auswertung der Dendritenlédnge erfolgte an Projektionsbildern konfokaler Aufnahmen
(5 Schnittbilder mit einem Abstand von jeweils 1,25 pm). Hierzu wurde die Summe der
Lange aller Dendritenabschnitte der weiflen Substanz einer Region in Bezug zu der zirkum-
ferenziellen Lange der grauen Substanz gesetzt. Als Dendriten wurden dabei gut abgrenzba-
re MAP-2-positive Strukturen jeglicher Liange gewertet. Durch diese Auswertungsmethode
sind auch kurze Dendritenfragmente mit gewertet, welche sich vermehrt in Lésionen fan-
den. Die Lasionsgrenze sowie die Grenze zwischen grauer und weifler Substanz wurden
mittels Polarisationskontrastaufnahmen bestimmt. Beim Ausmessen der Zirkumferenz der
grauen Substanz wurden Neuropilauslaufer nicht mitgemessen, wodurch falsch niedrige re-
lative Messwerte vermieden wurden. Um fiir die ungleichméfige Verteilung der Dendriten
in der weiflen Substanz zu kontrollieren, wurden die Kontrollen in gleicher Hohe und Re-
gion ausgewéhlt. Die Ermittlung der Hohe erfolgte vergleichend mithilfe eines Bildatlas
[115]. Neben gesunden Kontrolltieren wurde auch jeweils die gegeniiberliegende Seite als
interne Kontrolle ausgewertet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die kontralaterale Seite
ein geringeres Lasionsausmafl aufwies. Pro Region wurde ein Mindestabschnitt von 50 pm
der Zirkumferenz auf drei Schnitten analysiert. In die Auswertung wurden nur Léasionen

mit einem maximalen Abstand von 50 pm zur grauen Substanz eingeschlossen.

Analyse der Motoneuronendichte

Die Analyse der Motoneuronendichte erfolgte an konfokalmikroskopischen Ubersichtsauf-
nahmen des gesamten Riickenmarkquerschnitts. Dazu wurde die Anzahl ChAT-positiver
Neurone pro Vorderhorn manuell ausgezéhlt. Genutzt wurden Anschnitte des lumbosakra-

len Ubergangs (L4-S3), bestimmt anhand des oben bereits erwihnten Bildatlas [115].

Analyse der Synapsendichte

Die Synapsendichte wurde an Motoneuronensomata und Dendriten der weiflen Substanz
anhand konfokaler Aufnahmen ausgewertet. Die Auszdhlung der Synapsen erfolgte dabei

manuell. Als Synapsen wurden gut abgrenzbare Synapsin-1-positive Strukturen gewertet,
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welche entweder mit den Somagrenzen oder den Dendriten kolokalisierten.

Die Motoneurone wurden anhand des ChAT-positiven Signals, einer entsprechenden Gro-
Be und ihrer Lokalisation identifiziert. Um eine einheitlichere Population zu erhalten, wur-
den Neurone lumbaler Vorderhorner der Hohe L4-1.6 moglichst aus Sdulen der glutealen
oder ischiokruralen Muskulatur ausgewéhlt. Dies erfolgte ebenfalls vergleichend mithilfe
des Bildatlas [115]. Die Auswertung der Synapsendichte erfolgte in einzelnen Schnittbil-
dern der Neurone und ausschliefilich in Anschnitten auf Héhe des Nukleus sowie an scharf
abgrenzbaren Somagrenzen. Pro Tier wurden zehn Neurone ausgewertet.

Die Dendriten der weilen Substanz wurden anhand des MAP-2-Signals ausgewahlt. Da-
bei wurden fiir die Analyse der Synapsendichte nur Dendritenanschnitte mit einer Min-
destlénge von 5 nm ausgewertet. Die Lasionsgrenze sowie die Grenze zwischen grauer und
weifler Substanz wurden mittels der Polarisationskontrastaufnahme bestimmt. Um fiir die
ungleichmaflige Verteilung der Dendriten in der weiflen Substanz zu kontrollieren, wurden
die Kontrollen entsprechen der Hohe und Region passend ausgewahlt. Neben gesunden
Kontrolltieren wurde auch hier jeweils die gegeniiberliegende Seite als interne Kontrolle
ausgewertet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die kontralaterale Region auflerhalb von
Léasionen lag. Pro Aufnahme wurden mindestens 30 Dendritenanschnitte (Auswahl aus elf
konsekutiven Schnittbildern mit einem Abstand von jeweils 1 pm) und pro Region drei

Schnitte ausgewertet.






4 Ergebnisse

4.1 Chronische MOG-induzierte EAE in Biozzi AB/H
Mausen

Um ein besseres Verstdndnis des chronischen Verlaufs MOG-induzierter EAE in Biozzi
AB/H Mausen zu bekommen, fithrten wir mithilfe von Verhaltenstests und histologischen
Analysen eine Basischarakterisierung des Modells durch. Die Immunisierung und klinische
Evaluation der Versuchstiere sowie die Prozessierung der Gewebe aller folgenden Experi-
ment erfolgte, sofern nicht anders beschrieben, in Zusammenarbeit mit Martin Kerschen-

steiner, Christoph Mahler und Saskia List.

4.1.1 Verhaltensanalysen

Der klinische Verlauf gestaltete sich in mit MOG_j95 immunisierten Biozzi AB/H Méusen
heterogen und zeigte entweder eine chronisch-persistierende Symptomatik, einen schubfor-
migen Verlauf oder eine langfristige Remission (sieche Abblidung 4.1). Gemein war allen
Mausen ein uniformer Krankheitsbeginn mit mittlerem Symptombeginn an Tag 17 und
mittlerem Erkrankungsmaximum an Tag 19 nach EAE-Induktion sowie eine nachfolgende
Remission. Der weitere Verlauf zeigte hingegen interindividuelle Unterschiede.

Fir die folgenden Untersuchungen haben wir anhand des klinischen Verlaufs folgende
Analysezeitpunkte definiert: Akute Erkrankung (2-3 Tage nach Symptombeginn), Remis-
sion (Reduktion des EAE-Scores um mindestens einen Punkt fiir mindestens 2 Tage),
zweiter Krankheitsschub (Zunahme des EAE-Scores nach vorangegangener Remission um

mindestens einen Punkt fiir mindestens 2 Tage), chronische Erkrankung (persistierender
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Abbildung 4.1: Klinischer Verlauf der MOG-induzierten EAE in Biozzi AB/H M&usen
Verlauf von téglich erhobenem EAE-Score £ SEM ab Symptombeginn in Biozzi AB/H Méau-
sen mit chronischem Verlauf (n = 8), schubférmigem Verlauf (n = 7) und Remission (n = 7);
Zusammenarbeit mit Saskia List.

EAE-Score 60 Tage nach EAE-Induktion) und langfristige Remission (60 Tage nach EAE-
Induktion EAE-Score von 0).

Basierend auf der Beobachtung, dass die neurologische Symptomatik im spateren Verlauf
der EAE nur noch unzureichend durch den EAE-Score abgebildet wird und Méause zuneh-
mend spastische und ataktische Symptome préasentieren, wurde in Zusammenarbeit mit
Saskia List sowohl ein RotaRod-Performance-Test durchgefiihrt als auch ein Ataxie-Score
[135] erhoben, um diese Defizite besser darstellen zu konnen (siche Abbildung 4.2).

Der RotaRod-Performance-Test als Testverfahren der motorischen Koordinationsfahig-
keit von Mausen ist bereits seit Jahrzehnten etabliert [136, 137] und auch sein Nutzen fiir
die Evaluation der EAE-Symptomatik ist mehrfach beschrieben [138; 100, 139]. Um zu
priifen, ob neben den Defiziten der motorischen Koordinationsfahigkeit im spaten Verlauf
der Erkrankung auch eine schnellere Erschopfbarkeit eintritt, haben wir die Laufzeiten von
8 Testrunden normalisiert zur mittleren Laufzeit aller Runden dargestellt (siche Abbildung
4.2 A). Diese Darstellungsweise adressiert die interindividuellen Performanceunterschiede
sowie die Problematik, dass einige Tiere in Runde 1 vermutlich aufgrund unzureichender
Gewohnung schlechter abschnitten. Es zeigte sich ab Runde 4 eine kontinuierliche Abnahme

der relativen Laufzeiten auf ein mittleres Minimum von 0,69 £ 0,11 in Runde 8. Dement-
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Abbildung 4.2: Neurologische Evaluation mittels RotaRod- und Ataxie-Score

A) Relative Laufzeit £ SEM pro Runde bezogen auf die mittlere Laufzeit aller Runden im
RotaRod-Test; 90d nach Immunisierung; n = 8 Tiere. B) Korrelation zwischen Ataxie- und
EAE-Score; schwarze Punkte: Tiere mit einem EAE-Score > 0 (n = 6); graue Punkte: Tiere
mit einem EAE-Score = 0 (dunkelgrau: n = 3, hellgrau: n = 2, weifi: n = 1, gesamt: n = 10);
90d nach Immunisierung; Lineare Regression der Ataxie- und EAE-Scores von Tieren mit einem
EAE-Score > 0 (r? = 0,88, p = 0,006). C) Lineare Regression der Ataxie-Scores (Kreise und
durchgezogene Linie, 2 = 0,35, p = 0,033) und EAE-Scores (Punkte und gestrichelte Linie,
r? = 0,05, p = 0,48) mit der kumulativen Laufzeit im RotaRod-Test; 90d nach EAE-Induktion;
n = 13 Tiere. A-C) Zusammenarbeit mit Saskia List.
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sprechend ist davon auszugehen, dass neben den motorischen Defiziten auch eine schnellere
Erschopfbarkeit der Méuse zu den verkiirzten Laufzeiten im RotaRod-Performance-Test

fihrte.

Der verwendete Ataxie-Score wurde als Instrument zur Beurteilung der Symptomatik
von Mausmodellen zerebellarer Ataxie konzipiert [135]. Vergleichbare ataktische Sympto-
me konnten wir jedoch auch in einigen Mausen unseres EAE-Modells beobachten. Dabei
erwies sich dieser Ataxie-Score als eine einfache und handhabbare Methodik zur Objekti-
vierung und Quantifikation der auftretenden aber nicht typischen EAE-Symptome. Da die
Testitems des Ataxie-Scores groBitenteils von einer intakten Motorik abhéngig sind, kam es
zwangslaufig bei Mausen mit einem héheren EAE-Score auch zu auffélligen Ergebnissen im
Ataxie-Score. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 4.2 B als lineare Regression zwischen
dem Ataxie-Score und dem EAE-Score von Tieren mit einem EAE-Score grofier 0 darge-
stellt und zeigt eine hohe Korrelation (r? = 0,88 und p = 0,006). Allerdings fiel auf, dass
ein Teil der Mause mit einem EAE-Score von 0 einen zum Teil erheblichen Summenwert
im Ataxie-Score erreichte. Dies ist passend zu der oben angefiithrten Beobachtung, dass
im spéten Krankheitsverlauf die im EAE-Score gemessenen Defizite nicht das vollstdandige

Spektrum der EAE-Symptome erfassen.

Um zu testen, wie stark der RotaRod-Performance-Test vom Ataxie- bzw. vom EAE-
Score abhangig ist, fithrten wir eine lineare Regression zwischen den Scores und der kumu-
lativen Laufzeit durch (siehe Abbildung 4.2 C). Dabei zeigt der Ataxie-Score eine geringe
aber signifikante Korrelation mit der Laufzeit im RotaRod-Test (r? = 0,35 und p = 0,033),
wéahrend der EAE-Score im Bereich niedriger Punktwerte nicht mit dem RotaRod-Test zu
korrelieren scheint (r? = 0,046 und p = 0,48). An dieser Stelle ist anzumerken, dass Méuse
mit ausgeprigten Paresen vom RotaRod-Test ausgeschlossen wurden, da hier eine sinnvolle

Durchfithrung mit den von uns verwendeten RotaRod-Einstellungen nicht moglich war.

4.1.2 Analyse der Immunpathologie

Ausgehend von den zuvor definierten Gruppen hat Saskia List den Einfluss der Analyse-

zeitpunkte auf das Lasionsausmafl der weilen Substanz des Riickenmarks untersucht (siehe
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Abbildung 4.3: Ausdehnung und Verteilung der Lésionen zu den verschiedenen Analysezeit-
punkten

Lésionsausmafl verschiedener Hohen des Riickenmarks (zervikal, thorakal und lumbal) als An-
teil demyelinisierter Fliche der weiflen Substanz in Prozent + SEM zu den zuvor beschriebenen
Analysezeitpunkten: Akute Erkrankung (C1-C7: n = 10 Schnitte; Th1-Th11l: n = 12 Schnitte;
Th12-L6: n = 11 Schnitte aus jeweils 5 Tieren), Remission (C1-C7: n = 6 Schnitte; Th1-Thll: n
= 5 Schnitte; Th12-L6: n = 7 Schnitte aus jeweils 3 Tieren), 2. Krankheitsschub (C1-C7: n = 10
Schnitte; Th1-Thll: n = 7 Schnitte; Th12-L6: n = 12 Schnitte aus jeweils 5 Tieren), chronische
Erkrankung (C1-C7: n = 11 Schnitte; Th1-Th1l: n = 14 Schnitte; Th12-L6: n = 10 Schnitte
aus jeweils 5 Tieren) und langfristige Remission (C1-C7: n = 14 Schnitte; Th1-Thll: n = 16
Schnitte; Th12-L6: n = 11 Schnitte aus jeweils 7 Tieren); Auswertung an konfokalmikroskopi-
schen Schnittbildern; Lésionen definiert als demyelinisierte Areale anhand einer MBP-Férbung;
vorlaufige Daten von Saskia List (Stand 29.01.2022).

Abbildung 4.3). Hierzu bestimmte sie den prozentualen Anteil demyelinisierter Flache an
der Gesamtfliche der weiflen Substanz verschiedener Hohen und Zeitpunkte. Als demye-
linisierte Flache wurden MBP-negative Areale sowie atypische MBP-positive Strukturen
innerhalb der weilen Substanz gewertet. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Léasionslast zwischen den verschiedenen Analysezeitpunkten. Méuse wiahrend der akuten
Phase der Erkankung (Th12-L6: 47,5 + 4,4 %) sowie Méuse mit einem zweiten Krank-
heitsschub (Th12-L6: 58,2 + 6,6 %) wiesen besonders groe Lésionen auf. Zum Zeitpunkt
der chronischen Erkrankung (Th12-L6: 31,3 £+ 4,0 %) und langfristigen Remission (Th12-
L6: 23,7 + 2,8 %) war der Lésionsanteil hingegen deutlich geringer, wobei zwischen diesen

beiden Gruppen kein Unterschied bestand.
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Um die immunpathologischen Unterschiede der verschiedenen klinischen Verldufe zu ana-
lysieren, hat Saskia List die Immunzellinfiltrate der Lésionen verschiedener Analysezeit-
punkte beziiglich ihrer Zusammensetzung aus Mikroglia (Ibal*/CD457), Lymphozyten
(Ibal~/CD45%) und Makrophagen (Ibal*/CD45") untersucht (sieche Abbildung 4.4). Hier
zeigte sich, dass Lésionen der akuten Phase der Erkrankung besonders dichte Infiltrate
aufwiesen, welche vorwiegend aus Lymphozyten und Makrophagen bestanden (Mikrog-
lia: 1146,3 £ 153,5 mm~—2, Lymphozyten: 1729,1 £ 385,0 mm~2, Makrophagen: 1338,9 +
270,0 mm~?). Hingegen waren in Lésionen zum Zeitpunkt der chronischen Erkrankung und
langfristigen Remission Mikroglia die pradominante Zellpopulation, wobei die Zellinfiltrate
insgesamt deutlich weniger dicht waren. Auch beziiglich der Zusammensetzung der Immun-
zellinfiltrate zeigte sich kein Unterschied zwischen der chronischen Erkrankung (Mikroglia:
580,4 4+ 148,4 mm~—2, Lymphozyten: 88,9 4+ 20,7 mm~2, Makrophagen: 217,3 4 52,6 mm—?)
und langfristigen Remission (Mikroglia: 608,6 + 77,2 mm~2, Lymphozyten: 68,3 4+ 11,3
mm ™2, Makrophagen: 182,5 + 42,5 mm~2).
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Abbildung 4.4: Differenzierung der Immunzellinfiltrate in Lasionen zu den verschiedenen Ana-
lysezeitpunkten

Zelldichte (Mittelwert = SEM) der Mikroglia (Ibal™/CD45™), Lymphozyten (Ibal~/CD45") und
Makrophagen (Ibal™/CD45™") in Lésionen zu den jeweiligen Analysezeitpunkten (akute Erkran-
kung: n = 15 Lasionen aus 5 Tieren, Remission: n = 9 Lésionen aus 3 Tieren, 2. Krankheitsschub:
n = 14 Lésionen aus 5 Tieren, chronische Erkrankung: n = 13 Lésionen aus 5 Tieren, langfristige
Remission: n = 14 Lésionen aus 5 Tieren); Auswertung an konfokalmikroskopischen Schnittbil-
dern; vorldufige Daten von Saskia List (Stand 29.01.2022).
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4.2 Analyse der dendritischen Pathologie

Um die neurodegenerativen Veranderungen in diesem Modell zu untersuchen, analysierten
wir die Liange von Dendriten der spinalen weiflen Substanz innerhalb demyelinisierter Léa-
sionen (siehe Abbildung 4.5). Zum Analysezeitpunkt der chronischen Erkrankung (siehe
Abbildung 4.5 B) zeigte sich eine deutliche Reduktion der relativen Dendritenldange in-
nerhalb von Léasionen sowohl im Vergleich zu der gesunden Kontrolle (Kontrolle: 1,00 +
0,04, Lasion: 0,42 + 0,04, p = <0,0001; Werte normalisiert auf den Mittelwert der Kon-
trollen) als auch gegentiber der kontralateralen Seite (kontralaterale Seite: 0,90 + 0,08,
p = 0,0003; Wert normalisiert auf den Mittelwert der Kontrollen). Da besonders tief in die
weile Substanz reichende Lésionen insgesamt eher selten waren, ergab sich, dass die der
Lasion gegeniiberliegende Seite in allen analysierten Schnitten weniger betroffen war und
somit als interne Kontrollregion genutzt werden konnte. Dabei zeigte die Dendritenlange
der kontralateralen Seite keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu der gesunden
Kontrolle (Differenz = 0,1, p = 0,33, Differenz der auf den Mittelwert der Kontrollen nor-
malisierten Messwerte). Der Vorteil der kontralateralen Seite als interne Kontrollregion
ergibt sich aus der préziseren Zuordnung der analysierten Region innerhalb des Schnittes
und der tibereinstimmenden Hoéhe innerhalb des Riickenmarks. Aufgrund der heterogenen
Verteilung von Dendriten innerhalb der weiflen Substanz hat die moglichst prézise Zuord-

nung der Kontrollregion eine besondere Bedeutung.

Fir ein besseres Verstiandnis des Zeitpunktes der Schadigung hat Michael Keilholz in
unserem Labor in einem vergleichbaren Versuchsaufbau die relative Dendritenldange in
C57BL/6 Méusen mit akuter EAE untersucht (siche Abbildung 4.5 C). Auch hier zeigte
sich eine deutliche Reduktion der relativen Dendritenldnge in Lésionen gegeniiber gesunden
Kontrollen (Kontrolle: 1,00 + 0,04, Lésion: 0,34 + 0,04, p = <0,0001; Werte normalisiert
auf den Mittelwert der Kontrollen). Dabei war das Ausmafl der Schadigung vergleichbar
mit dem des chronischen Zeitpunktes. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die
Schiadigung bereits zu einem frithen Zeitpunkt der Erkrankung stattfindet, und tiber den

Verlauf der Erkrankung bestehen bleibt.

Um die Vergleichbarkeit der Daten von Michael Keilholz und denen dieser Arbeit zu
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Abbildung 4.5: Dendritische Pathologie in akuter und chronischer EAE
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Abbildung 4.5: Dendritische Pathologie in akuter und chronischer EAE

A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen des Ubergangs zwischen grauer und weifler Substanz
des Riickenmarks 60 Tage nach EAE-Induktion im Bereich einer Lésion (links) und der entspre-
chenden kontralateralen Seite (rechts); oben: myelinisierte Areale in grau (Polarisationskontrast),
Mitte: Zellinfiltrate in blau (DAPI), unten: Dendriten in griin (MAP-2); durchgezogene Linie:
Grenze der grauen Substanz; gestrichelte Linie: Lasionsgrenze; Mafistabsleiste: 50 pm. B) Re-
lative Dendritenlange (Mittelwert + SEM) bezogen auf die Lange des Zirkumferenzabschnitts
der grauen Substanz und dem Mittelwert der Kontrollen; Auswertung erfolgte an konfokalmikro-
skopischen Aufnahmen wie in A dargestellt; n = 6 Lésionen und n = 6 kontralaterale Regionen
von 4 Mausen 60 Tage nach EAE-Induktion und n = 30 Kontrollregionen von 5 Kontrolltieren;
Ungepaarter t-Test zwischen Kontrolle und Lésion (p = <0.0001), zwischen Lésion und kon-
tralateraler Seite (p = 0,0003) sowie zwischen Kontrolle und kontralateraler Seite (p = 0,33).
C) Relative Dendritenlédnge (Mittelwert + SEM) in C57BL/6 Méusen mit akuter EAE (n = 20
Regionen aus 6 Médusen 2-4 Tage nach Symptombeginn) und gesunden Kontrollen (n = 20 Regio-
nen aus 5 Méusen); ungepaarter t-Test zwischen Kontrolle und Lésion (p = <0,0001); vorlaufige
Daten von Michael Keilholz (Stand 13.09.2021). D) Darstellung der Untersucher-abhéingigen
Reliabilitdt von Michael Keilholz und Stefan Syma als Bland-Altman-Diagramm; Differenz =
Messwert (\fichael Keilholz) = MeSswert siefan syma); 1 = 14 Regionen; gestrichelte Linien: mittlere
Differenz + 1,96 0. E) Anzahl ChAT"-Neurone pro Vorderhorn (Mittelwert + SEM) des lumbo-
sakralen Ubergangs (L4-S3) in Miusen 90 Tage nach EAE-Induktion (n = 20 Vorderhérner aus
5 Tieren) und gesunden Kontrollen (n = 8 Vorderhorner aus 2 Tieren); Analyse an konfokalmi-
kroskopischen Ubersichtsaufnahmen.
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kontrollieren, haben wir die Untersucher-abhéangige Reliabilitdt gepriift. Hier zeigt sich im
Bland-Altman-Diagramm eine geringe mittlere Differenz bei jedoch verhaltnismafig grofien
Abweichungen der Einzelmesswerte (mittlere Differenz + 1,96 o = -0,04 + 0,49). Diese Ab-
weichungen sind vorwiegend durch Unterschiede in der Auswahl des Auswertungsareals er-
klart. Aufgrund der geringen mittleren Differenz ist jedoch nicht von einem systematischen
Fehler auszugehen. Zudem wird die Vergleichbarkeit der Werte auch iiber die Darstellungs-
weise als relative Messwerte zum Mittelwert der Kontrollen sichergestellt.

Da die Reduktion der Dendritenléange auch ein sekundérer Effekt eines Verlustes von Mo-
toneuronen sein konnte, haben wir die Anzahl an ChAT*-Neuronen in Vorderhérnern des
lumbosakralen Ubergangs bestimmt. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen Kontrolltieren und Mausen 90 Tage nach EAE-Induktion (Kontrolle: 8,1 4+ 0,7, d90:
10,4 + 1,2, p = 0,25). Es ist jedoch anzumerken, dass die Bestimmung der Neuronenanzahl
stark von den angeschnittenen Neuronengruppen abhangig und somit sehr hohenvariabel

ist, wodurch die starke Streuung der Werte zu erklaren ist.

4.3 Analyse der synaptischen Pathologie

Um zu untersuchen, inwieweit auch Synapsen von einer strukturellen Schidigung betrof-
fen sind, haben wir die Dichte der Synapsen an Dendriten der weilen Substanz analysiert
(siehe Abbildung 4.6 A-F). Dabei zeigte sich in Lésionen zum Zeitpunkt der chronischen
Erkrankung (siehe Abbildung 4.6 B) eine geringe aber signifikante Abnahme der relativen
Synapsendichte im Vergleich zur Kontrolle (Lasion: 0,86 + 0,06, Kontrolle: 1,00 + 0,02,
p = 0,018; Werte normalisiert auf den Mittelwert der Kontrollen), wohingegen kein Unter-
schied im Vergleich zu der kontralateralen Seite bestand (kontralaterale Seite: 0,86 4 0,06;
Wert normalisiert auf den Mittelwert der Kontrollen).

Da auch die relative Synapsendichte der kontralateralen Seite betroffen war, ergab sich
die Frage, ob dieses Ergebnis durch eine nicht ausreichend prézise Zuordnung der Kon-
trollregion bedingt sein konnte. Um dies auszuschlieBen, haben wir die Synapsendichte
verschiedener Regionen des Riickenmarks miteinander verglichen (siche Abbildung 4.6 C).

Hierzu wurde die Synapsendichte gesunder Kontrollmause sowohl an Dendriten des ventra-
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Abbildung 4.6: Synaptische Pathologie in akuter und chronischer EAE

A) Konfokalmikroskopische Aufnahme des Ubergangs zwischen grauer und weifler Substanz des
Riickenmarks im Bereich einer Lésion 60 Tage nach EAE-Induktion; myelinisierte Areale in grau
(Polarisationskontrast), Dendriten in griin (MAP-2), Synapsen in rot (Synapsin-1); durchgezoge-
ne Linie: Grenze der grauen Substanz; gestrichelte Linie: Lésionsgrenze; Pfeile: einzelne Synapsen;
MafBstabsleiste oben: 20 pm, Mafistabsleiste unten: 5 pm. B) Relative Synapsendichte (Mittelwert
+ SEM) bezogen auf den Mittelwert der Kontrollen gemessen an Dendriten der weilen Substanz
in Lasionen chonischer EAE (n = 4 Lésionen aus 3 Méusen 60 Tage nach EAE-Induktion), au-
Berhalb von Léasionen auf der kontralateralen Seite (n = 4 kontralaterale Regionen aus 3 Mausen
60 Tage nach EAE-Induktion) und gesunden Kontrollen (n = 20 Kontrollregionen aus 5 Kon-
trolltieren); Auswertung erfolgte an konfokalmikroskopischen Aufnahmen wie in A dargestellt;
ungepaarter t-Test zwischen Kontrolle und Lésion (p = 0,018) und zwischen Kontrolle und in-
terner Kontrollregion (p = 0,018). C) Synapsendichte (Mittelwert + SEM) als Synapsen pro
pm Dendritenldnge an Dendriten des lumbalen Funikulus lateralis (lumbal) sowie des zervikalen
Funikulus ventralis (zervikal); zervikal und lumbal jeweils n = 15 Regionen aus 5 gesunden Kon-
trolltieren; ungepaarter t-Test: p = 0,34. D) Synapsendichte als Synapsen pro pm Dendritenldnge
an Dendriten der weiflen Substanz in unterschiedlichem Abstand zur grauen Substanz; n = 10
Regionen aus 2 gesunden Kontrolltieren; Darstellung als verbundene Messwertpaare der einzel-
nen Regionen; rotes Messwertpaar: Mittelwert + SEM; gepaarter t-Test: p = 0,092. E) Relative
Synapsendichte (Mittelwert + SEM) in C57BL/6 M&ausen mit akuter EAE (n = 19 Lésionen
und n = 19 kontralaterale Regionen aus 6 Mausen 2-4 Tage nach Symptombeginn) und gesunden
Kontrollen (n = 20 Kontrollregionen aus 5 Kontrolltieren); ungepaarter t-Test zwischen Kontrolle
und Lésion (p = 0,0008) und zwischen Kontrolle und interner Kontrollregion (p = 0,093); vorlau-
fige Daten von Michael Keilholz (Stand 13.09.2021). F') Darstellung der Untersucher-abhéngigen
Reliabilitdt von Miachel Keilholz und Stefan Syma als Bland-Altman-Diagramm; Differenz =
Messwert (\ichael Keilholz) = MeSSWeTt(gtefan Syma); 1 = 8 Regionen; gestrichelte Linien: mittlere Dif-
ferenz + 1,96 0. G) Konfokalmikroskopische Aufnahme eines Motoneurons (ChAT™) im Vorder-
horn des lumbalen Riickenmarks 90 Tage nach EAE-Induktion in normal erscheinender grauer
Substanz; Pfeile: Synapsin-1T-Prisynapsen; Mafstabsleiste: 5 ym. H) Synapsendichte (Mittel-
wert + SEM) als Synapsen pro pm Somagrenze ChATT-Neurone im Vorderhorn des lumbalen
Riickenmarks in Mausen 90 Tage nach EAE-Induktion (n = 30 Neurone aus 3 Tieren) und gesun-
den Kontrollen (n = 20 Neurone aus 2 Tieren); Analyse an konfokalmikroskopischen Aufnahmen
wie in G dargestellt.
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len Funikulus des zervikalen Riickenmarks als auch an Dendriten des lateralen Funikulus
des lumbalen Riickenmarks quantifiziert, wobei sich ein nur geringfiigiger und nicht signifi-

kanter Unterschied ergab (zervikal: 0,48 4+ 0,02 pm~!, lumbal: 0,51 4 0,02 pm™!, p = 0,34).

Aufgrund der zentripetalen Ausbreitung der Lésionen in der weiflen Substanz bestand
die Moglichkeit, dass die Auswertung in Lésionen tendenziell in einem gréfferen Abstand zu
der grauen Substanz erfolgte als die Auswertung in Kontrollregionen. Um auszuschlieflen,
dass dies einen Einfluss auf den Unterschied in der Synapsendichte zwischen Kontrolle und
Lésion hat, haben wir die Synapsendichte an Dendriten in Abhéngigkeit des Abstandes zur
grauen Substanz untersucht (sieche Abbildung 4.6 D). Auch hier zeigte sich kein Unterschied
zwischen den beiden Analysegruppen (0-25 pm: 0,49 + 0,02 pm~!, 75-100 pm: 0,54 +
0,03 pm~', p = 0,092).

Um zu untersuchen, ob zuvor beschriebene Regenerationsvorgénge [110] moglicherweise
die eigentliche Auspriagung der Pathologie kaschieren, hat Michael Keilholz in einem &hn-
lichen Versuchsaufbau die Synapsendichte in C57BL/6 Mausen mit akuter EAE analysiert
(siche Abbildung 4.6 E). Auch hier zeigte sich eine zwar signifikante aber dennoch nur
geringfiigige Reduktion der relativen Synapsendichte, wobei das Ausmafl der Schiadigung
im Vergleich zum Zeitpunkt der chronischen Erkrankung sogar noch geringer ausgepragt
war (Kontrolle: 1,000 + 0,004, Lasion: 0,95 £+ 0,01, p = 0,0008; Werte normalisiert auf
den Mittelwert der Kontrollen). Anders als zum chronischen Zeitpunkt zeigte sich in der
akuten EAE zwischen der gesunden Kontrolle und der kontralateralen Seite kein signifi-
kanter Unterschied (kontralaterale Seite: 0,98 £+ 0,01, p = 0,093; Wert normalisiert auf den
Mittelwert der Kontrollen).

Auch fiir die Quantifikation der Synapsendichte wollten wir die Vergleichbarkeit der
Analyse von Michael Keilholz und der dieser Arbeit untersuchen. Hierzu haben wir wieder
die Untersucher-abhéngige Reliabilitat getestet (siche Abbildung 4.6 F), wobei sich in
dieser Auswertung neben den verhéltnisméflig grofen Abweichungen der Einzelmesswerte
eine auch etwas grofiere mittlere Differenz zeigte (mittlere Differenz + 1,96 0 = -0,12 +
0,24). Diese Untersucher-abhéngige Differenz in der Quantifikation der Synapsendichte ist
vor allem auf Unterschiede in der Interpretation des Synapsin-1-Signals zurtickzufithren.

Aufgrund der relativen Darstellungsweise der Daten ist ein Vergleich dennoch méglich.
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In MS-Patienten lasst sich ein Verlust von Synapsen auch in der normal-erscheinenden
grauen Substanz beobachten [65, 64]. Dementsprechend haben wir die Dichte der Synapsen
auch an Motoneuronensomata auflerhalb von Lésionen untersucht (sieche Abbildung 4.6 G,
H). Hier zeigte sich 90 Tage nach EAE Induktion kein Unterschied der Synapsendichte im
Vergleich zur gesunden Kontrolle (Kontrolle: 0,34 4 0,02 pm~—*, d90: 0,33 £ 0,01 pm™1).

In Zusammenschau der Daten léasst sich festhalten, dass ein Verlust von Synapsen in
diesem Modell vorwiegend durch den Verlust von Dendriten bedingt ist. Eine isolierte

Reduktion der Synapsendichte liegt allenfalls in geringem Ausmafl vor.



5 Diskussion

5.1 Chronische EAE als Modell der progredienten MS

5.1.1 Verhaltensanalysen

Wie zuvor bereits ausgefiihrt, lasst sich die EAE mit verschiedenen Antigenen in unter-
schiedlichen Mausstammen induzieren, wobei die Kombination aus jeweiligem Antigen
und Mausstamm den klinischen Verlauf bestimmt. In dieser Arbeit wurde die EAE mit
MOG+.125 in Biozzi AB/H Méusen induziert. Gemaf} der bisherigen Literatur fiihrt dies zu
einem chronisch-schubférmigen Verlauf, welcher vergleichbar mit der durch Riickenmark-
homogenisat induzierten CREAE in Biozzi AB/H Mausen ist [105, 95].

Entgegen dieser Beobachtungen zeigte die chronische MOG-EAE in unseren Versuchen
eine heterogene klinische Prasentation mit sowohl chronisch-persistierenden als auch schub-
formigen Verlaufen sowie Verlaufen mit vollstdndiger und langfristiger Remission. Dabei ist
unklar, was diese unterschiedlichen EAE-Phanotypen bedingt. Bekannt ist, dass intrinsi-
sche und extrinsische Faktoren die Inzidenz und Krankheitsschwere der EAE beeinflussen
(140, 141, 142], ob sie allerdings auch einen Einfluss auf die Art des klinischen Verlaufs
haben konnen, ist nicht bekannt. Festzuhalten ist, dass sich im gleichen Wurf verschiedene
Verlaufsformen beobachten lieen, wodurch Faktoren wie Alter, Stress, Ernahrung und Hal-
tebedingungen als Ursache unwahrscheinlich werden. Dabei ist anzumerken, dass 6 von 7
Mausen mit schubformigem Verlauf weiblich waren, wéhrend sich in den anderen Verlaufs-
formen kein klarer geschlechtsspezifischer Unterschied beobachten liefS. Vorangegangene
Studien zeigten bereits, dass die Immunisierung mit unterschiedlichen MOG-Epitopen zu

unterschiedlichen klinischen Verldufen fiithrt [105, 95]. So entwickeln Biozzi AB/H Méause,
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welche mit dem MOG-Peptid 8-22 immunisiert werden, eine CREAE mit ausgepréigten
Remissionsphasen, wahrend die Immunisierung mit dem MOG-Peptid 35-55 eine CREAE
induziert, die nach dem zweiten Schub in einen chronisch-persistierenden Verlauf iibergeht
[95]. Ob der Unterschied in der klinischen Prasentation moglicherweise durch die Konkur-
renz verschiedener Epitope um die Dominanz in der Immunantwort erklart werden kann,
lasst sich in diesem Kontext schwierig beantworten. Insbesondere, da die funktionelle Re-
levanz der Konkurrenz von T-Zellen um verschiedene Antigene in vivo unklar ist [143].
Histopathologisch bedingt vermutlich vor allem das Ausmaf} der akuten Schédigung, in-
wieweit eine Remission im weiteren Verlauf noch moglich ist und bestimmt somit, ob sich
chronisch-persistierende Defizite manifestieren. Demgegenitiber steht das Auftreten neuer

Krankeitsschiibe, welches durchaus mit neuer entzindlicher Aktivitat einhergeht.

Der heterogene Verlauf des Modells fiihrt dabei zu einigen Limitationen. So wird die
Reproduzierbarkeit der einzelnen Verldufe reduziert und die Planbarkeit von Versuchen
eingeschréankt. Andererseits bietet diese Situation die Moglichkeit, immunologische und
histologische Unterschiede zwischen den Verlaufen im direkten Vergleich innerhalb des

gleichen Modells zu untersuchen.

Im chronischen Verlauf lasst sich in allen Mausen mit residueller Symptomatik die Ent-
wicklung einer fortschreitenden Spastik beobachten, unabhéngig davon, ob ein zweiter
Krankheitsschub folgt oder nicht. Die Symptomatik entwickelt sich dabei iiber den Verlauf
mehrerer Wochen nach Beginn der Erkrankung und fithrt zu einer fortschreitenden Ein-
schrankung der motorischen Funktion. Diese in der EAE auftretende Spastik wird in der
CREAE teilweise als progrediente Symptomatik neurodegenerativen Ursprungs interpre-
tiert, welche auch dann entsteht, wenn weitere Schiibe durch immunsuppressive Interven-
tionen unterbunden werden [101]. Pathophysiologisch liegt einer Spastik die Schidigung
des ersten Motoneurons zugrunde. Dabei ist zu beachten, dass sich die spastische Sympto-
matik allerdings erst mit einer gewissen Latenz ausbildet [144]. Aufgrund des bekannten
Ausmafles der axonalen Schiadigung in der akuten Phase der Erkrankung [111] liegt es
nahe, dass, sobald der initiale Schaden ausgepréigt genug ist und die entsprechenden Fa-
sertrakte betroffen sind, sich im weiteren Verlauf eine Spastik entwickeln wird. Dies wiirde

auch erklaren, weshalb weder Unterschiede im weiteren Krankheitsverlauf noch eine spa-
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tere immunsuppressive Therapie einen Einfluss auf die Entstehung der Spastik haben.
Inwieweit der akuten Erkrankung chronischer EAE-Modelle eine fortschreitende neurode-
generative Pathologie folgt, ist weitgehend unbekannt und soll im Verlauf noch genauer
diskutiert werden. Dass derartige Prozesse einen Einfluss auf die spastische Symptomatik
haben kénnten, wire durchaus denkbar, ist aber fir die Erklarung der zu beobachtenden
Spastik nicht zwangsldufig notwendig. Zudem ist anzumerken, dass die Symptomatik von
Patienten mit progredienter MS weit iiber die Entstehung einer Spastik hinausgeht und
die Ubertragbarkeit zwischen der CREAE und der progredienten MS vielmehr an gemein-
samen pathologischen Eigenschaften und deren zugrunde liegenden Mechanismen als an

Gemeinsamkeiten des klinischen Verlaufs festzumachen ist.

Fir eine umfassendere Beschreibung der neurologischen Defizite erfolgte die Evaluation
der motorischen Funktion mithilfe des RotaRod-Performance-Tests. Durch das Testregime
mit acht konsekutiven Testrunden konnten wir zeigen, dass 90 Tage nach EAE-Induktion
auch eine schnellere Erschopfbarkeit die reduzierte kumulative Laufzeit bedingt. Interessant
ware dabei ein Vergleich zu fritheren Zeitpunkten, um zu kléaren, wann sich diese Erschopf-
barkeit ausbildet. Eine ausgepragte Erschopfbarkeit ist dabei ein haufig zu beobachtendes
Symptom in einer Reihe verschiedener chronischer Erkrankungen, wobei erwahnt sein soll,
dass die korperliche Erschopfbarkeit nur ein Teil der Beschwerden des als Fatigue bezeichne-
ten Symptomkomplexes ist. Im Rahmen der MS betrifft diese pathologische Erschopfbarkeit
ca. 80 % der Patienten und ist damit das am haufigsten vorliegende Symptom [145]. In der
Literatur finden sich hierzu eine Reihe verschiedener peripherer und zentraler Pathomecha-
nismen, welche die Entstehung chronischer Erschopfungssyndrome erklaren kénnen. Dar-
unter werden u.a. proinflammatorische Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie
eine veranderte glutamaterge synaptische Transmission und muskulare Dysfunktionen als
mogliche Ursachen genannt [146]. Im Kontext unserer chronischen EAE ist eine muskulére
Erschopfung als Resultat der begleitend bestehenden spastischen Symptome eine nahelie-
gende Erklirung. Um diese Aussage validieren zu kénnen, wére jedoch eine bessere, wenn
moglich quantitative, Testung der Spastik notwendig. Bisher existieren hierzu allerdings
keine standardisierten Testmethoden. Neben klinischen Scores konnte die Bestimmung des

Dehnungswiderstands der Muskulatur eine vergleichsweise einfache quantitative Alternati-
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ve [101] zu elektrophysiologischen Messmethoden sein. Muskulire Erschopfbarkeit ist dabei
nicht ausschliefflich als Folge eines muskuldren Defizits zu verstehen, sondern tritt auch als
Folge einer eingeschrankten spinalen und supraspinalen Innervation auf [147]. Dement-
sprechend ist es vorstellbar, dass auch die Deafferenzierung spinaler Motoneurone durch
axonale, dendritische und synaptische Schadigung zu dieser gesteigerten Erschopfbarkeit

beitragen.

Ein Teil der Méuse mit chronischer EAE entwickelt zudem eine atypische ataktische
Symptomatik, die tiber den klassischen EAE-Score nicht erfasst wird. Insbesondere in Mau-
sen mit einem unauffélligen oder milden EAE-Score zeigt der Ataxie-Score seinen Nutzen.
Wahrend wir in der chronischen MOG-EAE diese atypische Symptomatik lediglich in ei-
nem Teil der Méuse beobachteten, sind in der Literatur einige EAE-Modelle beschrieben,
die vorwiegend mit einer solchen atypischen Symptomatik einhergehen [148, 149, 150, 151].
In diesen Studien wird zum Teil ein Scoring-System verwendet, das Merkmale wie z.B. eine
Kyphose, eine schréige Kopthaltung, ein verdndertes Gangbild, spastische Symptome und
Storungen der Propriozeption beurteilt, und abhéngig von den vorliegenden Symptomen
einen Punktwert zwischen 0 und 5 zuordnet [148, 149]. Dabei ist anzumerken, dass viele
dieser Symptome in der klinischen Beurteilung zum einen nicht klar trennbar sind und zum
anderen keine zwangslaufige hierarchische Ordnung zwischen diesen Symptomen besteht.
In dem von uns angewandten Ataxie-Score finden sich im Vergleich zum atypischen EAE-
Score einige Uberschneidungen in den beurteilten Merkmalen. Allerdings werden dabei
diese Symptome isoliert in ihrer Auspragung beurteilt und erst hinterher als Summenwert
zusammengefasst, wodurch eine realistischere Einschitzung der Krankheitsschwere erreicht
wird. Eine deutliche Limitation ist dabei die Abhédngigkeit des Ataxie-Scores vom EAE-
Score, sodass in Mausen mit ausgeprigten Paresen der Ataxie-Score falsch hohe Werte
ergibt. Die atypischen EAE-Modelle gehen mit entziindlichen Infiltraten des Hirnstamms
und Zerebellums einher, wodurch sich die zuvor beschriebenen Symptome gut erkléren
lassen. Vergleichbare Lasionen lieflen sich auch in einzelnen Mausen mit chronischer MOG-
EAE beobachten (Daten nicht gezeigt). In welchem Ausmaf, mit welcher Frequenz und zu

welchem Zeitpunkt diese Infiltration stattfindet, erfordert dabei weitere Untersuchungen.

Bei der Analyse der Abhéngigkeit des RotaRod-Performance-Tests vom Ataxie- bzw.



5.1 Chronische EAE als Modell der progredienten MS 53

EAE-Score zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Punktwert im Ataxie-Score und
der Laufzeit im RotaRod-Test, wihrend niedrige EAE-Scores die Laufzeit nicht beeinfluss-
ten. Die Ergebnisse anderer Studien haben mehrfach den Zusammenhang zwischen dem
EAE-Score und der Laufzeit im RotaRod-Test dargestellt [138, 139]. Dieser zeigt sich aller-
dings nur in Méusen mit hoheren EAE-Scores und kann somit nur bei niedrigeren Drehge-
schwindigkeiten, am besten mit einem akzelerierenden Modus, evaluiert werden. Aufgrund
unserer Testeinstellungen mit einer vergleichsweise hohen und konstanten Drehgeschwin-
digkeit, mussten wir Mause mit ausgepréigten Paresen ausschliefen. Allerdings ermoglichen
diese Einstellungen eine bessere Diskriminierung von leichteren Defiziten, welche zu spéaten
Zeitpunkten der chronischen EAE insgesamt haufiger zu beobachten sind. Allgemein lasst
sich aus diesen Daten schlussfolgern, dass die reduzierte Laufzeit von Mausen, welche kei-
nen relevanten EAE-Score aufweisen, durch Symptome bedingt ist, welche im EAE-Score

nicht adédquat erfasst werden wie Ataxie, Spastik oder Fatigue.

Letztendlich testen der EAE-Score, der RotaRod-Test sowie der Ataxie-Score jeweils un-
terschiedliche Komponenten der Symptomatik und die Kombination der drei Testverfahren
ermoglicht eine umfassendere Beschreibung der Defizite. Dabei ist noch einmal hervorzuhe-
ben, dass insbesondere ausgepragtere Paresen der Hinterlaufe, wie sie fiir die akute Phase
der Erkrankung typisch sind, die Testung des Ataxie-Scores und den RotaRod-Test er-
schweren. Auch unter Berticksichtigung des nicht zu vernachlédssigenden Mehraufwandes
werden diese Testverfahren vor allem in Interventionsstudien zusétzlichen Nutzen bringen,
fir die der sensitive Nachweis von Unterschieden in der Symptomschwere im chronischen

Verlauf der Erkrankung von besonderem Interesse ist.

5.1.2 Histopathologische Analysen

Die in der EAE zu beobachtenden aufsteigenden Paresen spiegeln sich auch in der Orga-
nisation spinaler Lésionen wider und sind Ausdruck der zentripetalen Ausbreitung sowie
der kaudal betonten Lokalisation der Entztindung. Die Daten von Saskia List zeigten, dass
das Lésionsausmafl vor allem in der akuten Phase der Erkrankung besonders ausgepréagt

war. Verglichen hierzu zeigten sowohl Mause mit chronisch-persistierenden Symptomen als
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auch Mause in langfristiger Remission geringer ausgepragte Lasionen. Dabei ist es unwahr-
scheinlich, dass dieser Unterschied durch eine Remyelinisierung bedingt ist. Bekannt ist,
dass die diinnen Myelinscheiden remyelinisierter Axone ein deutlich schwécheres Farbever-
halten zeigen und nur elektronenmikroskopisch zuverléssig dargestellt werden kénnen [152],
sodass Areale mit beginnender Remyelinisierung in dieser Auswertung mit in die demyeli-
nisierte Flache eingefasst worden wéren. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass der
geringere Lésionsanteil der spaten Analysezeitpunkte weniger auf Regenerationsvorgénge,

sondern eher auf Unterschiede im initialen Lasionsausmafl zuriickzufithren ist.

Zwischen der chronischen Erkrankung und der langfristigen Remission war erstaunlicher-
weise kein Unterschied im Lésionsausmafl zu erkennen. Prinzipiell ist davon auszugehen,
dass die Ausbildung persistenter neurologischer Defizite auf eine ausreichende Schédigung
der entsprechenden Fasertrakte zuriickzufiithren ist. Ein unterschiedliches Lasionsausmafl
hatte die klinischen Unterschiede gut erklaren konnen, scheint jedoch nicht zu bestehen.
Moglicherweise existieren Unterschiede nur in der Lasionslokalisation sowie der lokalen
Lasionsauspragung, was die unterschiedliche Symptomatik ebenfalls erklaren wiirde. Dass
eine fortschreitende entziindliche Aktivitat Ursprung der chronisch-persistierenden Sym-
ptomatik ist, ist aufgrund der geringen Dichte der Immunzellinfiltrate in Lésionen dieser

Maé&use unwahrscheinlich.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Evaluation neurodegenerativer Verdnderungen. Die
Analyse der Dendritenldange zeigte dabei, dass die entziindlichen Lésionen der EAE mit
einer ausgepriagten Schiadigung von Dendriten einhergeht. In Zusammenschau mit den Da-
ten von Michael Keilholz wird deutlich, dass diese Schadigung bereits zu einem frithen
Zeitpunkt, in der akuten Phase der Erkrankung, stattfindet, und dass es im Verlauf der

Erkrankung zu keiner Progression dieses Dendritenschadens kommt.

Eine Schadigung von Dendriten lasst sich in verschiedenen Krankheitsbildern wie zum
Beispiel der Alzheimer-Demenz aber auch in anderen neuropsychatrischen Erkrankungen
beobachten [153]. Dabei zeigt die Dendritenpathologie ein breites Spektrum an mdéglichen
Veranderungen, angefangen bei dem Verlust von Dornfortsitzen tiber die Ausbildung fo-
kaler Schwellungen bis hin zur Atrophie von Dendriten und einer reduzierten Komplexitét

der Dendritenarchitektur. In unseren Versuchen war in erster Linie die Lange der Dendri-
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ten betroffen, wobei in einzelnen Méausen auch die zuvor erwéhnten fokalen Schwellungen
beobachtet werden konnten. Diese Schwellungen von Dendriten in der weilen Substanz des
Riickenmarks wurden bereits nach EAE-Induktion in Ratten beschrieben [154]. Eine &hn-
liche dendritische Pathologie, welche aber auch die Lénge der Dendriten betrifft, wurde in
der EAE bisher im somatosensorischen Kortex von Ratten [131] und im Hippocampus von
Mausen [130] beobachtet. Zum Teil wurde in diesen Studien tiber eine leichte Riickbildung
der Schiadigung im Krankheitsverlauf berichtet [154, 131]. Auch beim Vergleich der Daten
von Michael Keilholz und denen dieser Arbeit zeigte sich, dass in Lasionen zum Zeitpunkt
der chronischen Erkrankung die relative Dendritenlédnge 8 % ldnger war als zum Zeitpunkt
der akuten Erkrankung. Aufgrund der Verwendung eines anderen Mausstammes und ei-
ner leicht abweichenden Auswertungsmethode ist diese Differenz allerdings mit Vorsicht
zu interpretieren. Dennoch konnten zumindest Untersucher-abhangige Unterschiede zum
einen durch die Testung der Untersucher-abhéngigen Reliabilitdt und zum anderen durch

die relative Darstellungsweise ausgeschlossen werden.

Die Auswertung der Dendritenlinge in Regionen, in denen die entziindlichen Infiltrate
weniger nahe an die graue Substanz heranreichten, zeigte, dass die Schadigung vorwiegend
innerhalb der Lésionen stattfindet. Der Zusammenhang zwischen entztindlicher Aktivitét
und dendritischer Schédigung wurde auch in den zuvor genannten Studien beobachtet
[154, 131, 130]. Aufgrund dieser Beobachtung war es moglich, die weniger betroffene kon-
tralaterale Seite als interne Kontrollregion zu verwenden, sodass eine préazisere Zuordnung
von Kontroll- und Analyseregion moglich wurde. Dieser Zuordnung kommt durch die stark
heterogene Verteilung von Dendriten innerhalb der weiflen Substanz eine besondere Be-
deutung zu. Dennoch ist anzumerken, dass eine diffuse Dendritenschiadigung auflerhalb
von Lésionen nicht komplett auszuschlieffen ist. Immerhin besteht zwischen der relativen
Dendritenlénge der gesunden Kontrolle und der kontralateralen Seite ein, wenn auch nicht

signifikanter Unterschied von 10 %.

Ein nicht auszuschliefender Faktor, der zu der reduzierten Dendritenldnge beitragen
konnte, ist ein Verlust an Neuronen im Riickenmark. Unsere Daten zeigen zwar keinen
Unterschied in der Dichte der Motoneurone zwischen Kontrolltieren und Méausen 90 Tage

nach EAE-Induktion, jedoch weist diese Analyse einige technische Limitationen auf. Da die
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Anzahl der Motoneurone im Riickenmark stark von den jeweils angeschnittenen Neuronen-
gruppen abhéngig und somit stark héhenvariabel ist, erfordert eine zuverldssige Analyse
ein stereologisches Vorgehen. Mit einer derartigen Auswertungsmethode konnte eine ande-
re Studie in C57BL/6 Mausen nachweisen, dass es im Verlauf der EAE durchaus zu einer
Abnahme der Dichte spinaler Neuronen kommen kann [128]. In dieser Studie wurde sogar
von einem Unterschied von iiber 50 % berichtet. Dabei ist anzumerken, dass ein so grofier
Unterschied auch in einer orientierenden Analyse hitte auffallen missen. Da die Ergebnisse
an dieser Stelle nicht konklusiv sind, aber durchaus Implikationen fiir die Interpretation
der Dendritenschadigung haben, muss in nachfolgenden Experimenten die Neuronendichte

in unserem Modell erneut evaluiert werden.

Begleitend zu der Schadigung von Dendriten haben wir den Einfluss der Lésionen auf die
Synapsendichte untersucht. Wahrend die absolute Anzahl von Synapsen durch die Abnah-
me der Dendritenldnge zwangslédufig reduziert ist, zeigte sich die Dichte der Synapsen an
bestehenden Dendriten innerhalb der Lésionen nur geringfiigig vermindert. Ein Verlust von
Synapsen wurde in der EAE in Méusen [110, 130] und in Ratten [131] bereits in verschiede-
nen Regionen des ZNS nachgewiesen. Dieser Verlust wurde meist in einem frithen Stadium
der Erkrankung beobachtet und zeigte sich im Verlauf teilweise reversibel [110]. Die Ergeb-
nisse von Michael Keilholz zeigen dabei, dass die Synapsendichte an Dendriten der weiflen
Substanz auch wahrend der akuten Phase der Erkrankung nur geringfiigig reduziert ist. Im
Vergleich zeigt der chronische Zeitpunkt sogar eine etwas geringere Synapsendichte. Diese
Differenz ist aufgrund der geringen Auspriagung und der auch hier leicht unterschiedlichen

Methodik ebenfalls vorsichtig zu interpretieren.

Da eine Abnahme der Synapsendichte in der EAE stellenweise in einem wesentlich gro-
Beren AusmaBl nachgewiesen wurde [110, 131], stellt sich die Frage, weshalb dieser Unter-
schied an Dendriten der spinalen weiflen Substanz so gering ist. Eine mogliche Erklarung
konnte die zeitgleiche dendritische Schéadigung sein. Die meisten Studien, die einen Verlust
von Synapsen in der EAE beschreiben, weisen diesen in zerebralen ZNS-Regionen nach
[110, 131], in denen wesentlich weniger entziindliche Infiltrate zu finden sind. Die Selektion
von besonders ausgepragten spinalen Lésionen konnte somit iiber den damit verbundenen

dendritischen Schaden eine Reduktion der Synapsendichte kaschieren. Dabei ist jedoch
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anzumerken, dass wir auch an Dendriten der kontralateralen Seite und an Motoneuronen-
somata keine Abnahme der Synapsendichte beobachten konnten, wobei beides Regionen
mit einer geringeren entziindlichen Aktivitdt sind.

Ein weiterer Aspekt ist, dass die Studien, die einen zerebralen Verlust von Synapsen un-
tersuchen, in der Regel den Verlust dendritischer Dornfortsitze analysieren [110, 131]. Im
Gegensatz hierzu weisen die Dendriten der spinalen weiflen Substanz keine Dornfortsétze
auf [116] und die synaptischen Kontakte befinden sich allesamt direkt auf dem Dendriten-
schaft. In-vivo-Mikroskopie-Daten liefern dabei Hinweise darauf, dass Synapsen, die den
Dendritenschaft kontaktieren, stabiler sind als solche, die sich an Dornfortsitzen befinden
[155, 156]. Inwiefern sich eine weniger dynamische Synapsenplastizitiat auch in eine héhere
Resistenz gegeniiber einer immun-mediierten Synapsenschédigung iibersetzt, bleibt disku-
tabel, wiirde sich jedoch gut in das Gesamtbild einfiigen und eine mogliche Erklarung fiir
die zu beobachtenden Unterschiede spinaler und zerebraler Synapsenpathologie liefern.

Auch muss beachtet werden, dass nicht jede Form der Synapsenpathologie sich zwangs-
laufig in einem Verlust von Synapsen duflert und die synaptische Transmission auch von
erhaltenen Synapsen gestort sein kann [157]. Eine mehrfach diskutierte Beobachtung ist
die Dysbalance von glutamaterger und GABAerger synaptischer Aktivitat. Trotz einiger
widerspriichlicher Ergebnisse weist die Zusammenschau bisheriger Studien insgesamt auf
eine gesteigerte glutamaterge und reduzierte GABAerge Aktivitdt hin. Diese Konstellation

kénnte in der Folge wiederum eine exzitotoxische Schiadigung der Neuronen bedingen. [129]

5.2 Pathomechanismen der entziindlichen Schadigung

von Dendriten und Synapsen

Die exzitotoxische Schadigung ist ein wichtiges pathophysiologisches Konzept, bei dem
davon ausgegangen wird, dass eine anhaltende Ubererregung zu einer strukturellen Sché-
digung von Synapsen, Dendriten und schlussendlich dem gesamten Neuron fithrt. Eine
zentrale Komponente dieses Mechanismus ist der exzitatorische Einfluss durch Glutamat.

Sowohl in der EAE als auch in der MS wurde eine gestorte Homoostase des Glutamat-
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haushalts beobachtet [158]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von
Glutamat in akuten Lésionen sowie in Regionen normal erscheinender weifler Substanz
mit der Schwere der Erkrankung und der Krankheitsprogression von MS-Patienten kor-
reliert [159, 160, 161]. Die erhohten Glutamatspiegel sind dabei am ehesten ein Resultat
des Zusammenspiels von vermehrter Freisetzung aus Synapsen und Immunzellen [162, 163]
bei gleichzeitig gestorter Aufnahme durch Gliazellen [164, 165, 157] sowie einem gestorten
Glutamatmetabolismus [166] [167].

Eine entscheidende Rolle in der Entstehung der synaptischen Ubererregung wird den von
aktivierten Mikroglia freigesetzten Zytokinen TNF-« und Interleukin-15 (IL-17) zugespro-
chen. Sowohl TNF-« [164] als auch IL-15 [157] fithren zu einer reduzierten Expression der
Glutamattransporter und hemmen damit die Wiederaufnahme von Glutamat. Zudem be-
dingt TNF-« eine vermehrte Verfiigbarkeit von AMPA-Rezeptoren [110]. Diese Konstellati-
on von sich akkumulierendem Glutamat bei gleichzeitig erhohter Glutamatempfindlichkeit
auBert sich in einer gesteigerten Erregbarkeit der Neurone. Die Hypothese ist nun, dass bei
anhaltender Entziindung dieser Mechanismus die zu beobachtenden strukturellen Schaden

von Synapsen, Dendriten und Neuronen bedingt [129, 168].

Der genaue Mechanismus, tiber den diese Schidigung stattfindet, ist dabei nicht bekannt.
Eine Moglichkeit ist, dass die pathologisch gesteigerte Aktivitat von AMPA- und NMDA-
Rezeptoren iiber den dadurch vermehrten Einstrom von Ca?-Ionen zur Aktivierung von
Proteasen [169, 170] und Kinasen [171] fiihrt, was wiederum eine Destabilisierung des

Zytoskeletts von Synapsen und Dendriten zur Folge hat.

Ein weiterer Pathomechanismus, der an dieser Stelle besprochen werden soll, ist der
Phagozyten-mediierte Verlust von Synapsen. Bekannt ist, dass Synapsen und Dendriten
wahrend der Entwicklung des ZNS hoch dynamische Strukturen darstellen, deren Auf-
und Abbau aktivitatsabhéangig ist [172]. Dysfunktionale Synapsen werden hierbei durch
Komplementfaktoren markiert und in der Folge von Mikroglia phagozytiert [173]. Diese
Komplement-vermittelte Phagozytose von Synapsen findet beispielsweise auch in neurode-
generativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz statt [174]. Hinweise darauf, dass
dieser Mechanismus auch in der MS zum Tragen kommen koénnte, stammen dabei sowohl

aus dem EAE-Modell [175, 176] als auch aus Post-Mortem-Analysen von MS-Patienten
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(66, 176]. Anzumerken ist, dass neben den Komplementfaktoren auch andere Signalwege
die Phagozytose von Synapsen vermitteln kénnen und dass an dieser Stelle moglicherwei-
se mehrere Mechanismen zusammenwirken. Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer ande-
ren Studie in einem kortikalen MS-Modell nachweisen, dass hohe Ca2*-Spiegel in Dorn-
fortsdtzen und Dendriten kortikaler Neurone einen wichtigen Indikator fiir den Verlust
von Synapsen darstellen und mit der Phagozytose von synaptischem Material einhergehen
[133]. Wie genau dabei die erhohten Ca®"-Konzentrationen zu der Phagozytose von Syn-
apsen fithren und woher das Kalzium stammt ist bisher unbekannt. Auch bleibt zu klaren,
inwiefern der Phagozyten-mediierte Synapsenverlust und die exzitotoxische Schadigung
miteinander in Verbindung stehen. Prinzipiell wére es denkbar, dass eine pathologisch ge-
steigerte glutamaterge Stimulation von AMPA- und NMDA-Rezeptoren tiber eine erhohte
Ca?*-Konzentration die Expression von Phagozytosesignalen bedingt und somit den Syn-
apsenverlust auslost. Die Markierung zur Phagozytose konnte dabei entweder direkt iiber
die erhohten Ca?*-Spiegel reguliert werden oder als Konsequenz einer Destabilisierung
und Schidigung des Zytoskeletts erfolgen [133]. Des Weiteren zeigt sich in dem kortika-
len MS-Modell vor allem ein Verlust exzitatorischer Synapsen und eine Hypoaktivitit der
Neurone [133]. Diese verminderte Aktivitat konnte als Hinweis gewertet werden, dass der
Phagozytose-mediierte Synapsenverlust unabhéngig von einer exzitotoxischen Schadigung
stattfinden kann. Im Kontext der zuvor besprochenen Hypothese liele sich aber auch argu-
mentieren, dass der Verlust exzitatorischer Synapsen der exzitotoxischen Schiadigung folgt

und schlussendlich in einer Hypoaktivitat der Neurone resultiert.

Neben dem Phagozyten-mediierten Verlust von Synapsen konnte eine andere Studie
in einem Mausmodell fiir Schadel-Hirn-Trauma zeigen, dass in einem inflammatorischen
Kontext auch die Schadigung von Dendriten Mikroglia-abhangig geschieht. So zeigte diese
Studie unter anderem eine reduzierte astrozytiare Expression neurotropher Wachstumsfak-
toren und Signalmolekiile wie beispielsweise des Notch-Regulators lunatic fringe (Lfng),
aber auch eine reduzierte Expression des Transkriptionsfaktors nuclear respiratory factor 1
(NRF1), welcher ebenfalls mit dem Neuritenwachstum assoziiert ist. Eine der Hirnschadi-
gung vorangegangene Depletion von Mikroglia normalisierte hingegen das Expressionsprofil

von Astrozyten und Neuronen und reduzierte die Dendritenschadigung. [177]
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Der zuvor erwahnte Notch-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle sowohl in der Neu-
rogenese als auch der ZNS-Homoostase [178]. Im Kontext der MS ist der Notch-Signalweg
vorwiegend im Hinblick auf seine Rolle in der Entwicklung von Oligodendrozyten und
Lymphozyten untersucht. Daten aus dem EAE-Modell liefern Hinweise dafiir, dass eine In-
hibition von Notch sowohl die Remyelinisierung verbessert [179] als auch einen antiinflam-
matorischen Effekt zeigt [180]. Dabei ist anzumerken, dass der Effekt des Notch-Signalwegs
stark kontextabhéngig und seine Wirkweise in den zuvor beschriebenen Beobachtungen un-
zureichend verstanden ist. Ebenso ist der Einfluss von Notch auf die neurodegenerativen
Veranderungen der MS wenig untersucht.

Neben den zuvor erwahnten Effekten ist fiir diese Arbeit von besonderem Interesse, dass
der Notch-Signalweg eine entscheidende Rolle in der Morphogenese von Dendriten spielt.
Eine Studie an hippocampalen Neuronen adulter Mause konnte zeigen, dass Notch dabei
nicht nur die Entwicklung neuronaler Stammzellen beeinflusst, sondern auch direkt das
Dendirtenwachstum in postmitotischen Neuronen reguliert [181]. So liegt es nahe, dass die
im entziindlichen Milieu alterierte Expression von Signalmolekiilen des Notch-Signalwegs
moglicherweise auch in der Pathogenese der Dendritenschéadigung im EAE-Modell eine

Rolle spielt.

5.3 Therapeutische Interventionsmaoglichkeiten

Die therapeutischen Ansatzpunkte ergeben sich aus den besprochenen Pathomechanismen
und konnen die exzitotoxische Wirkung von Glutamat, den Einfluss der Zytokine, die Den-
dritenstabilitit oder die phagozytische Aktivitdt adressieren. Ziel kiinftiger Studien sollte
dabei die Aufkldrung des Schadigungsmechanismus sowie die Evaluation der Therapeutika
auf ihre neuroprotektive Wirkung im Kontext der EAE sein.

Vielversprechende Ergebnisse zeigt dabei die Blockade von Glutamatrezeptoren im EAE-
Modell. So zeigt sowohl die Inhibition von AMPA- als auch NMDA-Rezeptoren einen po-
sitiven Einfluss auf die neurologischen Defizite der EAE [182; 183, 184]. Mogliche Effekte
beschrénken sich dabei nicht nur auf die Pravention einer neuronalen Schadigung, sondern

konnen auch immunmodulatorisch wirken, die Integritit der Bluthirnschranke schiitzen und
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den Untergang von Oligodendrozyten verhindern [167]. Vorangegangene Studien konnten
dabei zeigen, dass die Blockade von AMPA-Rezeptoren durch den Antagonisten NBQX den
Verlust spinaler Neurone verhindert [182], sowie dass die Inhibition von NMDA-Rezeptoren
iiber Amantadin oder Memantin die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen redu-
ziert [184] und dass Memantin die Infiltration von Immunzellen hemmt sowie die Funktion

der Bluthirnschranke verbessert [183].

Wahrend eine Wirkweise tiber multiple Mechanismen fiir die Erfolgsaussichten eines
Therapeutikums positiv zu bewerten ist, erschwert dies gleichzeitig die Aufklarung der
Pathogenese. Diese Problematik ergibt sich nicht nur bei der Blockade von Glutamatre-

zeptoren, sondern auch bei den nachfolgend besprochenen Therapieoptionen.

Die Zusammenschau des plausiblen Pathomechanismus, der positiven préaklinischen Da-
ten und der Hinweise auf einen gestorten Gluamathaushalt in MS-Patienten scheint zu-
néchst vielversprechend fiir den Erfolg einer anti-glutamatergen Therapie. Abgesehen von
einem positiven Einfluss von Amantadin auf die Gehfihigkeit von Patienten [185] waren
die Ergebnisse der sonstigen klinischen Studien bisher jedoch erniichternd [78, 79, 80]. Der
Nachweis einer moglichen Wirksamkeit ist dabei vermutlich abhéngig von der korrekten Do-
sisfindung und der Identifikation einer profitierenden Subpopulation, gegebenenfalls unter
Zuhilfenahme von Biomarkern wie der Glutamatkonzentration oder pro-inflammatorischer
Zytokine [167]. Des Weiteren bedarf es eines besseren mechanistischen Verstdndnisses zum
einen der neurodegenerativen Pathologie von Patienten mit progredienter MS und zum

anderen des Wirkmechanismus der anti-glutamatergen Therapie [186].

Neben einer direkten Blockade der glutamatergen Transmission wére auch ein fritherer
Eingriff in die Pathogenese denkbar, beispielweise tiber die Inhibition entziindlicher Media-
toren wie TNF-«. So fiihrt der TNF-a-Antagonist Etanercept in Mausen mit EAE nach in-
trathekaler Applikation zu einer Normalisierung der exzitatorischen postsynaptischen Stro-
me striataler Neurone [187]. TNF-« ist dabei eigentlich ein potentes pro-inflammatorisches
Zytokin, von dem aber unter bestimmten Umstdnden auch eine anti-inflammatorische
Wirkung ausgehen kann [188, 189]. Therapieversuche von MS-Patienten mit anti-TNF-a-
Antikorpern zeigten zudem keine Verbesserung der neurologischen Symptomatik, sondern

schienen sogar die Krankheitsaktivitét zu steigern [190]. Diese ungewollten pro-inflammato-
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rischen Effekte sind moglicherweise das Resultat der unselektiven Antagonisierung von
TNF-a, wodurch auch anti-inflammatorische Signalwege gehemmt werden [191]. Eine se-
lektive Modulation der TNF-a-Rezeptoren konnte hingegen diese Problematik umgehen
[191].

Auch die Stabilisierung des Zytoskeletts von Dendriten kénnte eine Interventionsmog-
lichkeit darstellen. Eine Zielstruktur kénnte dabei die Rho-Kinase (ROCK) sein [192]. Die
ROCK ist ein Effektor des kleinen G-Proteins Rho, welchem ein maflgeblicher stabilisieren-
der Einfluss auf Dendriten zugesprochen wird [193]. In der Zellkultur konnte gezeigt werden,
dass die Antagonisierung von ROCK in der Lage ist, die Retraktion neuronaler Zellfortsétze
zu verhindern [194]. Moglicherweise ist dieser Effekt auf die ROCK-abhéngige Phospho-
rylierung von MAP-2 zurtickzufithren, welche den stabilisierenden Einfluss von MAP-2
auf Mikrotubuli behindert [195] und dadurch eine Destabilisierung des Zytoskeletts be-
dingen konnte. Eine Stimulation des Rho/ROCK-Signalweges wéire beispielsweise in Folge
einer Uberaktivierung von NMDA-Rezeptoren moglich [171]. ROCK-Inhibitoren wie Fasu-
dil [196] oder das Derivat FSD-C10 [197] sind dabei in der Lage, den klinischen Verlauf im
EAE-Modell positiv zu beeinflussen und das Ausmafl der Entziindung zu reduzieren. Es ist
hervorzuheben, dass die ROCK durch ihre grundlegende Funktion in der Organisation des
Zytoskeletts in zahlreiche zelluldre Prozesse involviert ist und unter anderem auch fiir die
Zellmigration sowie fiir die Phagozytose benotigt wird [198]. Inwieweit die Antagonisierung
von ROCK in der EAE einen direkten stabilisierenden Einfluss auf Dendriten hat, muss
sich in der Zukunft noch zeigen. Zudem sind Interventionen, die in grundlegende zellu-
lare Prozesse eingreifen, wie der Rho/ROCK-Signalweg oder auch der zuvor besprochene
Notch-Signalweg, kritisch beziiglich unerwiinschter Nebeneffekte zu priifen. Daher ist an-
zunehmen, dass Mafinahmen, die den auslésenden Mechanismus adressieren, eine bessere

Alternative darstellen, wie beispielsweise die Inhibition phagozytischer Zellen.

Um besser einschéitzen zu konnen, inwiefern eine solche Intervention die in dieser Arbeit
beobachtete Pathologie beeinflussen kann, muss jedoch zunachst der Pathomechanismus
besser verstanden sein. Ein essentieller Punkt wird die Evaluation des Ausmafles sein, in
dem es zur Phagozytose von dendritischem Material kommt. Eine Interventionsméglichkeit

ware die Inhibition des Kolonie-stimulierenden Faktor-1 Rezeptors (CSF1R), welcher eine
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essentielle Rolle in der Entwicklung und Stimulation von Mikroglia und Makrophagen spielt
(199, 200]. Die Blockade dieses Rezeptors hemmt die Infiltration von Makrophagen, die
Proliferation von Mikroglia und reduziert die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
201, 133]. In einem Mausmodell fiir Schadel-Hirn-Trauma konnte gezeigt werden, dass die
Antagonisierung des CSF1R die Schidigung von Dendriten reduziert [177]. Gleichzeitig
lindert die CSF1R-Inhibition auch die Symptome im EAE-Modell, sowohl wiahrend der
akuten Erkrankung als auch bei spaterem Therapiebeginn im chronischen Verlauf [201].
Im kortikalen MS-Modell konnte unsere Arbeitsgruppe zudem zeigen, dass die Inhibition
des CSF1R auch den Phagozyten-mediierten Verlust von Synapsen verhindern kann [133].
Sollte sich in nachfolgenden Experimenten fiir die Schadigung der Dendriten im EAE-
Modell ebenfalls eine Phagozyten-abhéangige Pathogenese abzeichnen, ware die Blockade

des CSF1R sicherlich eine vielversprechende Therapieoption.






6 Schlussfolgerung

Die Pathologie der grauen Substanz ist ein zentrales histopathologisches Merkmal von Pa-
tienten mit progredienter MS [26]. Unter anderem zeigt sich ein substantieller anhaltender
Verlust von Synapsen in der grauen Substanz, auch aulerhalb von Lésionen [65, 64]. Die
Abbildung dieser pathologischen Eigenschaften in Tiermodellen bleibt auf Einzelaspekte
limitiert und grundlegende Fragen, beispielsweise nach dem Ursprung dieser Schadigung,
sind unbeantwortet.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass es in Lésionen der MOG-EAE zu einer Schadi-
gung von Dendriten der spinalen weiflen Substanz kommt, wobei die Dichte der Synapsen
an diesen Dendriten weitgehend unverandert bleibt. Diese Form der Dendritenschadigung
ist bisher in der MS nicht beschrieben und iiber die Funktion der Dendriten, die sich in
der weilen Substanz des Riickenmarks befinden, ist wenig bekannt. Eine funktionelle Be-
deutung ist dennoch naheliegend, insbesondere, da ein grofler Teil dieser Dendriten Moto-
neuronen entspringt [116]. Auf jeden Fall tragt der Untergang dieser Dendritenabschnitte
iiber den damit einhergehenden Verlust von Synapsen zu der Deafferenzierung spinaler
Motoneurone bei und stellt mutmafllich ein Hindernis fiir die Regeneration synaptischer
Kontakte dar.

Interessant ware, inwieweit diese Form der Neurodegeneration auch Teil der Pathologie
der progredienten MS ist. Dabei ist es denkbar, dass die Schéadigung von Dendriten sowohl
einen Teil der spinalen Pathologie ausmacht als auch eine allgemeine Verédnderung in der
geschidigten grauen Substanz darstellt und mit zu der zu beobachtenden Atrophie beitragt.

Um zu kldren, inwiefern die dendritische Pathologie sich auch als therapeutischer An-
satzpunkt eignet, bedarf es zunéchst eines besseren pathomechanistischen Verstandnisses.

Hierzu sind Interventionen in den zuvor besprochenen Signalwegen wie dem Rho/ROCK-
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und Notch-Signalweg denkbar, wobei hier moglichst selektive Mainahmen wiinschenswert
sind, beispielsweise iiber induzierbare Zelltyp-spezifische Knock-Outs der entsprechenden
Zielgene. Aber auch die Evaluation, in welchem Ausmaf es zur exzitotoxischen oder pha-
gozytischen Schadigung von Dendriten kommt, wére sinnvoll um zu verstehen, ob diese
Mechanismen eine isolierte Synapsen- oder eine kombinierte Synapsen- und Dendritenpa-

thologie bedingen.
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