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1. Zusammenfassung

Multiple Sklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des Gehirns und des
Rickenmarks, die durch lokale Infiltration zu Schaden an Myelin und Axonen flhrt. Bisher gibt
es keine ursachliche Therapie. Die symptomatisch und palliativ eingesetzten Therapeutika
haben haufig eine Vielzahl an Nebenwirkungen. Seit Jahrzehnten werden verschiedene
Tiermodelle der Multiplen Sklerose eingesetzt, um die komplexe Pathophysiologie besser zu
verstehen und neue Therapien zu entwickeln. In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell der
Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) genutzt.

In der Vergangenheit zeigte sich, dass durch die Inhibierung von Pannexin1 mittels Probenecid
ein signifikanter Einfluss auf den Verlauf der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
genommen werden kann. Bei praventiver Gabe von Probenecid konnte das Einsetzen der
Symptomatik der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis verhindert werden. Bei
therapeutischer Gabe erfolgte eine Stabilisierung der klinischen Symptomatik.

Da bei 85% der Patienten mit einem ersten Erkrankungsschub der Nervus opticus betroffen
ist, fokussierte die vorliegende Arbeit auf die Pathologien im Nervus opticus. In einem ersten
Versuchsteil wurde analysiert, ob die Pathologie im Nervus opticus auch ultrastrukturell in der
Frihphase der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis darzustellen ist. Dazu
wurden Ultradinnschnitte von Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis- und Sham-
Tieren elektronenmikroskopisch vergleichend analysiert. Die EAE-Tiere wurden bei Erreichen
eines klinischen Scores von 1,5 (also in der Frihphase der Erkrankung) euthanasiert. Hierbei
zeigte sich verglichen mit den Sham-Tieren ein signifikanter Unterschied im Durchmesser der
Axone und dadurch bedingt auch in der Anzahl der pro Bildabschnitt dargestellten Axone. Dies
ist zu erklaren durch die Ausbildung eines Zellddems mit konsekutiver Schwellung und
UmfangsvergréRerung vor Beginn der Demyelinisierung.

In einem weiteren Versuchsteil wurde durch die Analyse von Entziindungsmarkern, sowie
durch Quantifizierung der Demyelinisierung untersucht, ob es bei der Induktion einer
Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis in den Versuchstieren auch zu
entzindlichen Prozessen mit einhergehender Demyelinisierung im Bereich der Nervi optici
kommt. Dies geschah mittels Histologie und Immunfluoreszenzfarbungen von Gefrierschnitten
der Nervi optici der Versuchstiere und der anschlieBenden Analyse bezuglich
Infiltrationsprozessen und Myelinisierung.

Zusammenfassend lasst sich die Pathologie im Nervus opticus auch in der Experimentellen
Autoimmunen  Enzephalomyelitis  darstellen.  Hierbei zeigten sich  signifikante
Entzindungsprozesse, sowie Demyelinisierung in den optischen Nerven der EAE-Tiere

verglichen mit der Kontrollgruppe.
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In einem angeschlossenen dritten Versuchsteil erfolgte die Analyse des Einflusses von
Probenecid auf den MS-assoziierten Untergang von Oligodendrozyten im Nervus opticus.
Dies geschah ebenfalls mittels Immunfluoreszenzfarbungen von Gefrierschnitten der Nervi
optici der Versuchstiere und der anschlieRenden Analyse bezlglich Infiltrationsprozessen und
Myelinisierung. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Demyelinisierung
und den Entzindungsprozessen zwischen den Nervi optici der verschiedenen
Versuchsgruppen. Einzig konnte in den Probenecid-behandelten Tieren eine vermehrte
Expression von Connexin4d7 beobachtet werden. Da Connexind7  wichtige
immunmodulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden, koénnte man, trotz nicht
signifikanter Unterschiede in Demyelinisierung und entzindlicher Infiltration, Probenecid einen
protektiven Effekt zuschreiben.

Auch wenn im Nervus opticus nicht alle der im Rickenmark beobachteten Effekte auftraten,
ist festzuhalten, dass besonders die Probenecid-assoziierte Hochregulation von Connexin47

als positiv betrachtet werden sollte.
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1. Summary

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory disease of the brain and spinal cord that causes
damage to myelin and axons through local infiltration. To date, there is no causative therapy.
Therapeutic agents used symptomatically and palliatively often have a variety of side effects.
For decades, various animal models of multiple sclerosis have been used to understand the
complex pathophysiology and to develop new therapies. In the present work, the experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) model was used.

In the past, inhibition of pannexin 1 by probenecid was shown to have a significant effect on
the course of experimental autoimmune encephalomyelitis. Prophylactic administration of
probenecid prevented the onset of symptoms of experimental autoimmune encephalomyelitis.
With therapeutic administration, stabilization of clinical symptoms occurred.

Since the optic nerve is affected in 85% of patients within the first episode of the disease, the
present study focused on pathologies in the optic nerve. In a first part of the study, it was
analyzed whether the pathology in the optic nerve can also be visualized ultrastructurally in
the early phase of experimental autoimmune encephalomyelitis. For this purpose, ultrathin
sections of EAE and Sham animals were analyzed comparatively by electron microscopy. The
EAE animals were euthanized when a clinical score of 1.5 was reached (i.e. in the early phase
of the disease). Compared to the Sham animals, there was a significant difference in the
diameter of the axons and, thus, also of the number of axons visualized per image section.
This can be explained by the formation of cell oedema with consecutive swelling and
circumferential enlargement before the onset of demyelination.

In a second part of the experiment, the analysis of inflammatory markers and the quantification
of demyelination were used to investigate whether the induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis also leads to inflammatory processes with accompanying demyelination of
optic nerves. This was done by histology and immunofluorescence staining of frozen sections
of the optic nerves and the subsequent analysis with regard to infiltration processes and
myelination.

In summary, the pathology in the optic nerve can also be seen in experimental autoimmune
encephalomyelitis. Significant inflammatory processes and demyelination were observed in
the optic nerves of the EAE animals compared to the control group.

In a third part of the experiment, the influence of probenecid on the experimental autoimmune
encephalomyelitis-associated destruction of oligodendrocytes in the optic nerve was analyzed.
This was also done by immunofluorescence staining of frozen sections of the optic nerves and
subsequent analysis with regard to infiltration processes and myelination. There were no
significant differences in demyelination and inflammatory processes between the optic nerves
of the different experimental groups. Only an increased expression of connexin4d7 was

observed in the probenecid-treated animals. Since connexin47 is thought to have important
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immunomodulatory properties, a protective effect could be attributed to probenecid, despite
non-significant differences in deymelination and inflammatory infiltration.

Even if not all of the effects observed in the spinal cord occurred in the optic nerve, the
probenecid-associated upregulation of connexin47 in particular might be regarded as

beneficial.
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2. Einleitung

2.1. Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzindliche Erkrankung des Gehirns und des
Rickenmarks, die durch lokale lymphatische Infiltration zu Schaden an Myelin und Axonen
fuhrt (COMPSTON, COLES, 2008).

Die Lebenszeitpravalenz liegt bei 2-150 / 100.000 in Abhangigkeit der betrachteten Region
und ist am hochsten in Europa, Stidkanada und den nérdlichen USA. Im Allgemeinen sind
Frauen circa doppelt so haufig betroffen wie Manner. Die héchste Pravalenz findet sich
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, mit einem Maximum in der dritten Dekade (MAKRIS et
al., 2014). Stand 2017 waren weltweit circa 2,3 Millionen Menschen an MS erkrankt (DOSHI,
CHATAWAY, 2017).

Das erste Anzeichen einer Demyelinisierung im ZNS wird als klinisch isoliertes Syndrom
(Clinically Isolated Syndrome, CIS) bezeichnet. Dabei kommt es zu mindestens 24 Stunden
andauernden neurologischen Ausfallerscheinungen, die abhangig vom Schadigungsort im
Gehirn sind. In 85% der Falle sind dabei der Nervus opticus (N. opticus), der Hirnstamm oder
das Ruckenmark betroffen. Als durch diese Schadigungsorte erklarbare und typische
Symptome gelten subakuter unilateraler Visusverlust, bilaterale internukleare
Ophthalmoplegie, subakute Rickenmarkssymptome, Fatique, Hitzeempfindlichkeit,
sensorische Missempfindungen am Rumpf und den Gliedmalen, Balanceprobleme, Vertigo,
kognitive Ausfalle und Ataxie (NAZISH et al., 2018). Viele Patient/-innen mit CIS zeigen in der
Magnetresonanztomographie (MRT) bereits multifokale Lasionen; vor allem das Neuauftreten
von Lasionen nach der initialen MRT wird als Risikofaktor fiir den Ubergang in eine MS
gewertet.

Nach einem akuten Anfall kommt es typischerweise zu einer Phase vollkommener oder
teilweiser Remission (KARUSSIS, 2014). Im Laufe der Zeit kommt es bei 85% der Patient/-
innen zur Ausbildung einer Relapsing Remitting MS (RRMS), bei der sich Schibe mit Phasen
der Remission abwechseln. Diese Form geht in 80% der Falle im Laufe von 12-19 Jahren in
eine sekundar progrediente Form Uber (SPMS). Dabei kommt es nicht mehr zur Riickbildung
der Symptome nach einem Schub, sondern zur kontinuierlichen Verschlechterung der
Symptomatik und zu einer kumulativen Beeintrachtigung der Patient/-innen
(MANOUCHEHRINIA, CONSTANTINESCU, 2012). Hierbei kann eine fruhzeitige
Diagnosestellung und eine adaquate Therapie den Ubergang von der RRMS in die SPMS
teilweise verzégern (NAZISH et al., 2018). Die RRMS ist die am haufigsten auftretende Form
der MS.
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Davon unterschieden werden muss die primar progressive Form (PPMS), bei der es ohne
Phasen der Remission nach dem ersten Anfall zur progressiven Verschlechterung der
Symptome kommt (MAKRIS et al., 2014).

Die genaue Atiologie der Erkrankung ist bisher nur teilweise geklart. Bekannt ist, dass
Umweltfaktoren und genetische Pradisposition eine Rolle spielen. Es zeigt sich eine deutliche
Korrelation zwischen Erkrankungshaufigkeit und Breitengrad, besonders betroffen ist hierbei
die kaukasische Population. Weitere Risikofaktoren sind Zigarettenrauchen und Infektion mit
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) als junger Erwachsener, verminderte UV-Exposition und
verminderte Vitamin D-Konzentration im Blut (COMPSTON, COLES, 2008).

Auf genetischer Ebene finden sich Mutationen in immunologisch relevanten Genen; diese
fihren zu Veranderungen in den Haupt-Histokompatibilitadts-Komplexen der Mikroglia (Major
Histocompatibility Complex; MHC). Es kommt zu Schaden in der Blut-Hirn-Schranke (BBB,
Blood Brain Barrier) und dem Einwandern autoreaktiver Lymphozyten in das ZNS (GANDHI
et al., 2010). Der nachfolgende Schadigungsmechanismus lasst sich wie folgt erklaren: Durch
Entziindungsprozesse, Demyelinisierung, Remyelinisierung, Erschopfung des Oligodendro-
zytenkontingentes, Astrozytose sowie neuronale und axonale Degeneration bilden sich als
finale Konsequenz Demyelinisierungesherde im Gehirn.

Myelin wird im ZNS von differenzierten Oligodendrozyten gebildet, die jeweils mit 20-40
Axonen in der weillen Substanz in Kontakt treten. Sie formen Myelinscheiden und
ermdglichen, durch die Isolierung der Axone, die saltatorische Erregungsleitung mittels der
Ranvier-Schnurringe (BARRES et al., 1992).

Kommt es zur Ausbildung einer MS, wandern zunachst autoreaktive Lymphozyten tber die
BBB ins ZNS. Die regulatorischen T-Zellen schaffen es nicht, die autoreaktiven Effektorzellen
zu unterdriicken. Diese begehen auf Stimulation durch die regulatorischen T-Zellen hin nicht
adaquat Apoptose, da sie B-Arrestin 1 Uberexprimieren (SHI et al., 2007). Beta-Arrestin 1 ist
ein Protein, das das Uberleben nativer und aktivierter T-Zellen steuert. Durch das Versagen
dieser regulatorischen Kaskaden kommt es zur ausgedehnten Entziindungsreaktion im
Gehirn, welche durch perivaskulare T-Zell-Infiltrate dominiert ist (SHI et al., 2007).

Vermittelt wird die Entzindungsreaktion im ZNS vor allem durch Typ 17 T-Helferzellen (Tu-17)
und Typ 23 T-Helferzellen (Th-23). Tp-17-Zellen sezernieren Interleukin 17 (IL-17), welches
die endothelialen Zellen, die Astrozyten und Perizyten der BBB angreift und das Einwandern
der T-Helferzellen in das ZNS erleichtert (SHI et al., 2007). Die genaue Antigenspezifitat dieser
Immunreaktion ist jedoch ungeklart, da viele autoreaktive Lymphozyten nicht nur bei MS
Patient/-innen, sondern auch in gesunden Individuen zu finden sind (COMPSTON, COLES,
2008)

Die Erholung der Patienten nach einem akuten Schub Iasst sich durch eine dann stattfindende

Remyelinisierung erklaren. Die Remyelinisierung im ZNS ist am ausgepragtesten in Phasen

15



akuter Entzindung, wahrend Phagozyten die Bruchstlicke des alten Myelins entfernen, aber
auch wahrend der progressiven Phase zeigt sich noch stellenweise der Versuch der
Wiederherstellung axonaler Funktion (WILLIAMS et al., 2007). Das adulte ZNS hat einen Pool
von oligodendrozytaren Vorlauferzellen, die als Antwort auf Botenstoffe migrieren kénnen. Sie
umrunden als undifferenzierte Oligodendrozyten die Lasionen und haben so das Potential,
durch ihre Differenzierung unmyelinisierte Axone zu remyelinisieren. Nach mehreren Zyklen
von Demyelinisierung und Remyelinisierung scheint das Kontingent der oligodendrozytaren
Vorlauferzellen jedoch erschopft zu sein (COMPSTON, COLES, 2008; WILLIAMS et al.,
2007). So kommt es nach der durch neuronale Plastizitdt und Remyelinisierung
charakterisierten = Phase zur  Ausbildung der klassischen = Symptome. Die
Erregungsweiterleitung findet dann zwar noch entlang der demyelinisierten Axone im Bereich
der Lasionen statt, ist dabei aber deutlich verlangsamt. Dadurch lasst sich die
charakteristische Verzégerung evozierter Potentiale erklaren, die sich typischerweise bei MS-
Patient/-innen findet (COMPSTON, COLES, 2008). Es kommt jedoch nicht nur zu einer
verlangsamten Reizweiterleitung: Ohne den Schutz der Oligodendrozyten kann es auch zu
spontanen Entladungen der Axone kommen, daraus resultieren Missempfindungen wie
Kribbelgefliihle und Schmerzen sowie Falsch- und Doppelbilder fir die Patient/-innen
(COMPSTON, COLES, 2008).

2.2. Neuritis Nervi optici

Visuelle Einschrankungen sind ein haufiges Frihsymptom der MS. 20-30% der Patient/-innen
prasentieren sich bei Erstmanifestation mit einer Neuritis Nervi Optici (NNO). Mindestens 70%
der MS Patient/-innen entwickeln im Verlauf visuelle Einschrankungen (MANOGARAN et al.,
2018).

Zum genauen Verstandnis der Vorgange im N. opticus sollte man zunachst die embryonale
Entwicklung des optischen Systems betrachten.

Die Entwicklung des visuellen Systems beginnt im humanen Embryo in der dritten
Gestationswoche und dauert bis zur zehnten Gestationswoche. Das Augengewebe ist
mesodermalen und ektodermalen Ursprungs; der N. opticus entwickelt sich aus Neuroepithel
des Diencephalons und die Augenentwicklung beginnt mit der Ausstllpung des
Augenblaschens (LUDWIG, CZYZ, 2019). Da sich der N. opticus und das Auge aus
zerebralem Gewebe entwickeln, ist eine Besonderheit des N. opticus seine Zugehorigkeit zum
ZNS (LUDWIG, CZYZ, 2019).

Die eigentliche Entwicklung des N. opticus kann in drei Phasen gegliedert werden. In der
ersten Phase findet die Bestimmung des Gebietes statt, in dem sich der Ursprung des N.
opticus findet. In der zweiten Phase kommt es zum Wachstum von Axonen der retinalen

Ganglienzellen (RGZ) aus der Retina in Richtung des Chiasma opticum und in der dritten
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Phase migrieren und differenzieren optische Gliazellen, genauer Oligodendrozyten,
Astrozyten und Mikroglia, aus der dienzephalen Region und es kommt zur Myelinisierung der
Axone (COLELLO et al., 1995).

Die erste Phase beginnt frih in der neuronalen Entwicklung, wobei es zu bilateralen
Ausstilpungen aus der anterioren Seite des Neuralrohrs kommt. Die ventrale Seite des
optischen Blaschens formt ein Kontinuum mit dem optischen Stiel und stilpt sich aus, um
gemeinsam einen Kanal zu bilden, der als optische Fissur bezeichnet wird (HERRERA et al.,
2019). Diese Fissur fusioniert mit dem Augenbecher, und die Kontaktstelle zwischen optischer
Fissur und Augenbecher bildet die Papilla nervi optici. Hier befindet sich die Austrittsstelle der
RGZ-Axone aus der Retina. Der Austritt und die Richtung des axonalen Wachstums werden
durch das Protein Sonic Hedgehog (Shh) ausgeldst und geleitet (TAKE-UCHI et al., 2003).

In der zweiten Phase kommt es durch den Eintritt erster RGZ-Axone zur Entwicklung des
optischen Stils zum N. opticus. Dieser Prozess beginnt in der dorsozentralen Zone der
spateren Retina, nahe der Papille, und setzt sich nach und nach in die Peripherie fort
(HERRERA et al., 2019). Je nach Position der RGZ muss das Axon eine mehr oder weniger
lange Strecke zurlicklegen, bis es die Papille erreicht hat und in den N. opticus austreten kann.
An der Papille erfolgen der Austritt und ein Abknicken im Winkel von 45°, um die Richtung des
N. opticus einzuschlagen (HERRERA et al., 2019; LIN et al., 1996).

Durch den Eintritt von mehr und mehr Axonen kommt es zum Langenwachstum des optischen
Stiels. Dabei ist der Stiel in zwei Zonen gegliedert, eine periphere aktinhaltige Zone und eine
zentrale Region, welche die wachsenden Axone enthalt. Depolymerisierung und
Repolymerisierung der peripheren Aktinanteile bestimmen das Fortschreiten des axonalen
Wachstums (HERRERA et al., 2019).

In der dritten Phase werden die Axone durch die fur den N. opticus typischen Gliazellen
erganzt. Es kommt zur Einwanderung von Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikroglia.
Diverse Wechselwirkungen zwischen Axonen, Astrozyten und Zellen oligodendrozytarer
Abstammung sorgen fiir die Spezifizierung der jeweiligen Population jeder Gliazelle und die
prazise Myelinisierung des N. opticus durch Oligodendrozyten.

Oligodendrozytare Vorlauferzellen entstammen der ventrikularen Zone im Diencephalon auf
der Hohe des zukunftigen Chiasmas. Ihre Migration wird getriggert durch Signale, die von den
RGZ freigesetzt werden, auch Shh zieht die oligodendrozytaren Vorlauferzellen an. Wenn die
oligodendrozytaren Vorlauferzellen am Ende des N. opticus im augenahen Anteil
angekommen sind, kommt es zum Stopp der Migration. Oligodendrozyten treten nie in die
Retina ein, es erfolgt also keine Myelinisierung des retinales Anteils der RGZ-Axone
(FFRENCH-CONSTANT et al., 1988; GAO et al., 2006).

Visuelle Einschrankungen sind typisch fur Patient/-innen mit MS (SANCHEZ-DALMAU et al.,

2018). Als NNO wird eine Entziindung des N. opticus mit einhergehender Demyelinisierung
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beschrieben, welche haufig als eines der ersten klinischen Symptome einer MS zu beobachten
ist (COMPSTON, COLES, 2008). Die Entziindungsprozesse im N. opticus gehen einher mit
Nervenschadigung und auf lange Sicht einem Visusverlust. Eine wichtige Komponente bei der
Entstehung der Entziindung im N. opticus sind Lymphozyten, die Liquor, Hirngewebe,
Rickenmark und den N. opticus infiltrieren (SOARES et al., 2013; TELESHOVA et al., 2002).
Es hat sich gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der Starke der Infiltration durch CD4-
und CD8-positive T-Helferzellen und dem Ausmaly der Demyelinisierung und der dadurch
bedingten axonalen Schadigung besteht. Weitere Schadigungsmechanismen sind z.B.
Mitochondrien-assoziierter oxidativer Stress, intraaxonale Natriumanreicherung, BBB-
Veranderungen und Fehlfunktion der Apoptose-Signal-regulierenden Kinase 1 (ASR1)
(SOARES et al., 2013). Letztere ist beteiligt an der Rekrutierung von Mikroglia und kann
dadurch indirekt Einfluss nehmen auf den Prozess der Demyelinisierung (SOARES et al.,
2013).

Ebenfalls besteht ein Zusammenhang zwischen der Schwere der Beteiligung des visuellen
Systems und einer deutlich globaleren Auspragung der zerebralen Pathologie der MS.
Dadurch wird das visuelle System zu einem interessanten Forschungsobjekt, um die genauen
Mechanismen der Demyelinisierung und Zellschadigung besser zu verstehen (SOARES et al.,
2013). In Folge einer MS-getriggerten Episode einer NNO, kann es bei einigen Patienten zu
strukturellen retinalen Schaden kommen (SOARES et al., 2013). Diese Schaden gehen einher
mit einer verminderten Dicke der peripapillaren retinalen Nervenfaserschicht und einer
verminderten Dicke der makularen Ganglienzellschicht (SOARES et al., 2013).

2.3. Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis

Da die genaue Pathogenese der MS bislang nicht im Detail geklart ist, werden verschiedene
Tiermodelle genutzt, um die Pathogenese zu analysieren und Therapieoptionen zu etablieren.
Es handelt sich bei der MS um eine rein humane Erkrankung, daher ist es keinem Tiermodell
maoglich, alle klinischen, pathologischen und genetischen Komponenten in ihrer Gesamtheit
abzubilden (DENIC et al., 2011). Es gibt jedoch die Mdglichkeit, verschiedene Aspekte der
Pathogenese und der Klinik der MS mit Hilfe der einzelnen Modelle abzubilden (VAN DER
STAR et al., 2012).

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist charakterisiert durch
Entzindung, Schadigung des Myelins und Neurodegeneration. Klassisch wird sie heute in
Nagern induziert, wurde jedoch erstmals in den 1880ern als Impfreaktion durch Louis Pasteur
entdeckt. Er verimpfte mit ZNS-Proteinen verunreinigten Impfstoff, woraufhin es bei manchen
Patienten zu Lahmungserscheinungen kam. In den Gehirnen der Betroffenen fanden sich
Entzindungsprozesse und Demyelinisierung (BAXTER, 2007). Diese Entdeckung machte

sich wenige Jahre spater Thomas Rivers zunutze und verabreichte Rhesusaffen und
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Kaninchen wiederholte Impfungen mit ZNS-Antigenen, um in ihnen die gleichen
Lahmungserscheinungen zu induzieren und diese genauer zu erforschen (VAN DER STAR et
al., 2012). Rivers Induktionsprotokoll erforderte viele repetitive Injektionen mit ZNS-Antigenen.
Kabat entdeckte spater jedoch, dass die Erkrankung bereits mit einer einzigen Injektion zu
induzieren ist, wenn man dem ZNS-Antigen ein Adjuvans, wie zum Beispiel Freunds Adjuvans,
hinzufugt (VAN DER STAR et al., 2012). Ein weiterer Vorteil dieses Protokolls ist, dass die
Erkrankung bereits nach wenigen Wochen und nicht erst nach Monaten ausbricht (KIPP et al.,
2012).

Neben der EAE sind die am haufigsten genutzten Modelle ein toxisches Modell, bei dem den
Versuchstieren eine Diat mit dem Kupfer-Chelator Cuprizon (CPZ) gefuttert wird, sowie das
Theiler's-Murine-Encephalyomyelitis-Model (TMEM). Beim TMEM verursachen Viren direkt
oder indirekt Schaden am Myelin. Das CPZ-Modell ist besonders geeignet, um Therapien zu
erforschen, die sich mit der Remyelinisierung befassen. Zu beachten ist hierbei, dass es im
CPZ-Modell zu frihen und schweren Schaden an den Oligodendrozyten kommt, die
Schadigung jedoch nicht primar inflammatorisch vermittelt ist (VAN DER STAR et al., 2012).
Dadurch gelingt die Differenzierung zwischen immunmodulierten und intrinsisch durch das
ZNS vermittelten Schadigungsprozessen (VAN DER STAR et al., 2012).

Im TMEM kommt es durch Infizierung der Oligodendrozyten mit den entsprechenden Viren zu
direkten oder indirekten Schaden am Myelin. Auch in diesem Modell spielen inflammatorische
Prozesse nur eine untergeordnete Rolle (VAN DER STAR et al., 2012).

Die EAE wird in den Versuchstieren durch Injektion eines Myelin-Antigens induziert, welches
in einem Adjuvans geldst ist, um die Immunreaktion des Tiers zu verstarken. Die klinischen
und pathologischen Merkmale, die sich so in den Versuchstieren darstellen lassen, sind
abhangig vom genutzten Antigen und dem Adjuvans, genauso wie von der Spezies, dem
Stamm, dem Alter und dem Geschlecht des Versuchstieres. Als Adjuvans werden
typischerweise Bestandteile getdteter Mykobakterien genutzt, die eine T-Zellantwort mit
Antikérperproduktion in den Tieren initiieren (LIBBEY, FUJINAMI, 2011). In der Vergangenheit
wurde als ZNS-Antigen am haufigsten Myelin-Basisches-Protein (MBP) gewahlt, heute nutzt
man klassischerweise Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) in Kombination mit dem
Adjuvans, sowie Pertussis Toxin (PTX) zur Verstarkung der Immunantwort.

Erste Symptome der Tiere sind meist Gewichtsverlust und Rickgang der Aktivitat. In vielen
Tieren zeigt sich ein monophasischer Verlauf der Erkrankung, die Symptomauspragung
schreitet von Schwanzspitzenparesen bis hin zu kompletten Paralysen fort. Im Anschluss kann
es zur Remission der Symptomatik und der Erholung der Tiere kommen (VAN DER STAR et
al., 2012). Modelle, in denen es zur Remission der Symptomatik kommt, sind geeigneter, um
Forschung auf dem Gebiet der RRMS durchzufiihren. Es gibt auch Modelle, in denen es nach

Phasen der Remission zur Akkumulation der Symptomatik kommt, diese Modelle sollten zur
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Forschung im Bereich der SPMS genutzt werden (HAMPTON et al., 2008; VAN DER STAR et
al., 2012) .

Die am haufigsten zur Induktion der EAE genutzten Versuchstiere sind Mause, die EAE wird
aber auch in Ratten und anderen Nagerspezies induziert. Nach der Induktion kommt es bei
den Tieren zu Mikrogliaaktivierung, perivaskularen Infiltraten mit T- und B-Zellen und zu
Schaden am Myelin (VAN DER STAR et al., 2012).

T-Zellen, im Speziellen Ty1-CD4+-Zellen, sind schon lange bekannt dafiir an der Pathogenese
der EAE beteiligt zu sein. Die Erschépfung des Ty1-CD4+-Zellpools, oder Therapien, die die
Interaktion mit MHC Il Molekilen blockieren, sind bekannt dafir, die Induktion der EAE zu
inhibieren und klinische Erscheinungen zu minimieren. In entzidndlichen Lasionen ist eine
deutliche Dominanz von CD8+-T-Zellen zu erkennen. Eine EAE kann jedoch nicht alleine
durch den Transfer von B-Zellen induziert werden, so dass die genaue Rolle der B-Zellen in
der Pathogenese der EAE noch geklart werden muss (KIPP et al., 2012). Gleiches gilt fur die
Induktion von Schaden an Myelin und Neuronen durch die Antikorper. Klar ist jedoch, dass
Autoimmunitat eine Voraussetzung fur die akute neuronale MS-Erkrankung ist (KIPP et al.,
2012).

2.4. Oligodendrozyten

Oligodendrozyten gehdren neben Astrozyten und Mikroglia zu den glialen Zellen des ZNS. Sie
dienen der Myelinisierung der Axone im ZNS (KIRCHHOFF, KETTENMANN, 1992) und
entstehen durch die Differenzierung sogenannter oligodendrozytarer Vorlauferzellen (DAVIS,
TEMPLE, 1994).

In der embryonalen Entwicklung entstehen oligodendrozytare Vorlauferzellen in der zwischen
Striatum und Seitenventrikeln gelegenen ventrikuldren Zone (VZ) (WARF et al., 1991). Es
kommt zur Proliferation und Migration der oligodendrozytaren Vorlauferzellen in die sich
entwickelnde graue und weilRe Substanz. Bei Erreichen des Zielortes erfolgt die
Differenzierung der oligodendrozytaren Vorlauferzellen zu adulten Oligodendrozyten (DAVIS,
TEMPLE, 1994). Oligodendrozytare Vorlauferzellen zeigen eine uniforme Verteilung auch im
adulten ZNS und bilden einen Pol adulter Vorlauferzellen, die bei Bedarf zu Oligodendrozyten
differenzieren kdnnen (BANDEIRA et al., 2009). Dadurch unterscheiden sie sich von anderen
Vorlauferzellen, die in der Regel im adulten ZNS nicht mehr zu finden sind (KUHN et al., 2019).
Im embryonalen Gehirn und Rickenmark (RM) teilen sich in der ventrikuldren germinalen
Zone gliale Stammzellen, dabei bleibt eine Tochterzelle in Kontakt mit der VZ und die zweite
Tochterzelle wird zur oligodendrozytaren Vorlauferzelle. Im Anschluss kommt es zur
Proliferation und Migration der oligodendrozytaren Vorlauferzelle, bis sich nach wenigen
Tagen eine uniforme Verteilung der oligodendrozytaren Vorlauferzellen im gesamten ZNS und
RM eingestellt hat (PRINGLE, RICHARDSON, 1993). Man unterscheidet zwischen einer
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ersten und einer zweiten Welle der oligodendrozytaren Vorlauferzellen Produktion; die erste
Welle stammt aus dem ventralen Anteil der VZ, die zweite Welle wird etwas spater gebildet
und stammt aus dem dorsalen Anteil der VZ (BERGLES, RICHARDSON, 2015). Im adulten
RM werden 20% der Oligodendrozyten aus dorsal gebildeten oligodendrozytaren Vorlaufer-
zellen bereitgestellt und 80% aus ventral gebildeten oligodendrozytéaren Vorlauferzellen
(TRIPATHI et al., 2011).

Die Migration von oligodendrozytaren Vorlauferzellen findet im sich entwickelnden ZNS
entlang von Blutgefé3en statt. Die oligodendrozytaren Vorlauferzellen verbinden sich mit der
endothelialen Oberflache sich formender Blutgefale und wandern entlang dieser Gefalke
(TSAI et al.,, 2016). Die Migration vom Bildungsort zu den jeweiligen Zielorten ist nicht
untypisch fur Zellen des ZNS. Nahezu alle Zellen glialen Ursprungs neigen in der Entwicklung
des ZNS Migration (TSAI et al., 2016). Neuroblasten zeigen eine radiale und tangentiale
Migration und folgen dabei radialen glialen Fasern, kortikofugalen Fasern oder Bergmann Gilia.
Astrozyten zeigen nur eine radiale Migration, wandern also entlang radialer glialer Fasern, es
kommt nicht zur sekundaren tangentialen Migration (LOIS, ALVAREZ-BUYLLA, 1994;
NADARAJAH et al., 2001; O'ROURKE et al., 1992). Oligodendrozytare Vorlauferzellen
migrieren Uber eine groflere Distanz als andere gliale Zellen und missen im Rahmen ihrer
Migration weite Strecken durch kompakte Gewebe zuriicklegen. Durch Interaktion mit ihrem
Ziel stoppt die Migration. Diese Funktion bleibt auch in adulten oligodendrozytaren
Vorlauferzellen erhalten und ist bei Prozessen der Remyelinisierung von Bedeutung (TSAI et
al., 2016). Die Motilitat der oligodendrozytaren Vorlauferzellen wird reguliert durch intrinsische
Prozesse, Polaritat und extrazellulare Signale. In Rahmen der embryonalen Entwicklung des
ZNS ist das Gefal3system bereits etabliert, bis erste oligodendrozytare Vorlauferzellen gebildet
werden. Die oligodendrozytaren Vorlauferzellen treten mit ihrem Zellkérper in Kontakt mit dem
Endothel der Gefalte und wandern entlang der Blutgefale in andere Regionen des ZNS. Bei
der Migration entlang der Gefalie lassen sich zwei Verhaltensweisen beobachten. Entweder
kommt es zur gebundenen Fortbewegung entlang des Gefalies, dabei bleibt der Zellkbrper
konstant in Kontakt mit dem Endothel des GefalRes, oder es kommt zur deutlich schnelleren
ungebundenen Fortbewegung entlang der Gefale. Dabei wird durch einen Auslaufer der
oligodendrozytaren Vorlauferzelle mit einem anderen Gefall Kontakt aufgenommen, im
Anschluss erfolgt die Translokation des Zellkérpers auf das neue Gefaly (TSAl et al., 2016). In
Versuchstieren, in denen sich eine Stérung der Vaskularisierung des ZNS erkennen lasst,
zeigte sich eine Akkumulation von oligodendrozytaren Vorlauferzellen in der subventrikularen
Zone und einer 70% geringeren durch oligodendrozytare Vorlauferzellen eingenommenen
Flache im ZNS (TSAI et al., 2016).

Oligodendrozytare Vorlauferzellen und reife Oligodendrozyten kénnen durch den Nachweis

charakteristischer ,Marker“-Proteine unterschieden werden. Oligodendrozytare Vorlaufer-
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zellen exprimieren DM-20 mRNA, der beste Marker zur Identifikation ist jedoch die Expression
des Platelet-derived growth factor (PDGF) o-Rezeptors. Die Bindung von PDGF AA
(Wachstumsfaktor aus Thrombozyten) an den Rezeptor PDGFR o wurde als potentester
Uberlebensfaktor fir oligodendrozytare Vorlauferzellen identifiziert (TIMSIT et al., 1995). Reife
Oligodendrozyten sind charakterisiert durch die Expression von Myelinproteinen in
Kombination mit der Expression weiterer Zellreihen-spezifischer Marker. Charakteristische
Myelinproteine der Oligodendrozyten sind das MBP, das Oligodendrozyten spezifische Protein
(OSP) und MOG (BRUNNER et al., 1989; SOMMER, SCHACHNER, 1981; TIMSIT et al.,
1995). Proteinlipid Protein (PLP) ist sowohl in reifen Oligodendrozyten als auch in
oligodendrozytaren Vorlauferzellen vorhanden. Gleiches gilt flr die Expression der Zellreihen-
spezifischen Transkriptionsfaktoren Olig1 und Olig2 (HARLOW et al., 2014; ZHOU et al.,
2000)). Olig2 spielt eine essenzielle Rolle in der Entwicklung neuraler Vorlauferzellen zu
oligodendrozytéaren Vorlauferzellen und kann oligodendrozytéare Vorlauferzellen zur
Remyelinisierung anregen (ROWITCH, 2004; WEGENER et al., 2015). Olig1 spielt ebenfalls
eine Rolle in Prozessen der Remyelinisierung, unterstiitzt aber auch bei der Differenzierung
von oligodendrozytaren Vorlauferzellen zu reifen Oligodendrozyten (DAl et al., 2015; XIN et
al., 2005)). In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf der Analyse der Expression von OSP
und Olig 2.
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2.5. Pannexine/Connexine

Pannexin- und Connexin-Proteine sind sich in ihrer Topologie sehr ahnlich, gehéren jedoch
verschiedenen Proteinfamilien an (BOASSA et al., 2007). Beide enthalten vier trans-
membranare Domanen mit intrazellularem N- und C-Terminus, die durch zwei extrazellulare
und eine intrazellulare Schleife verbunden sind (BECKMANN et al., 2016; BOASSA et al.,
2007).

Connexine Pannexine
CEHﬂOG

COOH

Hexamer Hexamer

SO UL LU LUUUL L UL

Kalium, ATP, Glutamat

Kalium, ATP, Glutamat, andere Molekile <1 KDa
andere Molekile <1 KDa
S UL UL -

andere Molekille <1 KDa Probenecid

Natrium, Kalzium, Wasser,
andere Molekille <1 KDa

Abbildung 1: Struktur, Konformation und Durchldssigkeit der Pannexin- und
Connexin-Kanile

Schematische Darstellung des Aufbaus von Connexinen und Pannexinen. Connexine bilden
Gap junctions und sind mit vier Transmenbrandomanen in der Zellmembran verankert. Sechs
Connexine oligomerisieren sich zu einem Hexamer und bilden einen Transmembrankanal
(Hemikanal) der mit den Connexonen der Nachbarzelle einen interzellularen Gap junction
Kanal bildet. Pannexine sind ebenfalls mit vier Transmembrandomanen in der Zellmembran
verankert, es erfolgt ebenfalls die Oligomerisierung zu einem Transmembrankanal. Abbildung
frei nach Abbildung in (BECKMANN et al., 2019), offen lizenziert nach CC BY 4.0.
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2.5.1 Connexine

Die Familie der Connexine ist weitaus grofier als die der Pannexine. Connexine werden
nahezu ubiquitar im Korper exprimiert, jedoch exprimieren spezifische Zellen auch nur
spezifische Connexine. Im ZNS exprimieren Astrozyten Connexin (Cx) 43, Cx30 und Cx26.
Oligodendrozyten exprimieren Cx47, Cx32 und Cx29 (FANG et al., 2018; NAGY et al., 2004;
ODERMATT et al., 2003). Diese glialen Connexine bilden mehrheitlich Gap Junctions, die den
interzellularen Austausch von lonen und Botenstoffen erlauben. Die Gap Junctions werden
zwischen Astrozyten und Astrozyten, Oligodendrozyten und Astrozyten sowie
Oligodendrozyten und Oligodendrozyten ausgebildet (NAGY, RASH, 2000). Dabei kommt es
nicht immer zu homomerischen Gap Junctions: Vor allem in der Kommunikation zwischen
Astrozyten und Oligodendrozyten werden durch die unterschiedliche Expression von
Connexinen Gap Junctions gebildet, die nicht aus den gleichen Connexinen aufgebaut sind,
sogenannte heteromere Gap Junctions (PAPANEOPHYTOU et al., 2018). Eine besondere
Bedeutung haben die zwischen Astrozyten und Oligodendrozyten gebildeten Gap Junctions,
da die Oligodendrozyten abhangig sind von der Unterstitzung der Astrozyten, um ihren
Nahrstoffverbrauch adaquat zu decken und ihre Homdostase zu erhalten (BASU, SARMA,
2018). Die Gesamtheit der glialen Gap Junctions wird als pan-gliales Synzytium bezeichnet,
dem eine Schllsselrolle im Erhalt der Homdostase im ZNS zugeschrieben wird (FANG et al.,
2018). Der Erhalt der Homoostase im ZNS gelingt durch die Verteilung von berschissigen
Kalium(K*)-lonen und Glutamat, die wahrend neuronaler Aktivitdt gebildet werden. K*
akkumuliert im periaxonalen Raum und wird Uber das astrozytare Gap Junction Netzwerk
umverteilt (BASU, SARMA, 2018; NAGY et al., 2004).

Studien haben gezeigt, dass sich die Expression von Connexinen bei verschiedenen
neurologischen Erkrankungen andert und dadurch einen Einfluss auf die Gewebshomdostase
hat. Dies ist auch in der post mortem-Analyse von MS Lasionen im ZNS zu entdecken. Es
kommt zum Verlust von Cx47, Cx43 und Cx32 in akuten Lasionen, in chronischen Lasionen
findet sich ebenfalls eine verminderte Expression von Cx47 und Cx32, es zeigt sich jedoch
eine Hochregulation von Cx43 (PAPANEOPHYTOU et al., 2019).

2.5.2 Pannexine

Die Pannexinfamilie besteht aus drei Mitgliedern. Pannexin (Panx) 1 kommt ubiquitar im
humanen Koérper vor, Panx2 findet sich vor allem in neuralem Gewebe. Panx3 wird
insbesondere in Knochen, Knorpel und Haut exprimiert, jedoch nicht im Nervensystem
(BRUZZONE et al., 2003). Die einzelnen Pannexine unterscheiden sich in ihrer Struktur durch
die Grofle der C-terminalen Doméane, Panx1 und Panx3 ahneln sich dabei mehr als Panx2
(PENUELA et al., 2007; PENUELA et al., 2013). Pannexine sind in der Zellmembran in Form

von Hexameren organisiert, wobei aktuelle Kryo-Elektronenmikroskopische Analysen fur
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Panx1 und auch Panx2 die Bildung von Heptameren nahelegen (DENG et al., 2020; ZHANG
et al., 2023).

Die Pannexin-Kanale ermdglichen den direkten Austausch von Signalstoffen zwischen intra-
und extrazelluldarem Raum. Sie erlauben u.a. die Passage von Kalium, Calcium und
Adenosintriphosphat (ATP) (BECKMANN et al.,, 2019; BRUZZONE et al, 2003).
Ultrastrukturell konnte in Gefrierbriichen transfizierter Zellen gezeigt werden, dass die Panx1-
Kanale nicht als Plagques zusammengelagert sind und einen gréReren Kanal-
innendurchmesser haben als Connexone (Beckmann et al 2019). Durch ausgepragte
Glykosylierungen an den extrazellularen Loops der Pannexine wird, vermutlich auch sterisch,
die Zusammenlagerung zweier Kanale benachbarter Zellen verhindert (BOASSA et al., 2008).
Pannexine existieren in verschiedenen Konformationen und sind je nach Konformation
sensibel fur andere Stimuli. Aktivierende Stimuli sind niedrige Sauerstofflevel, Scherkrafte und
mechanische Einflisse, aber auch Protein-Protein-Interaktionen und ein Anstieg der Calcium
(Ca?*)-Konzentration (DAHL, 2018).

Mittels Panx1 kommt es zur parakrinen Zellkommunikation, die durch Membrankanéale und der
Freisetzung von Transmittern, wie zum Beispiel ATP, in den Extrazellularraum vermittelt ist.
Die Bindung von ATP an die ATP-sensitiven purinergen Rezeptoren P2Y und P2X resultiert
im Ausstrom von Ca? aus dem Endoplasmatischen Retikulum. Die Freisetzung von Ca®'
bewirkt die Aktivierung weiterer Membrankanale, was zur gesteigerten Freisetzung von ATP
in den Extrazellularraum fuhrt und die Aktivierung von Membrankanalen in Nachbarzellen
bewirkt. Dabei ist zu beachten, dass Panx1 Bestandteil des P2X7-Rezeptorkomplexes ist und
so an der ATP-vermittelten Freisetzung von ATP beteiligt ist (THOMPSON et al., 2008). Des
Weiteren interagiert Panx1 in hippocampalen Pyramidenzellen mit dem NMDA-Rezeptor und
ist beteiligt an der Ca®**-Homdostase, deshalb wird Panx1 eine Rolle in der Intensitat von
epileptischen Anfallen zugeschrieben (THOMPSON et al., 2008). Uber die Freisetzung von
ATP im Verbund mit verschiedenen Rezeptoren ist Panx1 beteiligt an der Regulation von
Vasodilatation und Vasokonstriktion, der Signalweiterleitung aus den Geschmacksneuronen
und an der Aufrechterhaltung der mukozilidren Reinhaltung der Lunge (PENUELA et al.,
2013).

Panx1 ist aber nicht nur an der parakrinen Zellkommunikation beteiligt, sondern vermittelt auch
zellulare Prozesse. Uber die Verbindung mit dem P2X7-Rezeptor initiert Panx1 eine
inflammatorische Reaktion, die Uber die Freisetzung des proinflammatorischen Interleukin-13
vermittelt wird. Als Antwort auf die Stimulation des Rezeptors durch ATP wird das Enzym
Caspase-1 aktiviert (PELEGRIN, SURPRENANT, 2006). Uber ionotrope P2X7-Rezeptoren ist
Panx1 beteiligt an der Weiterleitung von apoptotischen Zellsignalen, es vermittelt die
Freisetzung von Nukleotiden aus apoptotischen Zellen, die der Rekrutierung von aktivierten

Monozyten dienen. In diesem Fall werden die Rezeptoren durch Caspasen aktiviert, die zur
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Offnung des Panx1 Kanals fiihren und die Freisetzung von ATP und Uridintriphosphat (UTP)
ermdglichen. Diese dienen als chemotaktische Signale fur Phagozyten (CHEKENI et al.,
2010). Viele dieser Veranderungen sind auch in der EAE abbildbar (FANG et al., 2018). In der
Vergangenheit wurde gezeigt, dass die Inhibierung des P2X7-Rezeptors und damit assoziiert
die Blockade des Panx1 enthaltenden Komplexes die Entwicklung der EAE verhindern oder
verlangsamen kann (ENDONG et al., 2011). Zudem kann eine Blockade des P2X7-
Rezeptokomplex eine positive Auswirkung auf viele neurodegenerative Erkrankungen haben
(ZHENG et al., 2024). Dadurch entwickeln sich Pannexine zu einem spannenden Gebiet in

der Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze in der MS Therapie.

2.6. Therapeutische Ansatze

Zielpunkte in der Therapie der MS sind primar die Reduktion der Schubhaufigkeit, die
Verklrzung der Schubdauer, die Minimierung der neurologischen Ausfalle und die
Verhinderung der Progression.

Dabei unterscheidet sich die Therapie akuter Schiibe von der Basistherapie: Im akuten Schub
werden hochdosierte Steroide, intravendse Immunglobuline und Plasmapherese eingesetzt.
Unterstlitzend werden die Pharmaka Baclofen zur Verminderung der Spastizitat, Dantrolen
und Oxybutynin zur Verminderung der Inkontinenz, Pregabalin, Gabapentin und
Carbamazepin gegen neuropathischen Schmerz und Propanolol gegen den Tremor gegeben,
und um den Leidensdruck der Patienten im Schub zu vermindern (NAZISH et al., 2018). Die
Basistherapie erfolgt entweder als immunmodulatorische und immunsuppressive Therapie.
Immunmodulatorischen Therapien werden weniger Nebenwirkungen zugeschrieben, viele
Patienten entwickeln jedoch im ersten Therapiejahr Resistenzen gegen die eingesetzten
Wirkstoffe.  Immunsuppressive  Therapien haben einen deutlich aggressiveren
Wirkmechanismus, mehr Nebenwirkungen und sind daher reserviert flr einen besonders
drastischen Verlauf (NAZISH et al., 2018).

Neben der medikamentosen Therapie ist es ein wichtiger Bestandteil des therapeutischen
Regimes, die Patienten durch Physiotherapeuten, Neuropsychologen und Sozialarbeiter zu
unterstiitzen. Besonders zu achten ist hierbei auf die friihzeitige Diagnose einer
moglicherweise vorhandenen Depression, denn MS Patienten haben eine erhohte
Lebenszeitpravalenz fir Depressionen sowie eine deutlich gesteigerte Suizidrate. Dies kann
sich entweder durch zerebrale Entziindungsprozesse oder durch die Unsicherheiten und
Einschrankungen im Lebensstil als Resultat der Erkrankung erklaren lassen (MAKRIS et al.,
2014).

Der erste krankheitsspezifische, immunmodulatorische Ansatz war die Einflhrung von
Interferon beta (INFB) in das Therapieregime. Auf INFf folgten INFB1a, INFB1b und

Glatirameracetat. Diese Wirkstoffe werden seit Gber 30 Jahren als Erstlinientherapie genutzt,
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da sie ein besonders guinstiges Nebenwirkungsspektrum aufweisen (TA, 2018). In den letzten
Jahren wurde die Liste durch einige neue Medikamente erganzt. Unterschieden wird dabei
zwischen oralen und parenteralen Praparaten.

Die erste Zulassung nach INFB und Glatirameracetat erhielt der o4-Integrin-Inhibitor
Natalizumab, ein monoklonaler Antikdrper. Durch die Blockade des Integrins konnte die
Entzindungsreaktion im ZNS erstmals erfolgreich unterdriickt werden (SELEWSKI et al.,
2010). Zu beachten ist jedoch, dass eine schwerwiegende Nebenwirkung die Ausbildung einer
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie ist. Deshalb wurden bestimmte Behandlungs-
kriterien definiert (SABOL et al., 2017).

Ein weiterer Behandlungsansatz ist die Verwendung von Rituximab, einem CD20-Antikérper,
der sich gegen CD20-positive B-Zellen richtet. Anlass fir die Verwendung war die Kenntnis
der Rolle der B-Lymphozyten an der Pathogenese der MS. Es zeigte sich jedoch, dass sich
die gewlinschten Effekte nur in Hinblick auf die Rickfélle der RRMS und Einschrankungs-
verlangsamung bei jungen Patienten bei der PPMS einstellten (TA, 2018). Ein weiterer
Antikorper ist Ocrelizumab, welcher sich ebenfalls gegen CD20 richtet und als intravendse
Infusion verabreicht wird. Zulassungen bestehen fur die Nutzung bei PPMS und RRMS
(SYED, 2018).

Ein weiteres immunmodulierendes Praparat ist Alemtuzumab, ein monoklonaler Antikdrper,
der an CD52-exprimierende Zellen bindet. Da diese Zellen CD52 exprimieren, kommt es zum
Abbau von T- und B-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und Eosinophilen.
Alemtuzumab zeigte eine besonders lange Wirkpersistenz und eignete sich bei einem Grolteil
der Patienten gut als Monotherapie (TA, 2018). Betrachtet man den weiteren Krankheitsverlauf
einer MS, erkennt man, dass Alemtuzumab neuroprotektiv wirkt und im Verlauf die
Remyelinisierung férdert (HAO et al., 2021).

Claridribin kann oral verabreicht werden, ist ein Purin-Nukleosid-Analogon und hat einen
zytotoxischen Effekt, der sich besonders auf Lymphozyten konzentriert. Durch die Induktion
einer T- und B-Lymphozytopenie wirkt es antineoplastisch und immunsuppressiv (CERONIE
et al., 2018).

Fingolimod ist ein Sphingosin-1-Phosphat Analogon. Sphingosin-1-Phosphat reguliert die
Freisetzung von Lymphozyten aus lymphatischem Gewebe. Wenn Fingolimod statt des
Sphingosin-1-Phosphats an den entsprechenden Rezeptor bindet, werden weniger
autoaggressive Lymphozyten freigesetzt. Eventuell kommt es unter Fingolimod zur Induktion
endogener Reparaturmechanismen und dadurch zur Verminderung der Neurodegeneration.
Des Weiteren wirkt Fingolimod gegen glutamaterge Exzitotoxizitat und dadurch neuroprotektiv
(TA, 2018).
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Teriflunomid ist der aktive Metabolit des Leflunomid und beeinflusst die Pyrimidinsynthese,
dadurch indirekt die DNA-Synthese und hat so einen zytostatischen Effekt auf B- und T-
Lymphozyten. Es kommt zur Blockade der inflammatorischen Kaskade (TA, 2018).
Dimethylfumarat hat immunmodulatorische, zytoprotektive Effekte. Es bewirkt die verminderte
Bildung von T-Gedéachtniszellen, Ty1- und Tw17-proinflammatorischen Zellen und fuhrt zur
vermehrten Bildung von Tx2-antiinflammatorischen Zellen. Es schitzt die neuralen
Stammzellen vor oxidativem Stress (BOMPREZZI, 2015; MILLS et al., 2018).
Zusammenfassend ist zu sagen, dass es bisher keine kurativen Ansatze auf dem Gebiet der
MS-Therapie gibt und dass dies wahrscheinlich auch nicht mdglich ist, bis die
Pathomechanismen vollstandig entschlisselt sind.

Anhand der Wirkmechanismen und Ansatzpunkte der bisher genutzten Medikamente ist
erkennbar, dass sich alle bisherig genutzten Therapien auf die Modulation und die Reduktion
des Entziindungsgeschehens konzentrieren. Das Immunsystem und die dadurch vermittelte
Entziindungsreaktion spielen zwar eine essenzielle Rolle in der Pathogenese der MS, jedoch
primar in der initialen Phase. Nachdem die RRMS in die SPMS Ubergegangen ist, sind alle
immunmodulatorischen Therapien nahezu ohne Wirkung, da Immunsystem-vermittelte
Prozesse keine signifikante Rolle mehr in dem weiteren Fortschreiten der Erkrankung spielen.
Es muss also in der Zukunft nach Therapien gesucht werden, die direkt an neuralen Zellen
ansetzen und ein protektives oder regeneratives Umfeld schaffen kénnen, um so das weitere

Voranschreiten der Erkrankung zu verhindern.

2.7. Probenecid

Probenecid (PBN) wird schon seit vielen Jahren erfolgreich in der Gichttherapie eingesetzt.
Hierbei macht man sich zu Nutze, dass durch Probenecid renale Anionentransporter inhibiert
werden und dadurch die Wiederaufnahme der krankheitsverursachenden Harnsaure gehemmt
wird (SILVERMAN et al., 2008). Probenecid wirkt jedoch nicht nur auf die renalen
Anionentransporter, sondern auch auf purinerge Rezeptoren und kann dadurch die
Freisetzung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Erythrozyten oder
Adenosintriphosphat (ATP) aus Gliazellen blockieren (WEI et al., 2021).

Die fur die Pathologie der MS wichtige T-Zellaktivierung wird Uber verschiedene Prozesse
moduliert und initiiert. Ein wichtiger modulierender Faktor ist hierbei die Freisetzung von ATP
(COMPSTON, COLES, 2008). Eingebunden in diesen Prozess sind purinerge Rezeptoren und
Pannexine (HAINZ et al., 2016). Panx1 wurde als ATP-Kanal identifiziert (IGLESIAS et al.,
2008). Durch die Assoziation mit dem purinergen P2X7-Rezeptor resultiert durch eine Panx1-
vermittelte ATP-Ausschuttung die ATP-vermittelte Aktivierung des P2X7-Rezeptors
(IGLESIAS et al., 2008). Panx1-Expression zeigt sich ubiquitar, unter anderem in Neuronen,

Immunzellen, Makrophagen und T-Zellen. Eine vergleichende Studie untersuchte den Effekt
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von PBN auf Panx1 Kanale und auf Connexin-Kanale. Dabei zeigte sich, dass PBN ein
potenter Panx1-Inhibitor ist, aber keinen Einfluss auf die Connexin-Kanale hat (SILVERMAN
et al., 2008).
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Abbildung 2: Verschiedene Aktivierungswege des Inflammasoms

Aktivierung des Inflammasoms durch Aktivierung von P2X7-Rezeptor mittels von Panx1
freigesetztem ATP, Downstream der Inflammasomaktivierung ist die Aktivierung und
Freisetzung von 1I-1B und I-18 durch die aktive Caspase1 (modifiziert nach R&D Systems,
Tools for Cell Biology research, Inflammasome Activation, Signaling Pathways)

PBN inhibiert jedoch nicht nur den Ausstrom von ATP an den Panx1-Kanalen der
Zellmembran, sondern auch die ATP-vermittelte Aktivierung des Inflammasoms, das mit dem
Panx1-Kanal in Verbindung steht. Dadurch wird II-13 nicht durch Caspase-1 in seine aktive
Form umgewandelt und kann so nicht an Entziindungsprozessen teilhaben (PELEGRIN,

SURPRENANT, 2006). Durch verminderte II-1p-Sekretion werden Zelltod und Odembildung
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vermindert. PBN kann also als effektiver Neuroprotektor betrachtet werden, weil Entziindungs-
prozesse in der Zelle durch die verminderte Bildung von aktivem 1I-13 und die verminderte
Aktivitat des Inflammasoms abgeschwacht werden (JIAN et al., 2016).

Appliziert man PBN Tieren, in denen einen EAE induziert wurde, sind durch diese kombinierte
Wirkung Mikroglia-Aktivierung, ATP-Freisetzung, Monozyten-Rekrutierung und T-Zell-
Einwanderung deutlich reduziert, Astrozyten sind lebendig und mehr Oligodendrozyten sind
vorhanden. Dadurch, dass PBN BBB-gangig ist, kann es lokal an den Lasionen wirken und so
eine regenerative Umgebung flr neuronale Zellen schaffen (HAINZ et al., 2017).

Zu beachten ist jedoch, dass PBN nicht nur einen modulierenden Einfluss auf Zellen des
Immunsystems hat, sondern auch Einfluss auf neurale Zellen nehmen kann, da hier ebenfalls
Panx1 exprimiert wird (HAINZ et al., 2018). Zusammenfassend ist zu sagen, dass die duale
Wirkung von PBN auf Immunzellen und Oligodendrozyten zusammenhangt mit einer
Reduktion aktivierter Mikroglia und dadurch einer Reduktion proinflammatorischer Zytokine
(HAINZ et al., 2016). PBN kann eine grofe Bedeutung in der weiteren Forschung an neuen
Therapien fur MS zugeschrieben werden (HAINZ et al., 2017).
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3. Hypothese

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass sich in der Friihphase der EAE
Pathologien im optischen Nerv ultrastrukturell darstellen lassen. Dazu wurden Ultradinn-
schnitte optischer Nerven von EAE und Sham-Tieren elektronenmikroskopisch vergleichend
untersucht. In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob es im Rahmen der Induktion einer
EAE zu Infiltration der Nn. opticii durch Makrophagen und Lymphozyten mit daraus
resultierenden Schaden im Sinne einer Demyelinisierung kommt. In einem zweiten Teil wurde
der Hypothese nachgegangen, dass Probenecid, ein Panx1 Inhibitor einen Einfluss auf den
MS-assoziierten Untergang von Oligodendrozyten im optischen Nerv hat.

In einem Tiermodell der MS, der EAE, konnte in vorangegangenen Versuchen der
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass durch die Inhibierung von Panx1 mittels Probenecid ein
signifikanter Einfluss auf den Verlauf der EAE genommen werden kann. Da Panx1 die
Freisetzung von ATP ermdglicht und mit dem Inflammasom in Verbindung steht, wurde
postuliert, dass Probenecid durch die Inhibierung von Panx1 einen Einfluss auf die
inflammatorische Komponente der EAE nehmen kann. Bei praventiver Gabe von PBN konnte
das Einsetzen der Symptomatik der EAE durch die Gabe von Probenecid verhindert werden.
Bei therapeutischer Gabe erfolgte eine Stabilisation der klinischen Symptomatik. Die
Probenecid-behandelten Tiere wiesen eine geringere Mikrogliaaktivierung und erhdhte Zahlen
an Oligodendrozyten im Ruckenmark auf (HAINZ et al., 2017).

Die vorliegende Arbeit soll der Hypothese nachgehen, dass die Applikation von Probenecid
auch die EAE-Pathologie im N. opticus beeinflusst. Dazu wird ein besonderes Augenmerk
gelegt auf die Analyse der Oligodendrozyten im N. opticus. Dabei ist Hypothese, dass die
Probenecid-Behandlung in einem verminderten Untergang der Oligodendrozyten resultiert.
Mittels Immunfluoreszenz von Gefrierschnitten der Nn. optici von Probenecid-behandelten und

nicht behandelten EAE-Tieren soll die Hypothese analysiert werden.
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4. Material und Methoden

41. Chemikalien

Aceton

Benzdimethylamine
Bleinitrat
DAPI-Fluoromount-G Eindeckmedium

Dodenyl Succinic Anhydride

Eisessig (Essigsaure)

EM bed-812 Einbettmedium

Eosin G
Ethanol

Fresubin Trinknahrung

Flussiger Stickstoff

Hamatoxilin (nach Ehrlich)
HCI

Hooke Kit ™ EK 2110
Immersionsol NF 50cc
Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
Ketavet (100mg/ml)

Kupfer Grid 1.2 Schlitznetze
Luxol-Fast-Blue (LFB)
Magnesiumchlorid (MgCl12)
Nadic Methyl Anhydride
Natriumcacodylat
Natriumchlorid (NaCl)
Normales Ziegenserum (NGS)

Objekttrager

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Southern Biotech, Eching, Deutschland
Science Services GmbH, Mdinchen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Science Services GmbH, Mdinchen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Air  Liquide Deutschland GmbH,
Duisseldorf, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager UKS

Hooke Laboratories, Inc., Lawrence, USA
Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Baxter, Unterschleifsheim, Deutschland
Grussing, Filsum, Deutschland

Zentrales Chemikalienlager UKS

Pfizer, Berlin, Deutschland

Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland
ARCOS Organics, Nidderau, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Scientific, Braunschweig,

Deutschland
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Osmiumtetroxid
Parafilmpapier
Paraformaldehyd

Pioloform

Probenecid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Kuraray Europe GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufenkirchen,

Deutschland

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin;BSA) PAA  Laboratories = GmbH,  Cdlbe,

Rinderalbumin-Lésung
Rompun (2%)

Roti-Histokitt Eindeckmedium
Rotihistol
Standardnagerfutter

Tissue-Tek® O.C.T™ Compound

Triton X-100
Tween 20

Uranylessfertigldsung

Xylol

4.2. Gerate und Materialien

Hera Safe KS

DAKO Pen

Diamantmesser
Fluoreszenzmikroskop Observer Z.1
Gefrierschrank -20°C, Froster-Lab

Gefrierschrank -80°C, HERA freeze

Halogenlampe (HXP 120C)

Isofluran Verdampfer

Kamera (ORCA-D2)
Kryostat Leica CM1950

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

ssniff  Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland

Sakura  Finetek  Europe,  Staufen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Science Services GmbH, Miinchen,
Deutschland

Zentrales Chemikalienlager UKS

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
DAKO, Hamburg, Deutschland

DiAtome, Hartfield, USA

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Phillip  Kirsch  GmbH,  Offenburg,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Schwerte,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Harvard Instruments, Massachusetts,
USA

Visitron Systems, Puchheim

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
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Leica EM UC7 Ultramikrotom
Lichtmikroskop Leica DM2500

Mikroskopkamera Bresser MikroCam |l

Power Supply PeqPower 250

Power Supply PeqPower 300

pH-Meter Seven Easy
Transmissionselektronenmikroskop Technai G?
Streckblattchen

Zentrifuge Biofuge Primo R

Zentrifuge Fresco 17

Zentrifuge: himac CT15RE

Zentrifuge: Megafuge 16R

4.3. Verbrauchsmaterialien

Einbett-Formen Cryomold

Dako Pen

Deckglaser 24x60mm

Diamantmesser Diatome ultra

FluoVac-Filter

Kivetten

Mikrotomklinge

Objekttrager

Rasierklinge
Streckblattchen

Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Bresser GmbH, Rhede, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Mettler Toledo, Zwingenberg, Deutschland
FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA
Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Hitachi, Dusseldorf, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Polysciences, Inc., Eppelheim,
Deutschland
Agilent Technologies, Waldbronn,

Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Science services, Minchen, Deutschland
Harvard Instruments, Massachusetts,
USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Science Services, Munchen, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland
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4.4. Software

AxioVision

Endnote X6.0.1

GraphPad Prism 6

ImageJ

Servier Medical Art

Inkscape

SE64 Rel. 4.8, Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

Thomson Reuters, Frankfurt am Main,
Deutschland

GraphPad Software, Inc., Kalifornien,
USA

Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA

Servier Laboratoires, Suresnes,
Frankreich

Free Software Foundation Inc., Boston,
USA

35



4.5. Losungen

4.5.1. 10x Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Chemikalie Menge
NaCl 100 g
KCI 25g
Na;HPO, * 2H.0O 7,129
KH2PO4 25¢g

in 800 ml Aqua dest. I16sen, pH auf 7,4 einstellen, auf 1 | aufflllen

4.5.2. 0,2% Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumine, BSA)

Chemikalie Menge
Rinderalbumin (BSA), 35% Losung (34,4 | 0,57 ml
g/dL)

1x PBS ad 100 ml

4.5.3. Luxol-Fast-Blue

Chemikalie Menge
LFB-Pulver 0,8g
Ethanol 400 ml
Essigsaure 10% 2ml

4.5.4. Lithium-Carbonat-Losung (1%)

Chemikalie Menge
Lithium-Carbonat (Li>CO3) 29
Aqua dest. ad 200 ml

4.5.5. Sulfitwasser (SO2-H.0)

Chemikalie Menge
Leitungswasser 100 ml
1N Salzsaure (HCI) 5ml

Kaliumpyrosulfit (K2S20s), 10%-L6sung in | 5 ml
H20




4.5.6. Normales Ziegenserum 10% (Normal Goat Serum, NGS)

Chemikalie Menge
Normales Ziegenserum (NGS) 10 ml
0,1 % Triton X100 100 pl
1 x PBS ad 100 ml

4.5.7. Serensens Phosphatpuffer
Chemikalie Menge
NaH:PO. 3,6 g
Na;HPO4*H.0 21,36 g
Aqua bidest. ad 1l

pH soll 7,4 sein

4.5.8. Probenecid-Injektionslosung
Chemikalie Menge
Probenecid 375 mg
1 M NaOH Ldésung 1450 pl
1 M Tris-HCL Lésung, pH 4,0 1550 pl
NaCl 0,9% 11 ml

Verdunnte Salzsaure (HCL, 5%)

pH soll zwischen 7,3 und 7,4 liegen, dazu Probenecid abwiegen und in 1M NaOH in Lésung
bringen, anschliefend mit Tris-HCI abpuffern, 11ml 0,9% NaCl dazugeben, pH-Wert mit 5%

HCI zwischen 7,3 und 7,4 einstellen, mit 0,9% NaCl auf Endvolumen (15mL) aufflllen

4.5.9. Solvent-Injektionslésung

Chemikalie Menge
1 M NaOH-Lésung 450 pl
1 M Tris-HCL-L6sung, pH 4,0 2550 ul
NaCl 0,9% 12 ml

pH soll zwischen 7,3 und 7,4 liegen
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4.6. Tierexperimentelle Arbeiten
4.6.1. Versuchstierhaltung

Die Versuche wurden an C57BL/6J Mausen durchgefiihrt. Die Tiere wurden wahrend des
Versuchs in der Versuchstierhaltung des Instituts flir medizinische Mikrobiologie und Hygiene
der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes gehalten, nachdem sie im Alter von
10-12 Wochen von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Das Landesamt
fur Verbraucherschutz des Saarlandes hatte die Haltung der Tiere und den Tierversuch
(Tierversuchsnummern: 05/2013, 24/2018) genehmigt.

Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen. Ein Lichtprogramm
imitierte einen 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus in dem Haltungsraum. Standardfutter und

Trinkwasser stand den Mausen ad libitum zur Verfliigung.

4.6.2. Induktion der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)

Zur Induktion der EAE wurden 12 Wochen alte weibliche C57BL/6 Mause mit dem Kit EK-2110
(Hooke, Massachusetts USA) nach Anweisungen des Herstellers immunisiert. Die Induktion
der EAE erfolgte nach einer mindestens siebentagigen Akklimatisierungszeit in der Tierhaltung
und die Injektionen erfolgten unter Isofluran-Narkose (2% Isofluran in reinem Sauerstoff als
Tragergas). Zur Immunisierung wurden insgesamt 200ul MOG-Emulsion (MOG Peptid
Aminosaure 35-55 und Freund’s Adjuvans) subcutan injiziert, dabei wurden je 100yl in den
oberen und unteren Riicken appliziert. Vier Stunden sowie weitere 24 Stunden spater wurden
je 200ul Pertussis Toxin Loésung (250 ng PTX in 200 pl NaCl) i.p. injiziert, um die Immunantwort
weiter zu verstarken. Im Anschluss wurden die Tiere mindestens einmal taglich auf ihr
Allgemeinbefinden und auf Anzeichen flr klinische Symptome, die als sogenannte Score-
Werte angegeben werden, untersucht (s. Kapitel 4.6.4). Die Tiere wurden taglich gewogen.
Bei Erreichen von Score 1,5 (s.u.) wurden die Kafige mit neurologischen Matten,
Wasserkissen und Trinknahrung ausgestattet. Als vorzeitige Abbruchkriterien wurden a) eine
beginnende Vorderbeinparese bzw. eine schwere Ataxie entsprechend Score 3,5 oder b) ein
Gewichtsverlust > 20% definiert.

Wenn eine einseitige Parese der Hinterbeine, also Score 2, bei den Tieren eingetreten war,
wurden die Mause in vier randomisierte Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe erhielt keine
Behandlung (EAE-Gruppe; n=3). Die zweite Gruppe erhielt fir die Dauer von 20 Tagen taglich
eine i.p. Injektion mit PBN-LOsung (250mg/kg Korpergewicht in NaCl; siehe 4.5.8) (PBN-
Gruppe; n=3). Die dritte Gruppe erhielt eine i.p. Injektion des Losungsmittels (Solvent-Gruppe;
n=3). Die vierte Versuchsgruppe wurde bereits bei Erreichen von Score 2 euthanasiert (Score
2-Gruppe; n=3), damit ein Vergleich mit der Ausgangssituation der anderen Mause maglich

war. Die flnfte Gruppe bestand aus Mausen gleichen Alters und gleichen Geschlechtes, bei
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denen keine EAE induziert wurde (Kontroll-Gruppe; n=5). Nach 20 Tagen oder bei Erreichen
der vordefinierten Abbruchkriterien (s.o.; Erreichen von Score 3,5, Gewichtsverlust >20%)
wurden die Mause euthanasiert (siehe 4.6.5); danach wurden die Nn. optici entnommen und

analysiert.

4.6.3. Score Einteilung

Die klinische Auspragung der Symptome wurde taglich kontrolliert und entsprechend der

folgenden Kriterien sogenannten Scores (MANGALAM et al., 2017) zugeteilt:

Score Symptome

0 keine sichtbaren Symptome

0,5 Parese der Schwanzspitze

1 Parese des gesamten Schwanzes

1,5 Parese des gesamten Schwanzes und leichte Schwache der Hinterbeine

2 einseitige schwere Hinterbeinparese

25 beidseitige schwere Hinterbeinparese

3 beidseitige komplette Hinterbeinparalyse

3,5 beidseitige komplette Hinterbeinparalyse und Schwache des Vorderbeins, oder
schwere Ataxie mit Unvermoégen zu laufen

4 Lahmung aller 4 Extremitaten

5 Tod der Tiere

Tabelle 1: Score-Einteilung

Abbildung 3: Maus mit beidseitiger kompletter Hinterbeinparalyse

Dargestellt ist eine Maus mit beidseitiger kompletter Hinterbeinparalyse entsprechend einem
Score 3. Charakteristisch ist die durchhangende Wirbelsdule im Lumbalbereich (siehe Pfeil).

4.6.4. Organentnahme

Vor der Organentnahme erfolgte die Narkotisierung der Tiere mit einer intraperitonealen
Ketavet/Rompun-Injektion (100 mg Ketaminhydrochlorid pro kg Kérpergewicht und 10 mg
Xylazin pro kg Kérpergewicht). Erfolgte keine Reaktion mehr auf die Reflexprufung, wurden
die Tiere getotet und mit der Organentnahme begonnen. Die entnommenen Nn. optici wurden
in OCT Tissue Tek Freezing Medium eingebettet und sofort in der Gasphase fllissigen

Stickstoffs durchgefroren. Im Anschluss wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert.
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4.7. Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur Anfertigung der Serienschnitte in einer Dicke von 7-10 ym wurde der Kryostat Leica
CM1950 genutzt. Die Schnitte wurden bei -20°C angefertigt, im Anschluss auf Superfrost Plus
Objekttrager aufgenommen und fir 30 Minuten auf einer Warmeplatte bei 38°C - 45°C
getrocknet. Die Lagerung erfolgte im Anschluss bei Raumtemperatur fir maximal zwei
Wochen.

Die Schnitte wurden in 10er Serien angefertigt, exemplarisch befanden sich also auf dem
Objekttrager 1 die Schnitte 1, 11, 21, und 31.

4.8. Histologische Farbungen

4.8.1. Hamatoxylin- Eosin

Zur Ubersichtsdarstellung des Gewebes wurde die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.) nach
Ehrlich durchgefiihrt. Hierbei wird das Zytoplasma durch den Farbstoff Eosin rot dargestellt,
wahrend der Farbstoff Himatoxylin die Zellkerne blau farbt.

Zu Beginn der Farbung wurden die bei Raumtemperatur gelagerten Schnitte fur finf Minuten
in -20°C kaltem Ethanol (100%) in einer vorgekuhlten Kuvette fixiert. Im Anschluss erfolgte ein
zweiminutiger Waschschritt in Aqua dest.

Es folgte eine funfminitige Inkubation in Hamatoxylin nach Ehrlich (saures Hamatoxylin) (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland). Anschlielfend wurden die Schnitte in Aqua dest. gespult, um
Uberschussige Farbreste zu entfernen, und danach zehn Minuten unter flielkendem
Leitungswasser geblaut, um den Farbumschlag des Hamatoxylins zu bewirken. Einem
erneuten Waschschritt in Aqua dest. (einmal Eintauchen), folgte eine zehnsekiindige
Inkubation in Eosin nach Ehrlich (0,1% Eosin in Aqua dest.; w/v) (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland). Diese dient der Farbung des Zytoplasmas. Im Anschluss wurden die Schnitte
erneut in Aqua dest. gesplilt, um Uberschissige Farbreste zu entfernen.

Die Entwasserung der Schnitte erfolgte fur drei Minuten in 80% 2-Propanol in Aqua dest. (v/v),
anschlieend erfolgte die Kontrolle, ob das Rot die gewlinschte Intensitat erreicht hatte. Die
Entwéasserung wurde fir sechs Minuten in 90% 2-Propanol in Aqua dest. (v/v), zwei Mal far
funf Minuten in 100% 2-Propanol und drei Mal fur funf Minuten in Xylol fortgesetzt. Zum
Abschluss erfolgte das Eindecken mittels wasserfreiem Roti Histokit Eindeckmedium (Carl

Roth, Karlsruhe, Deutschland) und die Aushartung tber Nacht.

40



4.8.2. Luxol-Fast-Blue

Die Luxol-Fast-Blue-Farbung (LFB) wurde genutzt, um den Grad der Demyelinisierung
darzustellen. Myelin erscheint in dieser Farbung turkis, die Neurone violett.

Die Fixierung der bei Raumtemperatur gelagerten Kryoschnitte erfolgte bei -20°C fiir zehn
Minuten in 100% Ethanol in einer vorgekihlten Kuivette und fur funf Minuten bei
Raumtemperatur in 96% Ethanol in Aqua dest. (v/v). Im Anschluss wurden die Schnitte in einer
mit Parafilm verschlossenen Kivette in 0,1% LFB (w/v) -Lésung fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert.

Daraufhin erfolgte ein Waschschritt durch dreimaliges Eintauchen in Aqua dest. Die
Differenzierung der Schnitte erfolgte durch Inkubation in 0,05% Lithium-Carbonat in Aqua
bidest. (w/v) fir drei Sekunden und durch zehnsekindiges Schwenken in 70% Ethanol (in
Aqua dest.). Im Anschluss wurde in Aqua dest. geschwenkt. Die Schnitte wurden flr eine
Minute und 20 Sekunden in Hdmatoxylin nach Ehrlich inkubiert und in Aqua dest. abgesplilt;
das Blauen der Schnitte erfolgte fur funf Minuten in Leitungswasser.

Das Entwassern der Schnitte erfolgte zwei Mal fir zwei Minuten in 96% Ethanol (in Aqua
dest.), zwei Mal fur zwei Minuten in 100% Ethanol und drei Mal fiir zwei Minuten in 100% Xylol.
Die Schnitte wurden mit wasserfreiem Roti Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

eingedeckt und uber Nacht ausgehartet.

4.8.3. Perjod Saure Schiff Reaktion

Die Perjod Saure Schiff (periodic acid - Schiff reaction; PAS) - Reaktion wurde zur Darstellung
kohlenhydrathaltiger Substanzen, wie zum Beispiel Glykoproteine und Glykolipide, genutzt.
Diese finden sich gehauft im Myelin, so dass es in der Farbung pink erscheint. Die Zellkerne
sind blau dargestellt.

Zunachst wurden die bei Raumtemperatur gelagerten Schnitte in Ethanol (100%) bei -20°C fir
funf Minuten fixiert. Im Anschluss an zwei Waschschritte in Aqua dest. erfolgte die Inkubation
in einprozentiger Perjodsaure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fur finf Minuten. Es folgten
zwei weitere Waschschritte in Aqua dest. Die Inkubation in Schiff-Reagenz (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) erfolgte fir eine Stunde im Dunkeln. Die Schnitte wurden drei Mal fir
funf Minuten in SO2-Wasser gespult, im Anschluss wurden sie flr finfzehn Minuten unter
flieRendem Leitungswasser gewassert. Eine Inkubation in Hamatoxylin nach Ehrlich (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) erfolgte fir zwanzig Sekunden, die zwei anschliefenden
Waschschritte erfolgen in Aqua dest. Darauf folgte ein zehnmin(tiges Blauen der Schnitte in
Leitungswasser und ein weiterer Waschschritt in Aqua dest. Im Anschluss durchliefen die
Schnitte eine aufsteigende Ethanolreihe (70% EtOH in Aqua dest. finf Minuten, 80% EtOH in
Aqua dest. finf Minuten, 90% EtOH in Aqua dest. finf Minuten, 100% EtOH drei Mal flnf
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Minuten, 100% Xylol drei Mal finf Minuten) und wurden abschlieRend mit wasserfreiem Roti

Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt und tUber Nacht ausgehartet.

4.8.4. Semiquantitative Auswertung der histologischen Farbungen

Um das in den LFB- und PAS-Farbungen dargestellte Myelin zu quantifizieren, wurde ein
semiquantitatives Bewertungssystem erstellt. Dafiir wurden zunachst mit dem Leica DM2500
Lichtmikroskop (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland), sowie der Bresser
MikroCam Il Mikroskopkamera (Bresser GmbH, Rhede, Deutschland) Bilder der Nn. opticii
aufgenommen. Als Schadigung wurden Bereiche der Demyelinisierung definiert: Da sich in
der LFB-Farbung Myelin tirkis darstellt, wurden hierbei die Bereiche beurteilt, die eine weniger
intensive Turkisfarbung aufwiesen. Durch die Pinkfarbung von Glykoproteinen und
Glykolipiden in der PAS-Farbung wurden hier die Bereiche beurteilt, die eine weniger intensive

Pinkfarbung aufwiesen.

Bewertung Grad der Schadigung entsprechend Flache mit hypointenser Farbung
0 keine Schadigung bis <10% der Flache

1 11-40% der Flache

2 41-70% der Flache

3 71-100% der Flache

Tabelle 2: Semiquantitatives Bewertungssystem fiir die LFB- und PAS-Farbung

Um die in der H.E.-Farbung durch die vermehrte Darstellung blau gefarbter Zellkerne

erkennbare Zellinfiltration zu quantifizieren wurde ein semiquantitatives Bewertungssystem

erstellt.
Bewertung Grad der Infiltration
0 keine Infiltration
1 beginnende Infiltration an den Randern des Nervs
2 10-30 % der Flache infiltriert
3 mehr als 30% der Flache infiltriert

Tabelle 3: Semiquantitatives Bewertungssystem fiir die Zellkernzahl in der H.E.-
Farbung

Um eine Voreingenommenheit zu vermeiden, erfolgte die Auswertung anhand der oben

beschriebenen Scores verblindet durch zwei Personen.
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4.9. Immunhistochemische Farbungen

Die Fixierung der Schnitte erfolgte fur zehn Minuten unter fur den jeweiligen Primarantikérper
spezifischen Konditionen (siehe Tabelle 5). AnschlieRend wurde drei Mal fir zehn Minuten in
1xPBS gewaschen. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte fur eine Stunde
bei Raumtemperatur mit 10% (v/v) Ziegenserum (Normal Goat Serum; NGS) und 0,1% (v/v)
Triton X 100 in 1xPBS.

Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper in der entsprechenden
Verdunnung in Blockierldsung (siehe Tabelle 5). Die Inkubation erfolgte fir 16 Stunden bei
4°C bzw. bei Raumtemperatur (fur anti-Olig2 und anti-Cx29) in einer feuchten Kammer.

Nach 16 Stunden erfolgten drei zehnminttige Waschschritte in 1xPBS. Die anschlieende
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
erfolgte in 0,2% Rinderalbumin (BSA) in 1xPBS (v/v). Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (siehe Tabelle 5) erfolgte in der Blockierldsung fiir 45 bis 90 min je nach
gewahltem Antikérper (siehe Tabelle 5) im Dunkeln und bei Raumtemperatur. Nach zwei
weiteren zehnminudtigen Waschschritten in 1xPBS wurden die Schnitte mit DAPI-Fluoromount-
G (Southern Biotech, Eching, Deutschland) eingedeckt. Die Zellkerne wurden so mittels des

im Eindeckmedium enthaltenen Farbstoffes DAPI angefarbt.
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4.9.1. Verwendete Antikorper

Primar- Hersteller Quelle Verdiin- Fixierung | Inkubation Inkubation
antikorper nung des Primar- | des
antikorpers | Sekundar-
antikorpers
Anti-CD3 Dako Kaninchen | 1:100 -20°C, 16 Stunden, | 60 Minuten
20032385 Aceton 4°C
(Hamburg,
Deutsch-
land)
Anti-CD68 | Abcam Ratte 1:1000 -20°C, 16 Stunden, | 60 Minuten
53444 Aceton 4°C
(Cambridge,
Grol3britan-
nien)
Anti-Oligo- | Abcam Kaninchen | 1:200 -20°C 16 Stunden, | 60 Minuten
dendro- 53041 Methanol | 4°C
zyten (Cambridge,
spezi- Grol3britan-
fisches nien)
Protein
Anti-Olig2 Abcam Kaninchen | 1:200 Raumtem | 16 Stunden, | 60 Minuten
109186 -peratur, Raumtem-
(Cambridge, 4% PFA peratur
Grol3britan- in PBS
nien)
Anti-Cx29 Zymed 34- Kaninchen | 1:200 -20°C, 16 Stunden, | 90 Minuten
4200 Aceton Raumtem-
(Waltham, peratur
USA)
Anti-Cx47 Invitrogen Kaninchen | 1:100 -20°C, 16 Stunden, | 45 Minuten
36-4700 Ethanol 4°C
(Darmstadt,
Deutschland)
Anti-Neuro- | Invitrogen Maus 1:100 20°C, 16 Stunden, | 60 Minuten
filament 36-4700, Methanol | 4°C
(medium+ (Darmstadt,
heavy, 160- | Deutschland)
200Da)
Tabelle 4: Primarantikorper
Sekundarantikorper | Hersteller Quelle Verdinnung
Alexa-Fluor 568 nm Invitrogen A11011 | Ziege-anti-Kaninchen 1:3000
(jetzt Thermo Fischer
Scientific, Karlsruhe,
Deutschland)
Alexa-Fluor 568 nm Invitrogen A11077 | Ziege-anti-Ratte 1:3000
(Karlsruhe,
Deutschland)
Alexa-Fluor 488 nm Invitrogen A11001 | Ziege-anti-Maus 1:3000
(Karlsruhe,
Deutschland)

Tabelle 5: Sekundarantikorper
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4.10. Bildaufnahmen

4.10.1. Bildanalyse der Inmunfluoreszenz

Mit Hilfe der Software ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) wurden Immunfluoreszenz-markierte Areale quantifiziert. Diese Art
der Auswertung wurde genutzt fir OSP-, CD68-, Cx29- und Cx47-Immunfluoreszenzen. Dazu
wurden zunachst mittels des Fluoreszenzmikroskops Observer Z.1 (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland; VergréRerung x20) Bilder der Nn. optici aufgenommen (Axiovision, Oberkochen,
DE, Carl Zeiss Microscopy Deutschland). Die eigentliche Auswertung erfolgte an exportierten
jpg-Dateien mittels Flachenmessung Uber das Programm Imaged. Das farbige Bild wurde zur
Auswertung zunachst in ein Schwarz-Weil3-Bild (8 bit) umgewandelt. AnschlieRend wurde ein
Schwellenwert festgelegt, der das im farbigen Bild gezeigte Signal bestmdglich abbildete. Alle
Fluoreszenz-markierten Stellen wurden schwarz angezeigt, wahrend der Hintergrund weil®
erschien. Die Berechnung des prozentualen Anteils der markierten Areale auf die gesamte
Bildflache erfolgte zur Quantifizierung der Fluoreszenz-markierten Flache.

Die Analyse der CD3 und Olig2 Farbungen erfolgte durch Auszahlen der immunmarkierten
Zellen pro Bild. Im Anschluss wurde die Flache des N. opticus mittels eines Freihandtools
ermittelt und, um eine Vergleichbarkeit der Daten zu ermdglichen, die Anzahl positiver

Zellen/um? bzw. pro mm? errechnet.

4.11. Transmissionselektronenmikroskopie

4.11.1. Induktion der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und
Behandlung der Kontroligruppe (Sham)

Die Versuche wurden an Mausen durchgefihrt, die wahrend des Versuchs in der
Versuchstierhaltung des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes gehalten wurden. Das Landesamt flr
Verbraucherschutz des Saarlandes hatte Haltung der Tiere und den Tierversuch genehmigt.
Die Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen. Ein Lichtprogramm
imitierte einen 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus in dem Haltungsraum. Standardfutter und
Trinkwasser stand den Mausen ad libitum zur Verfliigung.

Die Tiere wurden in zwei Versuchsgruppen aufgeteilt und nach unterschiedlichen Protokollen
immunisiert. Die erste Versuchsgruppe wurde als EAE-Gruppe bezeichnet, die zweite als
Sham-Gruppe. Ziel dieses Versuchs war es die frihen Schaden vor dem Einsetzen der
klinischen Symptomatik im N. opticus zu untersuchen. Die Induktion der EAE erfolgte wie unter
4.6.2. beschrieben. Zudem erfolgte die Behandlung einer Sham-Gruppe, um die durch PTX
und Adjuvans ausgeldste Immunantwort beobachten zu kénnen. Der Sham-Gruppe wurde mit
der Hooke-Kontroll-Kit (CK-2110) injiziert. Die Immunisierung folgte dem Protokoll des Hooke-

Kit EK-2110, mit dem Unterschied, dass dem Freund’s Adjuvans kein Antigen beigemischt
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wurde. Nach abgeschlossener Immunisierung wurde jeweils ein Tier der Sham-Gruppe
euthanasiert, wenn ein Tier aus der EAE-Gruppe den Abbruch-Score (1,5) erreicht hatte. Die
Nn. optici wurden entnommen und zur elektronenmikroskopischen Analyse aufgearbeitet. Im

Anschluss wurde das Gewebe bei 4°C gelagert.

4.11.2. Perfusion der Versuchstiere

Nach der Narkotisierung mit einer intraperitonealen Ketavet/Rompun-Injektion (100 mg
Ketaminhydrochlorid pro kg Korpergewicht und 10 mg Xylazin pro kg Kérpergewicht) und
negativer Reflexprifung wurden die Mause mittels gepufferter 2%iger Paraformaldehyd
(PFA)-Lésung perfundiert. Dazu wurden 2g PFA eingewogen und in 100ml Sgrensens
Phosphatpuffer (0,15-molar) (SPB) einem 70°C Wasserbad eingerthrt, bis die Loésung
vollstandig klar ist. Im Anschluss erfolgte die Uberfiihrung in 1% Glutaraldehyd mit 1%ige PFA-
Loésung bis zur weiteren Verarbeitung. Dazu wurde 25%ige-Glutaraldehyd-Lésung (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) und 32%ige-Paraformaldehyd-Losung (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) in 0,1M Cacodylatpuffer (s.u.) verdinnt.

4.11.3. Epon-Einbettung

Zur Einbettung in Epon nach Luft (1961) und Glauert (1975) wurde zunachst ein 0,1 M
Cacodylat-Puffer hergestellt. In diesem wurden die Nn. optici nach der Entnahme aus den
perfundierten Tieren bei 4°C gelagert. Zur Herstellung des Puffers wurden zunachst 42,8 g
Natriumcacodylat in 250 ml Aqua bidest. gelost. Zur pH-Wert Einstellung wurde 0,1 N
Salzsaure genutzt, der Ziel-pH-Wert lag dabei zwischen 7,4 und 7,6. Im Anschluss wurde die
Lésung mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefillt und filtriert.

Zur Herstellung der Epon-Fertigmischung wurden 2zwei Stammlésungen bendtigt.
Stammlésung A wurde aus 116 ml Dodenyl Succinic Anhydride und 72, 33 ml EM bed-812
angesetzt. Stammlésung B wurde aus 100 ml EM bed-812 und 89 ml Nadic Methyl Anhydride
angesetzt. Stammlésung A und B wurden in einem Verhaltnis von 1:1 miteinander gemischt.
Diese Mischung wurde 5:1 mit Benzydimethylamine vermengt.

Am ersten Tag der Einbettung wurden die Nerven viermal fir zehn Minuten in 0,1 M Cacodylat-
Puffer gewaschen. Im Anschluss wurden sie zur weiteren Fixierung fir vier Stunden in 2%ige
Osmiumlésung (w/v) gestellt. Im Anschluss wurden die Proben viermal fur finf Minuten in
Aqua dest. gewaschen und Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank gelagert. Die entstandenen
Osmium-Abfalle wurden mit gesattigter Ascorbinsaure-Losung in 70% Methanol neutralisiert
und entsorgt. Am zweiten Tag erfolgte die Entwasserung der Praparate in der aufsteigenden
Alkoholreihe. Zunachst wurde dreimal fir fanf Minuten in 70% Ethanol entwassert, dann
jeweils einmal fur 30 Minuten in 80%, 90%, 96% und 100% Ethanol. Im Anschluss wurde

weitere dreimal fur 30 Minuten in 100% Aceton entwassert. Danach wurden die Nerven jeweils
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fur eine Stunde in eine 3:1 Aceton-Epon-Mischung und anschlieend in eine 1:1 Aceton-Epon
Mischung eingelegt. Uber Nacht erfolgte die Inkubation in einer 1:3 Aceton-Epon-Mischung.
Am dritten Tag der Einbettung wurden die Proben fir eine Stunde bei 40°C in reinem Epon
und anschlieBend fur eine Stunde bei Raumtemperatur in reinem Epon gelagert. Zum
Abschluss erfolgte die Ausrichtung der Proben in mit Epon geflllten Einbettférmchen. Die
eingebetteten Proben wurden fir mindestens 48 Stunden bei 60°C im Warmeschrank

auspolymerisiert.

4.11.4. Herstellung der Ultradiinnschnitte

Die auspolymerisierten Epon-Bldcke wurden zunachst mit einer Rasierklinge angetrimmt. Bei
6° Schneidewinkel (45° Messerwinkel) erfolgte an einem Leica EM UC7 Ultramikrotom (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) das Zuschneiden der Proben. Die Schnitte wurden mit
einem Diamantmesser (DiAtome lItra, Hartfield, USA) in einer Schnittdicke von 65-68nm
angefertigt. Die Ultradlinnschnitte wurden auf Pioloform-beschichtete 1x2mm-Kupfer-
Schlitznetze (Plano, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen Zur Beschichtung der Netzte erfolgte
die Herstellung des Films mit 1,3% Pioloform-Lésung (w/v) in Chloroform. Dieser wurde im

Anschluss auf die Grids gelegt und in einer Petrischale getrocknet.

4.11.5. Kontrastierung der Grids

Zur Kontrastierung der Ultradinnschnitte wurden Uranyless- und Bleicitrat-Fertiglosungen
(Electron Microscopy Sciences (EMS), Hatfield, PA, USA) verwendet. Die Ultradiinnschnitte
auf den mit einer Metallschlaufe weitergeflihrten Grids wurden fir sechs Minuten auf einzelnen
Uranyless-Tropfen kontrastiert und im Anschluss in vier Tropfen Aqua dest. gewaschen. Der
zweite Schritt der Kontrastierung erfolgte fur drei Minuten auf einzelnen Tropfen Bleicitrat, im
Anschluss wurden die Grids ebenfalls in vier Tropfen Aqua dest. gewaschen und zuletzt bei

Raumtemperatur getrocknet.

4.11.6. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Pro Tier wurden vier elektronenmikroskopische Bilder der Nn. optici-Querschnitte in 2250-
facher VergroRerung am Technai G? Transmissionselektronenmikroskop (FEI Company,
Hillsboro, Oregon, USA) aufgenommen. Im Anschluss wurde mittels Image J der axonale

Innendurchmesser ermittelt.
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Abbildung 4: Beispielhafte Ausmessung des axonalen Innendurchmessers

Dargestellt ist ein Axon im Querschnitt, Ma3stab entspricht 3 um. Es zeigt sich das Axon
zentral hellgrau, sowie die dunkelgrau gefarbte Myelinschicht. Der rote Balken zeigt
exemplarisch die Messlinie am gréten Durchmesser des Axons.

Zur Auswertung der in ImageJ gemessenen Werte wurde anhand der Innendurchmesser, die
im Sham-Tier gemessen wurden, ein Grenzwert von 4,5 uym bestimmt. Im Sham-Tier waren
90,1% der gemessenen Innendurchmesser kleiner als 4,5 um. Es wurde der Cut-Off-Wert bei
90% Einschluss gesetzt, um zu verhindern, dass durch schrage Anschnitte und dadurch eine

VergroéRerung des Innendurchmessers eine Verzerrung der Werte zustande kommt.

4.12. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism (Version
5.02, GraphPad Software Inc., La Jolla CA, USA).

Zunachst erfolgte die Prufung der Werte auf Normalverteilung mit Hilfe des d’Agostino-
Pearson Omnibus-Test. Es zeigten sich normalverteilte und nicht-normalverteilte Datensatze.
Normalverteilung fand sich in den Daten der Auswertung von Olig2, Cx47 und dem axonalen
Innendurchmesser. Entsprechend wurden parametrische Tests durchgefihrt. Fir die Analyse
der Daten von Cx47 und Olig2 wurde als Globaltest der ANOVA-Test genutzt und als post-hoc
Test der Tukey-Test durchgefiihrt, da mehr als 2 Versuchsgruppen vorhanden waren. Zur
Analyse des axonalen Innendurchmessers wurde als Globaltest der unpaired t-Test
durchgeflihrt, da nur zwei Versuchsgruppen miteinander verglichen wurden.

Keine Normalverteilung fand sich bei den Daten der CD3-, CD68-, Cx29-, OSP-, PAS-, LFB-
und HE-Auswertungen. Daher wurden nicht-parametrische Tests durchgefihrt. Als Globaltest
wurde fur die Auswertung von Cx29 und OSP, da in den Datensatzen mehr als zwei
Versuchsgruppen vorhanden waren, der Kruskal-Wallis-Test genutzt und als post-hoc Test
der Mann-Whitney-U-Test angeschlossen. Die Auswertung von CD3, CD68, HE, LFB und PAS

erfolgte, da nur zwei Versuchsgruppen vorhanden waren, mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] in einem Saulendiagramm
dargestellt.

Eine Signifikanz wurde fiir p<0.05 angenommen. Fir die Darstellung der Signifikanzen wurde
folgende Einteilung genutzt: p = 0,05 nicht signifikant; * 0,01 < p < 0,05 signifikant; P-Werte <
0,01 wurden als hochsignifikant eingestuft und in Diagrammen durch zwei bis 4 Sternchen
gekennzeichnet (** 0,001 < p < 0,01, ** p < 0,001, **** 0,0001 =0 < 0,001)
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5. Ergebnisse

5.1. Verlauf der EAE-Symptomatik

Wahrend der Induktions- und Therapiephase erfolgte das tagliche klinische Monitoring der
Versuchsgruppen und die Ermittlung des aktuellen Erkrankungszustandes anhand der

vorbeschriebenen Scores.
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Abbildung 5: Score-Verlauf der Versuchstiere

Aufgetragen sind die Verlaufe der klinischen Scores in Anlehnung an (HAINZ et al., 2017) in
den einzelnen Versuchsgruppen (EAE n=6, Score 2 n=3, PBN n=9, solvent n=11), Scores der
Tiere der Kontrollgruppe (Daten nicht gezeigt) waren Gber den gesamten Versuchszeitraum
<0,5. Deutlich erkennbar ist der mildere klinische Krankheitsverlauf in der PBN-Gruppe. (#
Solvent signifikant gegen PBN, ~ EAE signifikant gegen PBN, * Solvent und EAE signifikant
gegen PBN, p < 0,05). Zu beachten ist, dass Tiere, die aufgrund der Abbruchkriterien getttet
werden mussten, mit Score 5 weitergeflihrt wurden.

Aus diesem Pool an Versuchstieren wurde eine Subpopulation von n=3 (randomisiert
ausgewahlt) aus jeder Versuchsgruppe morphologisch analysiert. Dargestellt ist ebenfalls die
Euthanasie der Score 2-Gruppe bei Erreichen des Score 2. Gleichzeitig wurde das Erreichen
des Score 2 als Therapiebeginn der Solvent- und PBN-Gruppe gewahlt. Betrachtet man den
Verlauf der klinischen Scores der ausgewahlten Subpopulation, so gleicht dieser dem
gezeigten Verlauf mit dem Unterschied, dass die EAE-Gruppe einen durchschnittlichen Score

von 3 und nicht wie abgebildet 4 erreicht.

50



5.2.  Ultrastrukturelle Analyse der NN. optici

Um in einem ersten Schritt die Umbildungsprozesse im N. opticus in der Friihphase der EAE
zu analysieren, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der Nn. optici angefertigt. Fur
die Anfangsphase der EAE wurde bereits in der Literatur das Vorhandensein eines Zellédems
als Vorstufe der Demyelinisierung beschrieben. Daher wurde in dieser Analyse der axonale
Innendurchmesser bestimmt, um die Zunahme im Sinne des Zellédems quantifizieren zu
kdénnen. Es erfolgte der Vergleich mit einer Sham-Gruppe, um auszuschlieRen, dass die
Veranderungen durch die alleinige Zugabe des Freund’s Adjuvans verursacht werden.

Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Ausschnitte des N. opticus

Abgebildet sind beispielhaft Ausschnitte aus den Nn. optici eines Sham (A) und eines EAE (B)
Tiers. Mal3stab in A (fur A-B) entspricht 10 um. BildvergréRerung x2250.

Der N. opticus eines Sham-Tieres (A) zeigt axonale Anschnitte verschiedenster Grofde in
wechselnder Anordnung. Bei erster Betrachtung lie3en sich bereits optisch Unterschiede in
der Grof3e der axonalen Innendurchmesser im Vergleich mit dem EAE-Tier (B) feststellen: Die
axonalen Anschnitte im EAE-Tier (B) schienen einen deutlich grof3eren Innendurchmesser zu
haben, wodurch sich auch im Vergleich zur Sham-Gruppe nur eine deutlich reduzierte Anzahl
an Axonen in einem vergleichbar grof3en Bildausschnitt darstellen lie3. Zudem ist im Vergleich
mit dem Sham-Tier eine deutlich geringere Zahl an kleineren axonalen Anschnitten zu
erkennen. Daher wurde der axonale Innendurchmesser mittels ImageJ vermessen, um die
Unterschiede zu quantifizieren. Pro Versuchstier erfolgte die Analyse von 4 Bildausschnitten,
n=3 fir beide Versuchsgruppen.

51



Axonaler Innendurchmesser

51 Hkkk

um

0 T T

& 2
(4 Q/v.

Abbildung 7: Auswertung des axonalen Innendurchmessers

Dargestellt ist der axonale Innendurchmesser im Gruppenvergleich. Die Daten wurden als
Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Im Gruppenvergleich bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen der Sham- und der EAE-Gruppe (**** p < 0,0001).
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Abbildung 8: Auswertung Axonzahl pro Bildausschnitt

Dargestellt ist die Anzahl der ausgezahlten Axone pro Bild im Gruppenvergleich. Im
Gruppenvergleich bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der Sham- und der EAE-
Gruppe (* p < 0,05).

Der bereits optisch erkennbare Unterschied in der Grofke der Axone der Nn. optici beider
Versuchsgruppen bestatigte sich nach Bestimmung des axonalen Innendurchmessers und
quantitativer Analyse. In der EAE-Gruppe wurden signifikant gréRere Innendurchmesser
gemessen als in der Sham-Gruppe. Mit diesen Ergebnissen konsistent war auch die
Auswertung der pro Bildausschnitt gezahlten Zahl an Axonen, die in der EAE-Gruppe
signifikant vermindert war.

Nach Analyse der gemessenen axonalen Innendurchmesser wurde ein Cut-Off-Wert bei 4,5
um bestimmt. Dabei waren 90,1% der axonalen Innendurchmesser der Sham-Gruppe kleiner
als 4,5 um, bei der EAE-Gruppe waren es 64,1%. Es wurde also bei 35,1% der Axone eine

VergroRerung des axonalen Innendurchmessers festgestellt.
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Nachdem sich ultrastrukturell eine Zunahme des axonalen Durchmessers gezeigt hatte,
erfolgte im nachsten Schritt die Untersuchung etablierter Entziindungsmarker, um zu
analysieren, ob es nicht nur zu einem Zellodem, sondern auch zu Entziindungsprozessen und

daraus resultierender Demyelinisierung gekommen war.

5.3. Analyse der Entziindungsparameter

Die Gefrierschnitte der Nn. optici wurden mit Antikérpern gegen das T-Zell-Protein CD3 und
den Makrophagen-Marker CD68 gefarbt, um Entziindungsprozesse im N. opticus darstellen
zu koénnen. Beide Zelltypen, T-Zellen und Makrophagen/aktivierte Mikroglia, sind am
Entzindungsgeschehen beteiligt. Da CD3 ein Marker fir T-Lymphozyten ist, wurde die
Farbung angefertigt, um die Auspragung der Infiltration der Nerven durch T-Zellen zu
analysieren. Anhand der Farbung mit CD68 wurde die Intensitat der Infiltration durch
Makrophagen/aktivierte Mikroglia evaluiert, da CD68 von aktivierten Makrophagen exprimiert
wird. Die H.E-.Farbung gibt aufgrund der Basophilie von Zellkernen einen Uberblick tber

entziindliche Infiltrationsprozesse.

5.3.1. Anti-CD3-Immunfluoreszenz

Es wurde eine Immunfluoreszenz-Farbung mit CD3 angefertigt. Es erfolgte der Vergleich der

DC3-Expression in den Nn. optici der Kontroll(Wildtyp)-Gruppe mit der Score 2 Gruppe.

_ A

Abbildung 9: CD3-Immunfluoreszenz des N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach Immunfluoreszenz mit CD3 (rot) der
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: Score 2-Tier). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau)
gefarbt. MaR3stab in A (fir A-B) entspricht 50 um.

Es zeigte sich keine Infiltration aktivierter T-Zellen im N. opticus des Kontrolltiers (A). In den
Nerven der Score 2-Tiere konnte eine variierend starke Infiltration durch aktivierte T-Zellen
festgestellt werden. In allen betroffenen Nerven waren Areale zu finden, die nicht durch die
Infiltration durch T-Zellen betroffen waren. Die beobachtete Infiltration wurde im nachsten

Schritt durch die Auszahlung quantifiziert.
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Abbildung 10: Auswertung CD3 immunpositiven Zellen

Dargestellt ist die Anzahl CD3-immunpositiver Zellen pro Flache der Nn. optici im
Gruppenvergleich. Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Es
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Score 2-Gruppe
(**** p <0,0001).

Bereits bei der ersten optischen Kontrolle der Immunfluoreszenzen war eine deutliche
Zunahme an CD-3 exprimierender T-Zellen in der Score 2 Gruppe verglichen mit der
Kontrollgruppe zu erkennen. Dies konnte durch die quantitative Auswertung bestatigt werden.
Es kam in den Nn. optici zur signifikanten Zunahme der CD3-immunpositiven Zellen pro Flache
in der Score 2-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (p < 0,0001), passend zum

Entzindungsgeschehen im Rahmen der EAE.
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5.3.2. Anti-CD68-Immunfluoreszenz

Mit Hilfe des Oberflachenproteins CD68, das auf Makrophagen und aktivierten Mikrogliazellen
exprimiert ist, wurde die Infiltration der Nerven durch CD68-exprimierende Immunzellen

untersucht. Die Beurteilung der Starke der Infiltration erfolgte im Gruppenvergleich.

— A

Abbildung 11: CD68-Immunfluoreszenz im N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach Immunfluoreszenz mit CD68 (rot) der
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: Score 2-Tier). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau)
gefarbt. MaRstab in A (fur A-B) entspricht 50 um.

Es zeigte sich keine Infiltration durch Makrophagen/aktivierte Mikroglia im N. opticus des
Kontrolltiers (A). Im Score 2-Tier (C) konnte man die Infiltration nahezu der gesamten zentralen
Flache des N. opticus beobachten. Im nachsten Schritt wurde das Ausmals der Infiltration

quantifiziert und dargestellt.
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Abbildung 12: Auswertung CD68-Immunfluoreszenz

Dargestellt ist die CD68-immunpositive Flache [%] im Gruppenvergleich. Die Daten wurden
als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Es zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Kontrollgruppe und den Tieren der Score 2-Gruppe (**** p < 0,0001).

Sowohl optisch als auch nach quantitativer Analyse, war eine signifikante Zunahme der CD68-

immunpositiven Zellen im Vergleich der Kontrollgruppe mit der Score 2-Gruppe zu erkennen.
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5.3.3. Hamatoxylin-Eosin

Es wurde eine histologische H.E.-Farbung angefertigt, um sich einen allgemeinen Uberblick
Uber Infiltrations- und Entziindungsprozesse zu verschaffen. Die Beurteilung der Infiltrations-
prozesse erfolgte im Gruppenvergleich. Blau stellen sich basophile Strukturen wie DNA und
Zellkerne da, rot-violett stellen sich azidophile Zellkomponenten wie zytoplasmatische

Proteine dar.

Abbildung 13: H.E.-Farbung des N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte der Nn. optici der Versuchsgruppen (A: Kontroll-
Tier, B: Score 2-Tier) nach histologischer H.E.-Farbung. MaRstab in A (fur A-B) entspricht 50

um.
Im Kontrolltier (A) zeigte sich die zu erwartende Menge und Verteilung an Zellkernen. Die
Zellkerne stellten sich locker und homogen verteilt Uber die gesamte Flache des
Nervenquerschnitts dar. Bereits auf den ersten Blick zeigte sich eine deutliche Zunahme an
Zellkernen in den optischen Nerven der Score 2-Tiere. Es waren sowohl randstandige
Ansammlungen von Zellkernen erkennbar als auch eine Infiltration der umgebenen Meningen
sowie der zentralen Bereiche der optischen Nerven.

Zur Quantifizierung der Infiltrationsstarke und der Unterschiede zwischen den Versuchs-

gruppen wurde eine semiquantitative, verblindete Auswertung angefertigt.
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Abbildung 14: Auswertung der histologischen H.E.-Farbung

Dargestellt ist die semiquantitative Auswertung der in der H.E.-Farbung erkennbaren
Kernansammlungen im Gruppenvergleich. Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standard-
fehler [SEM] dargestellt. Es lie3en sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und den anderen Versuchsgruppen darstellen (**** p < 0,0001).

Bereits bei der optischen Analyse konnte man eine deutliche Zunahme der Menge
darstellbarer Zellkerne in den Nerven erkennen. Nach zweifacher verblindeter Auswertung und
Zuordnung semiquantitativer Score-Werte konnte dies bestatigt werden. Erkennbar waren
randstandige oder in den zentralen Anteilen des Nervens liegende Kernansammlungen. Die
durch die Infiltration eingenommenen Flachen in den Nervenanschnitten der Score 2-Gruppe

waren signifikant gréRer im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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5.4. Analyse der Demyelinisierung

Um die Demyelinisierung in den optischen Nerven beurteilen zu kénnen, wurde eine LFB- und
PAS-Farbung durchgefiihrt. In der LFB-Farbung ist Myelin tlrkis dargestellt und liel3 sich so
gut beurteilen. Durch die PAS-Farbung wurden Glykoproteine und Glykolipide dargestellt,
welche sich gehauft im Myelin finden und so ebenfalls die Untersuchung der Myelinisierung

der Nerven ermoglichten.

5.4.1. Luxol-Fast-Blue- Histologie

Zur Beurteilung der Myelinisierung der Nerven wurde eine LFB-Farbung angefertigt. Die

Myelinisierung wurde im Gruppenvergleich beurteilt.
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Abbildung 15: LFB-Farbung des N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach histologischer LFB-Farbung beider
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: Score 2-Tier). Myelin turkis, Zellkerne dunkelblau
darstellbar. Mastab in A (fur A-B) entspricht 50 um.

Im Kontrolltier (A) stellten sich ahnlich wie in der HE-Farbung locker verteilte Zellkerne und
eine homogene Myelinisierung des Nervens dar.

In den Nervenanschnitten der Score 2-Tiere lieRen sich auch in der LFB-Farbung die schon in
der H.E.-Farbung dargestellten Zonen mit Zellkernansammlungen nachweisen. Anhand der
weniger ausgepragten Turkisfarbung in den Nerven der Score 2-Tiere waren deutlich
demyelinisierte Bereiche nachweisbar. Besonders waren randstandig grol3e Bereiche von
Zellkernansammlungen mit besonders hoher Zellzahl, die sich nach zentral mit abnehmender
Zellzahl ausbreiteten, erkennbar. Auffallig war, dass sich die Bereiche, in denen eine
verminderte Myelinisierung zu erkennen waren, teils mit den Bereichen der vermehrten
Infiltration deckten.

Um das Ausmal der Demyelinisierung zu bestimmen, wurde eine semiquantitative

Auswertung angefertigt.
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Abbildung 16: Auswertung der LFB-Farbung

Dargestellt ist die semiquantitative Auswertung der LFB-Farbung im Gruppenvergleich.
Zunehmende Scores weisen auf eine grofiere demyelinisierte Flache in den histologischen
Farbungen der optischen Nerven hin. Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler
[SEM] dargestellt. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
den anderen Versuchsgruppen (**** p < 0,0001).

Es lieRen sich sowohl optisch als auch semiquantitativ deutliche Unterschiede in der Starke
der Demyelinisierung feststellen. Im Vergleich der Score 2- mit der Kontrollgruppe zeigte sich
eine signifikante Reduktion der Myelinisierung in den optischen Nerven. Bereiche starkerer

Infiltration deckten sich mit Bereichen starkerer Demyelinisierung.
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5.4.2. Perjod-Saure-Schiff- Histologie

Erganzend wurde zur Beurteilung der Myelinisierung der Nerven eine PAS-Farbung
angefertigt. Die Myelinisierung wurde im Gruppenvergleich beurteilt. Auch in der PAS-
Farbung wird das Hamatoxylin zur Darstellung der Zellkerne eingesetzt.

Abbildung 17: PAS-Farbung des N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach histologischer PAS-Farbung der
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: Score 2-Tier). Pink kommt Myelin auf Basis einer
Glykoproteinfarbung zur Darstellung, die Zellkernen sind durch Hamatoxylin blau gefarbt.
Malfstab in A fir A-B entspricht 50 um.

Die Ergebnisse der PAS-Farbung deckten sich mit denen der H.E.- und LFB-Farbung. In
optischen Nerven der Kontrolltiere (A) zeigten sich locker verteilte Zellkerne und eine
homogene Farbung des Myelins tber die gesamte Flache des Nervens. Im Score 2-Tier fielen
randstéandige Plaques von extremer Zellzahlvermehrung auf, die sich nach zentral
ausbreiteten. In den Bereichen der Zellkernvermehrung war eine deutliche Demyelinisierung
zu erkennen. Ebenso wie in den LFB und H.E.-Farbungen war auch hier eine Infiltration der
den Nerv umgebenden Meningen erkennbar.

Die Demyelinisierung und die Infiltrationsstarke wurde im nachsten Schritt durch eine
semiquantitative zweifache verblindete Auswertung bestatigt.
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Abbildung 18: Auswertung der PAS-Farbung

Dargestellt ist die semiquantitative Auswertung der PAS-Farbung im Gruppenvergleich.
Hohere Scores bedeuten eine Abnahme der Myelin-spezifischen-Pinkfarbung. Die Daten
wurden als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen der Kontroligruppe und den anderen Versuchsgruppen (**** p <
0,0001).

Die optisch erkennbaren Unterschiede im Ausmafl® der Demyelinisierung wurden in der
semiquantitativen Analyse bestatigt: Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der

Myelinisierung in der Score 2 Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend zeigten sich in den Nn. optici von EAE-Tieren deutliche Veranderungen,
die auf Inflammation und Demyelinisierung hinweisen. Bereits in der ultrastrukturellen Analyse
waren Veranderungen im Sinne einer Zunahme des axonalen Innendurchmessers in den Nn.
optici im Rahmen der EAE darstellbar. Im nachsten Schritt konnte gezeigt werden, dass sich
sowohl entziindliche Prozesse im Sinne einer Infiltration durch Immunzellen als auch

Demyelinisierung in den Nn. optici der EAE-Tiere abspielten.

In einem weiteren Schritt wurde der Hypothese nachgegangen, dass die Applikation von
Probenecid die EAE-Pathologie nicht nur im Rickenmark sondern auch im N. opticus
beeinflusst. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk gelegt auf die Analyse der Oligodendro-
zyten im N. opticus.

Es wurden daher — in Anlehnung an bereits durchgefuihrte Analysen im Ruckenmark — die
Oligodendrozyten der optischen Nerven analysiert. Besonderer Fokus lag auf der Betrachtung
spezifischer Myelinproteine sowie der oligodendrozytaren Gap Junction Proteine Cx29 und
Cx47. Dabei wurde die Expression jeweils in Tieren der EAE-Gruppe, Probenecid- bzw.

Solvent-Gruppe sowie der Score 2- und Kontrollgruppe vergleichend analysiert.

61



Um die Zahl vorhandener Oligodendrozyten sowie die Proteinmenge in den Nerven zu
beurteilen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen mit Antikdrpern gegen die oligodendro-
zytaren Proteine Olig2, OSP, Connexin47 (Cx47) und Connexin29 (Cx29) angeschlossen. Es
wurde die Hypothese verfolgt, dass die Probenecid-Behandlung in einem verminderten

Untergang der Oligodendrozyten resultiert.

5.4.3. Olig2- Immunfluoreszenz

Um die Anzahl von Oligodendrozyten in den optischen Nerven zu beurteilen, wurde eine
Immunfluoreszenz-Farbung mit Antikbrpern gegen den oligodendrozytéaren Transkriptions-
faktor Olig2 angefertigt. Olig2 wird sowohl von reifen Oligodendrozyten als auch von

oligodendrozytaren Vorlauferzellen exprimiert.

Abbildung 19: Olig2-immunfluoreszenz des N. opticus

Abgebildet sind reprasentative Querschnitte von Nn. optici nach Immunfluoreszenz mit Olig2
(rot) aller Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: EAE-Tier, C: Score 2-Tier, D: Solvent-Tier, E:
PBN-Tier). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. MaRstab in A (fir A-E) entspricht 50

um.

Bei der Beurteilung der Menge an Olig2-positiven Oligodendrozyten beziehungsweise deren
Vorlauferzellen in den Nerven zeigte sich ein gutes Signal bei der Farbung mittels Olig2. In
allen Versuchsgruppen zeigte sich eine lockere Verteilung von immunpositiven Zellen Gber die
gesamte Flache der Nervenanschnitte. Es liefen sich dabei keine Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen feststellen.



A

Abbildung 20: Olig2-immunfluoreszenz an Langsschnitten der Nn. optici

Dargestellt sind reprasentative Langsschnitte, nach Immunfluoreszenz mit Olig2 (rot), von
einem Kontrolltier (A) und einem EAE-Tier (B). Die Zellkerne wurden mittel DAPI (blau) gefarbt.
Mafstab in A (flr A-B) entspricht 50 ym.

Im Versuch segmentale Entzindungsprozesse darzustellen, wurden exemplarisch
Langsschnitte der Nn. optici angefertigt. Da jedoch nur das kurzstreckige Anschneiden der Nn.
optici gelang, erfolgte die Farbung dieser Langsschnitte exemplarisch. Eine gesonderte
Auswertung im Gruppenvergleich wurde nicht durchgeflhrt. In den Langsschnitten zeigte sich
ein deutliches Olig2-Signal und ebenfalls eine lockere Verteilung immunpositiver Zellen Gber
die gesamte abgebildete Flache, aber keine regionalen Unterschiede in der Zahl vorhandener
Oligodendrozyten. Im Folgenden dargestellt ist daher die Auswertung der gefarbten

Querschnitte.
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Abbildung 21: Auswertung der Olig2- Inmunfluoreszenz (Querschnitte)

Dargestellt ist die Anzahl der durch Olig2-immunmarkierten Zellen im Gruppenvergleich. Die
Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den anderen Versuchsgruppen.

63



Die Farbung mittels Olig2-Antikérper wurde genutzt, um die Anzahl an vorhandenen
Oligodendrozyten in den Nerven zu beurteilen. Obwohl in den vorangegangenen
Auswertungen eine signifikante Abnahme des Myelins in EAE-Tieren gezeigt werden konnte,
lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl Olig2-immunpositiver Zellen in den

unterschiedlichen Versuchsgruppen feststellen.

5.4.4. Oligodendrozyten-spezifisches Protein (OSP)

Die Farbung mittels OSP wurde angefertigt, um die Menge an durch Oligodendrozyten
gebildetem Myelin in den Nerven zu beurteilen und dadurch einen Riickschluss auf die Menge

an vorhandenen Oligodendrozyten zu ziehen.

Abbildung 22: OSP-Immunfluoreszenz des N. opticus

Dargestellt sind Querschnitte nach Immunhistochemie mit OSP (rot) aller Versuchsgruppen
(A: Kontroll-Tier, B: EAE-Tier, C: Score 2-Tier, D: Solvent-Tier, E: PBN-Tier). Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Maf3stab in A (fir A-E) entspricht 50 um.

Das Kontrolltier (A) stellt sich mit gleichmaRig verteilten Zellkernen und gleichmaRiger
Expression von OSP dar. In den anderen Versuchsgruppen konnte zwar mittels DAPI (blau)
eine deutliche Vermehrung von darstellbaren Zellkernen im Sinne einer Infiltration durch
Immunzellen festgestellt werden. Es lag jedoch kein Unterschied in der Expression von OSP
im Vergleich zur Kontrollgruppe vor.

Obwohl sich zwar vereinzelt Areale mit vermehrter Expression von OSP, zum Beispiel in der
PBN-Gruppe zeigten, konnte in der quantitativen Auswertung kein signifikanter Unterschied in

der Expression festgestellt werden.
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Abbildung 23: Auswertung der OSP-Immunfluoreszenz

Dargestellt ist die durch OSP markierte Flache [%] im Gruppenvergleich. Die Daten wurden
als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Im Gruppenvergleich zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Die OSP-immunpositive Flache unterschied sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen.

5.4.5. Connexin 47

Cx bilden als transmembranare Proteine Gap Junctions und ermdglichen dadurch die
interzellulare Kommunikation durch den Austausch von Signal- und Botenstoffen und
Stoffwechsel durch den Austausch von Energiequellen (HERVE, DERANGEON, 2013).
Sowohl in akuten als auch in chronischen Lasionen, die durch MS verursacht werden, lasst
sich eine Veranderung der glialen Connexinexpression beobachten.

Cx47 wird von reifen Oligodendrozyten und oligodendrozytaren Vorlaufern exprimiert, es
wurde eine Farbung mit Cx47 angefertigt, um die oligodendrozytare Ausstattung der Nerven,
sowie die Connexinexpression im Rahmen der EAE zu beurteilen (MENICHELLA et al., 2003;
PAPANEOPHYTOU et al., 2018).
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Abbildung 24: Cx47-Immunfluoreszenz des N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach Immunhistochemie mit Cx47 (rot) aller
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: EAE-Tier, C: Score 2-Tier, D: Solvent-Tier, E: PBN-
Tier). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Maf3stab in A (fir A-E) entspricht 50 um.
Es lie3 sich in allen Versuchsgruppen zeigte sich eine Expression von Cx47 in den optischen
Nerven. Im Kontrolltier lie3 sich flachig ein Signal durch Cx47 darstellen, jedoch zeigten sich
keine Bereiche verstarkter oder besonders intensiver Expression. Im EAE- (B), Score 2- (C)
und Solvent-Tier (D) war hingegen randstandig sowie in Bereichen mit vermehrter Zellzahl ein
leichter Anstieg Cx47-Immunsignals zu erkennen. Es zeigten sich in allen drei analysierten
Nerven Areale, in denen kein Cx47-Signal feststellbar war. Im PBN-Tier war hingegen eine
deutliche Zunahme der Cx47-Expression erkennbar. Diese zog bandférmig durch den
mittleren Anteil des Nervens, rechts und links davon zeigten sich Bereiche mit deutlich weniger
Expression von Cx47. Ahnliche Muster zeigten sich in allen Versuchstieren der PBN-Gruppe.

Im nachsten Schritt wurde die Flache des Signals quantifiziert und dargestellt.
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Abbildung 25: Langsschnitte Cx47

Dargestellt sind reprasentative Langsschnitte, nach Immunhistochemie mit Cx47, von einem
Kontrolltier (A) und einem EAE-Tier (B). Mafstab in A (fur A-B) entspricht 50 pum.
BildvergréRRerung x20.

Es wurden exemplarisch Langsschnitte mit Cx47 gefarbt, um zu untersuchen, ob sich
segmentale Unterschiede in der Expression von Cx47 feststellen lieken. Dies ist in den

analysierten Abschnitten nicht der Fall.
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Abbildung 26: Auswertung der Cx47-Immunfluoreszenz

Dargestellt ist die durch Cx47 immunmarkierte Flache [%] im Gruppenvergleich. Die Daten
wurden als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Im Gruppenvergleich bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen der PBN-Gruppe und der Kontroll-, Score 2- und Solvent-
Gruppe. Es bestand kein signifikanter Unterschied zur EAE-Gruppe, die sich in Bezug auf die
Cx47-Expression jedoch auch nicht signifikant von der Kontroll-, Score2-, und Solvent-Gruppe
unterschied (*** p < 0,001, **** p < 0,001).
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Es lie® sich sowohl bei optischer Kontrolle als auch quantitativ eine signifikante Zunahme der
Cx47-immunpositiven Flache in der PBN-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, der
Solvent- und der Score 2-Gruppe feststellen. Nicht signifikant unterschied sich hingegen die
Cx47-immunpositive Flache in der PBN-Gruppe verglichen mit der EAE-Gruppe. Auch
zwischen den anderen Versuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der

Immunmarkierung von Cx47.

5.4.6. Connexin 29 (Cx29)

Cx29 ist ein weiteres oligodendrozytares Gap Junction Protein, das insbesondere an der
adaxonalen Myelinmembran nachgewiesen wurde (KLEOPA et al.,, 2004). Die
Immundetektion von Cx29 wurde genutzt, um das Vorhandensein oligodendrozytarer Cx29
Connexone zu beurteilen. Als mdglicher Bindungspartner des Kaliumkanals Kv1.1 kann die
Expression von Cx29 als Hinweis auf die Integritat der axoglialen Einheit gewertet werden
(KLEOPA et al., 2004; PAPANEOPHYTOU et al., 2019).

Abbildung 27: Cx29-Immunfluoreszenz im N. opticus

Dargestellt sind reprasentative Querschnitte nach Immunfluoreszenz mit Cx29 (rot) aller
Versuchsgruppen (A: Kontroll-Tier, B: EAE-Tier, C: Score 2-Tier, D: Solvent-Tier, E: PBN-
Tier). Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) gefarbt. Maf3stab in A, (fir A-E) entspricht 50
um, MaBstab in F (fir F-J) entspricht 15 um. BildvergréRerung A-E x20, F-J x40.

68



In allen Versuchsgruppen konnte die Cx29-Immunfluoreszenz detektiert werden. Zur besseren
Beurteilung wurde in den Bildern F-J eine hoéhere VergroRerung dargestellt. Das Cx29-
Immunsignal stellte sich stellenweise punktférmig dar, wie fir Gap Junction Proteine
beschrieben. Jedoch lief3en sich optisch nur geringfligige Unterschiede im Verteilungsmuster

zwischen den Gruppen erkennen.

A

Abbildung 28: Cx29-Immunfluoreszenz in Langsschnitten der Nn. optici

Dargestellt sind reprasentative Langsschnitte, nach Immunhistochemie mit Cx29 (rot), von
einem Kontrolltier (A) und einem EAE-Tier (B). Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau)
gefarbt. MaRstab in A (fur A-B) entspricht 50 pm.

Es wurden ebenfalls exemplarisch Langsschnitte angefertigt und gefarbt, um zu untersuchen,
ob sich regionale Unterschiede in der Expression von Cx29 nachweisen lieken. In den
kurzstreckigen Langsschnitten konnten keine lokalen Unterschiede in der Expression von
Cx29 im Sinne eines Demylinisierungsherdes dargestellt werden, daher wurde auf die
Auswertung der Langsschnitte verzichten. Es erfolgte die quantitative Auswertung der

Querschnitte.
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Abbildung 29: Auswertung der Cx29- Imnmunfluoreszenz (Querschnitte)

Dargestellt ist die durch Cx29 markierte Flache [%] im Gruppenvergleich. Die Daten wurden
als Mittelwerte mit Standardfehler [SEM] dargestellt. Im Gruppenvergleich zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Die quantitative Auswertung der Cx29-Immunfluoreszenz bestatigte den ersten optischen
Eindruck, denn es lie} sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

feststellen.

5.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit dargestellt, dass sich im Rahmen einer EAE auch
Prozesse in den Nn. optici abspielen. Zunachst konnte auf ultrastruktureller Ebene
demonstriert werden, dass es zu einer Zunahme des axonalen Innendurchmessers im Sinne
einer Schwellung der Nerven, am ehesten im Rahmen eines Zellédems, und damit zu einer
verminderten Anzahl an darstellbaren Nervenanschnitten pro Bildausschnitt kommt.

In einem nachsten Schritt konnte gezeigt werden, dass es in den Nn. optici von Tieren, in
denen eine EAE induziert wurde, im Vergleich zu Kontrolltieren zur Infiltration durch
Makrophagen und T-Zellen im Sinne einer Entziindung kam. Im Bereich der Infiltration war
eine begleitende Demyelinisierung in den Nn. optici der Versuchstiere zu erkennen.

Die Applikation von PBN, einem Panx1-Inhibitor, verhindert die motorische Symptomatik der
EAE bei praventiver Gabe, beziehungsweise stabilisiert die motorische Symptomatik der EAE
bei therapeutischer Gabe. Daher wurden in dieser Arbeit die Effekte von PBN auf die EAE-
assoziierte Symptomatik im N. opticus untersucht. In einem weiteren Schritt wurden die
Oligodendrozyten in den Nerven im Hinblick auf Anzahl und Expression oligodendrozytarer

Myelin- und Gap Junction-Proteine im Gruppenvergleich analysiert.
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Im Gegensatz zu Befunden aus dem Rickenmark war in den optischen Nerven lediglich fur
Cx47 eine signifikante Veranderung erkennbar: Die Cx47-immunpositive Flache nahm in EAE-
Tieren nach PBN-Applikation signifikant zu, verglichen mit den Werten der Kontroll-, Score2-,
und Solvent-Gruppe. Die Expression von OSP, Olig2 und Cx29 blieb hingegen unverandert.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass es analog zur MS auch in der EAE zu entziindlichen
Prozessen und Demyelinisierung im N. opticus kommt. Es konnte kein positiver Effekt auf
diese Prozesse durch die Applikation des Pannexin 1-Inbihibors Probenecid in den Nn. optici

dargestellt werden.
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6. Diskussion

6.1. Veranderungen im N. opticus im Rahmen der EAE

In der vorliegenden Arbeit wurden in einem ersten Schritt ultrastrukturelle Veranderungen der
Nn. optici im Rahmen einer EAE analysiert. Mausmodelle der MS und der damit einher-
gehenden optischen Neuritis ermoglichen es, die Verbindung zwischen Pathologie und
funktionellen Einschrankungen genauer zu analysieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde das gut etablierte Modell der EAE genutzt. Die Hauptsymptomatik im Rahmen der EAE
sind aufsteigende motorische Lasionen, welche durch Herde von Inflammation und
Demyelinisierung verursacht werden. Da MS-Patient/-innen haufig unter einer NNO leiden,
erscheint es sinnvoll, die Pathologien der EAE auch mit Fokus auf das Geschehen in den Nn.
optici zu untersuchen. In vorangegangenen Studien wurde mittels murin adaptierter MRT-
Bildgebung axonaler Untergang, Demyelinisierung, zellulare Infiltrate und Odem des N.
opticus analysiert (LIN et al., 2017). Als Resultat von Zellinfiltration und Inflammation in der
Frilhphase der EAE konnte in den Nn. optici der Versuchstiere eine deutliche Odembildung
dargestellt werden. Diese trat charakteristischerweise auf, bevor eine Demyelinisierung
manifest wurde (LIN et al., 2017). Der Beginn der NNO in den Versuchstieren ist assoziiert mit
inflammatorischer Zellinfiltration und mutmaRlichem Odem, was zur in der MRT-Bildgebung
quantifizierbaren Schwellung der Nn. optici fuhrt (LIN et al., 2017). Auch in anderen Studien
zeigte sich, dass sich zunachst ein Anschwellen des N. opticus feststellen lasst. Erst nach
dessen Rickgang kommt es zu einer deutlichen Abnahme des Durchmessers der Nn. optici
als Ausdruck des Untergangs von Myelin und dem Verlust an Substanz der Nn. optici
(HAYREH et al., 1981). Zu beachten ist, dass sich in Studien, in denen eine vergleichende
Analyse beider Nn. optici erfolgt, ein zweizeitiger Befall der beiden Augen zeigt, das heil3t
haufig wurden zwei verschiedene Zeitpunkte identifiziert, zu denen es erstmals zu Pathologien
in den Nn. optici der betroffenen Tiere kommt (LIN et al., 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurden Ultradiinnschnitte der Nn. optici von EAE-Tieren mit dem
klinischen Score von 1,5 sowie von Sham-Tieren angefertigt, um die Unterschiede im axonalen
Durchmesser und der Myelinisierung in den Nn. optici quantifizieren zu kénnen. Dabei zeigte
sich, dass in einem gleichgrof3 gewahlten Bildausschnitt bei den Sham-Tieren deutlich mehr
axonale Anschnitte abgebildet wurden als in den EAE-Tieren. In einem nachsten Schritt wurde
der durchschnittliche axonale Durchmesser in den beiden Versuchsgruppen ermittelt, auch
hier zeigte sich ein signifikant gréfkerer Durchmesser in der EAE-Gruppe verglichen mit der
Sham-Gruppe. Dies stitzt die Beobachtung vorangegangener Studien, dass es zunachst zu
einem Anschwellen der Nn. optici kommt, bevor die haufig beschriebene Atrophie der Nn.
optici zu beobachten ist. Der Odembildung ist eine besondere Bedeutung beizumessen, da in

der Vergangenheit gezeigt wurde, dass der dadurch auf die Nervenfasern ausgelbte Druck
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eine Verlangsamung der Signalweiterleitung bewirkt (KIPP et al., 2012). Die Odembildung
lasst sich besonders in der Fruhphase der EAE und vor Beginn der Demyelinisierung
darstellen (FAIRLESS et al., 2012). Auch in der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der
Nn. optici in diesem Versuchsteil in der Frihphase der EAE: Der klinische Score von 1,5 wurde
durchschnittlich am 12. Tag nach Induktion der EAE erreicht.

Es ist bei der Analyse der Gruppen jedoch zu bedenken, dass auch Sham-Tiere eine milde
Form der optischen Neuritis entwickeln. In H.E.-gefarbten Schnitten der Nn. optici von Tieren,
die unter Behandlung nach Sham-Protokoll, wie zu erwarten, keine klinischen Symptome
entwickelten, lieBen sich dennoch Immunzellinfiltrationen nachweisen (CRUZ-HERRANZ et
al., 2019). Es scheint also auch die alleinige Injektion des PTX zusammen mit dem Adjuvans
eine gewisse Immunreaktion hervorzurufen. Trotzdem ist es erst die Immunisierung mittels
MOG, die die bekannte Pathologie und das Vollbild der EAE hervorrufen kann. Sham-Tiere
entwickeln im Allgemeinen keine klinisch sichtbare Pathologie (CRUZ-HERRANZ et al., 2019).
Auch mittels optischer Koharenztomographie konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass
es in der Frihphase einer EAE zum Anschwellen der inneren Ganglienzellschicht der Retina,
mit Betonung der Schwellung im Bereich des augennahen Anteils der optischen Nerven, am
ehesten im Sinne eines Odems, kommt. In ultrastrukturellen Analysen zeigt sich auch in den
retinalen Axonen in Analogie zur vorliegenden Arbeit eine VergroRerung des axonalen
Innendurchmessers (MANOGARAN et al., 2019). Bisher durchgefiihrte Arbeiten konzentrieren
sich jedoch eher auf die retinalen Axone, sowie auf Veranderungen im Bereich der Retina, in
der vorliegenden Arbeit erfolgt die ausschlieRliche Analyse der optischen Nerven.

Nachdem sich in der ultrastrukturellen Analyse die Schwellung der Nerven zeigte und damit
auch eine Beteiligung des optischen Systems in der Frihphase der EAE nachvollziehbar war,
erfolgte in einem zweiten Schritt die Analyse der Immunreaktion und Demyelinisierung in den
Nn. Optici mittels Histologie und Immunfluoreszenzfarbungen von Gefrierschnitten. Dazu
wurden die Nerven von Kontrolltieren mit denen von EAE-Versuchstieren, die bei Erreichen
von Score 2 euthanasiert wurden, verglichen. Weitere strukturelle Anderungen im Rahmen der
MS schlieRen Demyelinisierung, axonalen Untergang und Gliose ein (CONSTANTINESCU et
al., 2011). Die akute Lasion prasentiert sich mit Infiltration von Immunzellen und
Demyelinisierung (Makrophagen enthalten Zelldetritus), die chronische Lasion zeigt
Demyelinisierung und weniger Zellinfiltration in Kombination mit axonalem Untergang, dadurch
kommt das plaqueahnliche Aussehen zustande (CONSTANTINESCU et al., 2011). Die in den
akuten Lasionen vorhandenen Immunzellen sind Makrophagen/aktivierte Mikroglia und T-
Lymphozyten, dies konnte in der vorliegenden Arbeit auch in den Nn. optici demonstriert
werden: In der vergleichenden Analyse waren in den Nerven der Versuchstiere der EAE-
Gruppe die Einwanderung von T-Lymphozyten und Makrophagen/aktivierter Mikroglia sowie

die daraus resultierende Demyelinisierung darstellbar. In den Kontrolltieren zeigte sich keine
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Infiltration durch Immunzellen, sodass in Analogie zur Studienlage auch hier gezeigt werden
konnte, dass es im Rahmen der EAE nicht nur zu einer Schwellung der Nn. opticii in der
Frihphase, sondern im Verlauf auch zur Infiltration durch Immunzellen kommt.

Bei Patienten, die von einer MS betroffen sind, zeigt sich eine ausgepragte meningeale
Infiltration und Inflammation. Auch in den Versuchstieren konnte eine starke Infiltration in den
Meningen, die den N. opticus umgeben, dargestellt werden (KIPP et al., 2017). In der
vorliegenden Arbeit erfolgte keine weitere Auswertung diesbezlglich, in weiterfihrenden
Untersuchungen, ware dies aber als interessanter Ansatz denkbar. Zusammenfassend konnte
also dargelegt werden, dass bei der Induktion eine EAE auch in den N. optici sowohl in der
Frihphase als auch im Verlauf die Veranderungen abbildbar sind, die sich im Rickenmark
darstellen lassen.

Chronische MS-Lasionen prasentieren sich Plaque-artig mit Gliose und Demyelinisierung.
Induziert man im ZNS akute Lasionen zum Beispiel durch eine Stichverletzung kénnen reife
Oligodendrozyten durch die Expression von astrozytdaren Genen sich Uber eine
Ubergangsform, in der ein Mischbild aus astrozytaren und oligodendrozytaren Genen
exprimiert wird, in Astrozyten umwandeln (BAI et al., 2023). In den durch die Stichverletzung
entstehenden gilalen Narben zeigen sich zahlreiche Astrozyten, die aus Oligodendrozyten
entstanden sind (BAI et al.,, 2023). Gegebenenfalls ware es in weiterfihrenden
Untersuchungen interessant zu Uberprifen, ob dies auch im Rahmen der EAE im optischen

Nerv geschieht und zu welchem Zeitpunkt die Umwandlung der Oligodendrozyten beginnt.

6.2. MS und optische Neuritis

Bei 20% der MS Patient/-innen dulert sich der erste Schub durch eine NNO. Bis zu 50% der
Patienten erleben im Verlauf der MS-Erkrankung eine Phase von NNO. Normalerweise
verlauft die NNO bei MS Patient/-innen selbstlimitierend und wenige Wochen nach
Erkrankungsbeginn kommt es zur Erholung der Sehkraft. Es sind jedoch auch Verlaufe
beschrieben, die mit bleibenden visuellen Einschrankungen einhergehen (DOOLEY,
FOROOZAN, 2010). Als NNO wird eine akute inflammatorische demyelinisierende Erkrankung
des N. opticus bezeichnet, welche als primares Phadnomen oder im Rahmen einer anderen
neurologischen Erkrankung auftreten kann. Assoziierte neurologische Erkrankungen sind in
diesem Fall die MS oder Erkrankungen aus dem Formenkreis der Neuromyelitis optica. Die
NNO ist der haufigste Grund fur Visusverlust bei jungen Erwachsenen (PETZOLD et al., 2014).
Die Patienten beschreiben einen unilateralen Visusverlust, der unterschiedlich stark
ausgepragt ist. Dabei kann der Visusverlust einhergehen mit retrobulbarem Schmerz,
Dyschromatopsie und, je nach zugrunde liegender Erkrankung, systemischen oder
neurologischen Symptomen (CELLINA et al., 2019). Da die NNO eines der haufigsten und

spezifischsten Frihsymptome der MS ist, kommt ihrer Diagnose und Behandlung eine wichtige
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Rolle zu. Je friher die korrekte Diagnose einer NNO gestellt werden kann, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass auch die Diagnose der MS gestellt werden kann (CELLINA et al.,
2019). Auch flr die Forschung ist dies ein interessanter und bedenkenswerter Ansatz, da viele
Patient/-innen viele Jahre auf die Erstdiagnose der MS warten und viele Jahre ohne korrekte
Therapie verbringen (CELLINA et al., 2019). Gerade im Forschungskontext war es bisher
jedoch haufig so, dass neue Therapien gegen MS praklinisch beziehungsweise prophylaktisch
getestet wurden. Dies ermdglich eine deutlich schlechtere Ubertragbarkeit auf die klinische
Situation der Patient/-innen.

Die Diagnosestellung der MS ist vor allem deshalb besonders schwierig, weil es kein
spezifisches Testverfahren gibt, sondern die Diagnose in Zusammenschau klinischer und
technischer Befunde gestellt werden muss. Wichtigstes Diagnosekriterium ist dabei der
klinische Schub (FORD, 2020). In der Diagnosestellung ist die genaue Analyse der
prasentierten Symptome und die Krankheitsgeschichte der Erkrankten besonders wichtig, da
eine weitere Voraussetzung fur die Diagnosestellung einer MS die raumliche (Dissemination
in Space, DIS) und zeitliche (Dissemination in time, DIT) Dissemination der Symptome ist
(FORD, 2020). Es wird immer wieder versucht Biomarker zu identifizieren, die ein frihes
Erkennen einer MS ermoglichen, zuletzt hat sich gezeigt, dass eine Erhéhung von
Leichtketten-Neurofilament im Serum ein Anzeichen fiir axonale Degeneration ist, jedoch
kommt es nicht nur im Rahmen einer MS zu axonaler Degeneration, sodass es bisher keine
spezifischen Biomarker gibt (PYKA-FOSCIAK et al., 2023).

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass viele Patient/-innen Jahre auf die Erstdiagnose
einer MS warten. Bis zur Diagnosestellung kommt es unter Umstanden zu weiter
fortschreitenden Einschrankungen und Verlust neurologischer Kapazitat, da ohne Diagnose-
stellung auch keine Therapie erfolgt. Betrachtet man bisherige Forschungs- und Therapie-
ansatze, so werden besonders im Forschungskontext viele neue Therapien bereits praventiv,
also vor dem Einsetzen erster Symptome, gemeinsam mit der Induktion der EAE in den Tieren
begonnen. Diese Konstellation ist jedoch nicht auf das Leben der Patient-/innen zu tbertragen,
da die Einleitung der Therapie in nahezu allen Féllen erst lange nach dem Auftreten erster
Symptome begonnen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch ein therapeutischer Ansatz
und kein praventiver Ansatz verfolgt, was bedeutet, dass die Versuchstiere nicht schon parallel
mit der Induktion der EAE mit dem Therapeutikum behandelt wurden, sondern erst, als bereits
eine deutliche klinische Symptomatik ausgebildet war. So wurde analysiert, ob Probenecid
auch auf eine bereits manifeste EAE einen protektiven Effekt hat. Dies ermoglicht die bessere
Ubertragbarkeit auf die Situation der Patient/-<innen, da aktuell auf Grund der erschwerten

Diagnosestellung eine praklinische Therapie nicht moglich ist.
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6.3. EAE und Retinale Veranderungen

Die Retina ist ein wertvolles Modell um neuronale Struktur, Funktionalitdt und
Krankheitsprozesse zu untersuchen. Zudem ist es mdglich einen guten Uberblick Uber
Faktoren, die die neuronale Gesundheit beeinflussen, zu gewinnen (TEMPONE et al., 2024).
Im Rahmen der EAE kommt es nicht nur zu Veranderungen im N. opticus. Der Beginn der
Pathologie und der deutlich schwerere Befall des augenahen Anteils der Nn. optici legen die
Vermutung nahe, dass auch die Retina von den Pathologien der EAE betroffen sein kdnnte.
Es ist bekannt, dass wiederholte Episoden von optischer Neuritis bei MS Patient/-innen zu
kumulativem und extensivem axonalen Schaden und visuellen Einschrankungen fuhrt (KIM et
al., 2019).

Misst man die Dicke der retinalen Ganglienzellschicht mittels optischer Koharenztomographie,
so zeigt sich, dass sie bereits nach einer einzigen Episode einer optischen Neuritis deutlich
reduziert ist, verglichen mit einem Auge, das noch keine Episode einer optischen Neuritis
durchlaufen hat. Dabei ist zu beachten, dass sich im Anschluss ein Zusammenhang zwischen
der gemessenen Dicke der retinalen Ganglienzellschicht und der Behinderung und
Krankheitsdauer der Patienten herstellen lasst. Je schlimmer die Patienten betroffen sind,
desto dlnner ist die retinale Ganglienzellschicht (KIM et al., 2019).

Traditionell wird die Neurodegeneration im Rahmen der Multiplen Sklerose und der EAE als
sekundares Geschehen und somit als Folge der durch Inflammation und zellulare Infiltration
verursachten Demyelinisierung betrachtet (FAIRLESS et al., 2012). Ergebnisse optischer
Koharenztomographie-Messungen bei Patient/-innen mit MS regen jedoch die Diskussion an,
ob die Neurodegeneration nicht auch als primarer Prozess betrachtet werden muss, da auch
die nicht-myelinisierte Retina von Neurodegeneration im Rahmen der MS und EAE betroffen
ist (FAIRLESS et al., 2012).

Betrachtet man die Pathologien im N. opticus im Rahmen der EAE, so zeigt sich, dass es erst
zu axonalem Untergang und Demyelinisierung kommt, wenn die Tiere klinische Symptome
entwickeln. Analysiert man jedoch die Zahl retinaler Ganglienzellen, so zeigt sich, dass diese
bereits eine Woche vor Beginn der klinischen Symptomatik und Demyelinisierung im N. opticus
beginnen unterzugehen (FAIRLESS et al., 2012). Betrachtet man vergleichend eine Sham-
Versuchsgruppe, Iasst sich hier kein Untergang retinaler Ganglienzellen darstellen (FAIRLESS
et al., 2012). Unter dem Elektronenmikroskop betrachtet zeigen sich Vakuolen zwischen
Axolemm und Myelinschicht sowie ein Schrumpfen der Axone (FAIRLESS et al., 2012).
Obwohl keine Auswertung hinsichtlich dieser Gesichtspunkte der in der vorliegenden Arbeit
angefertigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgte, zeigte sich rein optisch auch
hier ein haufigeres Ablésen der Axone von ihren Myelinhillen. Zusammenfassend konnten
Inflammation und Demyelinisierung in der praklinischen Phase nicht dargestellt werden, die

axonale Degeneration scheint aber zeitgleich mit dem Untergang der retinalen Ganglienzellen
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zu beginnen (FAIRLESS et al., 2012). Betrachtet man den Zeitpunkt, zu dem es zu einer ersten
Permeabilitatserhohung der BBB kommt, so zeigt sich, dass eine enge zeitliche Korrelation
zwischen der Permeabilitdtserhbhung und dem Beginn des Untergangs von RGZs
herzustellen ist (FAIRLESS et al., 2012). Des Weiteren lasst sich bei FAIRLESS et al., 2012
schon vor Beginn der klinischen Symptomatik eine erhéhte Anzahl an CD68-immunpositiven
Zellen in den Nn. optici darstellen. Betrachtet man deren rdumliche Verteilung, so lasst sich
eine besonders hohe Anzahl im augennahen Anteil des N. opticus darstellen, wahrend die
Zahl CD68-immunpositiver Zellen in Richtung des Chiasmas immer weiter abnimmt. Auch hier
lasst sich ein enger zeitlicher Zusammenhang mit der Permeabilitatserhnohung der BBB
herstellen (FAIRLESS et al., 2012). Betrachtet man das Rickenmark der Tiere zur gleichen
Zeit, ist auch hier erkennbar, dass Myelinpathologie und Inflammation noch nicht eingesetzt
haben, es jedoch ebenfalls schon zu axonaler Degeneration gekommen ist. An manchen
Stellen im Ruckenmark konnten mit Beginn der klinischen Symptomatik vollkommen intakte
Myelinhullen ohne Axone dargestellt werden (FAIRLESS et al., 2012). Zu beachten ist, dass
sich bereits eine Infiltration durch Immunzellen der Meningen der Nn. optici zeigt, bevor es zur
eigentlichen Infiltration der Nn. optici und zur Ausbildung der klinischen Symptomatik kommt;
zudem erfolgt bereits frihzeitig eine Infiltration des Liquors, der die Nn. optici umgibt
(FAIRLESS et al., 2012; MANOGARAN et al., 2019; SHIN et al., 2021). Erst mit Beginn der
zellularen Infiltration und der Inflammation zeitgleich mit Beginn der klinischen Symptomatik
kommt es zur Demyelinisierung. Diese Entdeckungen legen nahe, dass die
Neurodegeneration wahrscheinlich auch als primarer Prozess und nicht nur als sekundare
Folge der Demyelinisierung betrachtet werden sollte (FAIRLESS et al., 2012). All diese
Erkenntnisse fihren zu der Frage, ob eine Therapie, die auf die Verhinderung der
Demyelinisierung und eine Unterstlitzung der Remyelinisierung im N. opticus ausgerichtet ist,
uberhaupt den gewilinschten Effekt bringen kann, wenn bereits lange vor Beginn der
Demyelinisierung der Untergang der RGZs stattfindet, deren Axone den N. opticus bilden. Dies
kdnnte ein Erklarungsansatz fir die geringen Unterschiede in der Quantitdt an Olig2-
immunmarkierten Zellen, sowie dem nicht vorhandenen Unterschied des Nachweises von
OSP zwischen den Versuchsgruppen sein. Wenn bereits lange vor Beginn der Therapie der
Untergang der retinalen Ganglienzellen erfolgt ist und es damit einhergehend zur
Degeneration der Axone im N. opticus gekommen ist, kann auch unter Therapie keine
Remyelinisierung erfolgen. Es kann also auch nicht zu einer Zunahme am Olig2-
immunpositiven Zellen kommen. Zudem koénnten die bei (FAIRLESS et al., 2012)
beschriebenen Myelinhillen um retrahierte Axone eine Erklarung fiir den nicht vorhandenen
Unterschied im Nachweis von OSP sein. Weder Olig2 noch OSP geben eine Aussage Uber

das Vorhandensein und die Funktionalitat der Axone im N. opticus. An dieser Stelle ware es
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denkbar und interessant, zum gleichen Zeitpunkt eine erneute elektronenmikroskopische
Darstellung anzufertigen, um die Axone besser beurteilen zu kénnen.

Zudem ist zu beachten, dass eine verminderte retinale Dicke auch bei Patienten mit MS mittels
optischer Koharenztomographie gemessen wurde, die keine Episode einer optischen Neuritis
erlebt hatten. Damit scheint die Pathologie in der Retina tatsachlich losgeldst von der
Demyelinisierung im N. opticus zu sein (KIM et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit erfolgte
der Versuch Langsschnitte anzufertigen, um so einen moglichst umfassenden Uberblick tiber
die ablaufende Pathologie in den Nerven zu gewinnen. Die Kombination aus einer Einbettung,
die primar auf die Anfertigung von Querschnitten ausgerichtet war, und der Schnittdicke hat
es jedoch zum aktuellen Zeitpunkt unmoglich gemacht, ausreichend lange Abschnitte
darstellen, die eine Auswertung und genauere Analyse sinnvoll erschienen lieRen.
Perspektivisch erscheint jedoch die Auswertung von Langsschnitten zur prazisen Analyse
lokaler Unterschiede bzw. lokaler Inflammationszonen interessant, gerade weil im
augennahen Anteil der Nerven in der Vergangenheit hohere Level an CD68-immunpositiven
Zellen beschrieben wurden. Dies legt die Vermutung nahe, dass im augennahen Anteil eine

starkere Schadigung als im augenfernen Anteil zu erwarten ist (FAIRLESS et al., 2012).

6.4. Therapeutischer Ansatz durch Pannexin Inhibition

Panx1 ist zusténdig fur die Freisetzung von ATP aus verschiedenen Zelltypen. Dabei kann die
Freisetzung durch verschiedene Signale getriggert werden. Panx1 wird ubiquitar exprimiert,
unter anderem in neuronalen Vorlauferzellen und unreifen Neuronen (SWAYNE, BOYCE,
2017). ATP ist ein schneller Neurotransmitter; durch seine Freisetzung werden verschiedenste
Prozesse vermittelt, wie zum Beispiel Wachstum und Differenzierung von Zellen, aber auch
Zelluntergang. Der Effekt von ATP wird unter anderem vermittelt durch das Zusammenwirken
von Panx1 und dem P2X7R Rezeptor. Das Zusammenwirken von Panx1 und dem P2X7R
Rezeptor findet sich beispielsweise in neuronalen Vorlauferzellen. Auch hier kann durch ATP
und Panx1 sowohl die Differenzierung als auch der programmierte Zelltod vermittelt werden
(SWAYNE, BOYCE, 2017). Die Wirkung von Panx1 zeigt sich besonders, wenn man Panx1-
defiziente Tiere betrachtet: Hier zeigt sich einerseits ein deutlich robusteres Neuritenwachstum
und andererseits ein vermehrter Untergang von neuronalen Vorlauferzellen z.B. in der
ventrikularen Zone des Gehirns (SWAYNE, BOYCE, 2017). Durch Panx1 wird im Rahmen
eines Schlaganfalls die Apoptose der geschadigten Neuronen vermittelt. Im Anschluss an ein
Hypoxie-Ischamie-Ereignis kommt es jedoch auch zur Inflammation, die Gber Panx1 vermittelt
wird, da zerebrale Ischamie als potenter Stimulator des Inflammasoms wirkt (FREITAS-
ANDRADE et al., 2017).

Blockiert man Panx1 pharmakologisch, wie zum Beispiel mittels Probenecid, so kommt es im

Anschluss an einen ischamischen Schlaganfall zu verbessertem neuronalen und oligodendro-
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zytarem Uberleben, einer verminderten InfarktarealgréRe und verminderter Gliose, da (iber
Panx1 nicht ATP als Signal fir Makrophagen/aktivierte Mikroglia ausgeschuttet werden kann
und es zu einer verminderten Aktivierung des Inflammasoms kommt (FREITAS-ANDRADE et
al., 2017). Ubertragt man diese Entdeckung auf die EAE wiirde man erwarten, dass es durch
die Inhibition von Panx1 und die dadurch verhinderte Aktivierung des Inflammasoms zu einem
verminderten Untergang von Oligodendrozyten und einer verminderten Demyelinisierung in
den behandelten Versuchstieren kommt. In Tieren, in denen das Inflammasom durch die Gabe
von MCC950 blockiert wurde, kommt es zu einem verminderten EAE-assoziierten Untergang
von Neuronen, sowie zu einer verminderten Inflammation mit verbesserter Axonlange und
Axondicke (HOU et al., 2023; HOU et al., 2020). Verabreicht man Probenecid Versuchstieren,
die eine EAE induziert bekommen haben und bereits einen klinischen Score von 2 erreicht
haben, so kommt es einem Stopp des Voranschreitens der klinischen Symptomatik (HAINZ et
al., 2017). Die Versuchstiere zeigen keine weitere Verschlechterung der klinischen
Symptomatik und wiesen ein signifikant verlangertes Uberleben verglichen mit den nicht
behandelten Versuchstieren auf (HAINZ et al., 2017).

Analysiert man Schnitte des Rickenmarks der behandelten Tiere und vergleicht sie mit den
nicht behandelten Tieren, so kommt es zu einer signifikanten Verminderung von CD3 positiven
T-Zellen und Mikroglia, was gleichzusetzen ist mit einer verminderten Inflammation in den
PBN-behandelten Tieren. Daruber hinaus zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der
klinischen Schwere der EAE und der histologisch dargestellten Infiltration durch CD3- und
CD68- immunpositiven Zellen (HAINZ et al., 2017). Es zeigte sich jedoch nicht nur eine im
Vergleich starkere Inflammation (mehr Infiltration durch CD3 positive T-Zellen und aktivierte
Mikroglia), sondern auch eine deutlich verminderte Zahl an Oligodendrozyten und eine
deutliche LasionsvergréRerung in den nicht behandelten Tieren (HAINZ et al., 2017).

Dabei stellt sich die Frage, warum sich die Ergebnisse der besprochenen Studie nicht
synonym in den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten: Im optischen Nerv war kein signifikanter
Unterschied in der Expression von Olig2, OSP und Cx29 zwischen den Versuchsgruppen
detektierbar und es lie3 sich keine Verminderung der Demyelinisierung, keine Verminderung
der Infiltration durch inflammatorische Zellen, beziehungsweise eine Zunahme der Expression
von Olig2 oder OSP in den Nn. optici der Probenecid-behandelten Tiere darstellen. Ein
Erklarungsansatz daflir kénnte, wie zuvor besprochen, sein, dass im N. opticus nicht die
Demyelinisierung der primare Prozess und die Neurodegeneration der sekundare Prozess ist,
sondern Demyelinisierung und neuronale Degeneration als nebeneinander existierende
Prozesse betrachtet werden muissen.

Die Demyelinisierung und Inflammation im Rickenmark und im N. opticus setzen zeitgleich
mit Beginn der klinischen Symptomatik ein. Wartet man bis zur Entwicklung eines klinischen

Score 2, finden sich bereits grolRe Areale von Demyelinisierung und Neurodegeneration. Im
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N. opticus wird die Neurodegeneration jedoch nicht nur durch die Demyelinisierung
vorangetrieben, sondern auch durch Prozesse, die von der Retina ausgehen. Der protektive
Effekt von Probenecid auf das Rickenmark lasst sich unter anderem anhand der hdheren
Zahlen von Oligodendrozyten erkennen. Es kommt zur Einwanderung von neuronalen
Vorlauferzellen und zur Remyelinisierung von demyelinisierten Axonen (HAINZ et al., 2017).
Sind jedoch im N. opticus durch den Untergang der retinalen Ganglienzellen weniger Axone
vorhanden, die durch die neuronalen Vorlauferzellen myelinisiert werden kdnnen, kann sich
unter Umstanden auch kein protektiver Effekt von Probenecid einstellen. Zudem gilt weiterhin
zu beachten, dass in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen den augenahen und augefernen
Anteilen des N. opticus unterschieden wurde, was eine eingeschrankte Vergleichbarkeit
bedeutet.

Draber hinaus ist zu beachten, dass nicht nur eine Pannexinblockade, sondern auch viele
andere Therapeutika, wie zum Beispiel die Blockade der sauren Sphingomyelinase durch
Amitriptylin, oder die Behandlung mittels des CD52-Antikdrpers Alemtuzumb, oder die
Blockade des NLRP3 Inflammasoms mittels MCC950 einen positiven Effekt auf Versuchstiere
in denen eine EAE induziert wurde haben kann (CHAMI et al., 2017; HAO et al., 2021; HOU
et al.,, 2023). Bis alle Mechanismen, die an der Entstehung einer MS beteiligt sind,

entschlisselt sind, wird keine optimale Therapie zu finden sein.

6.5. Connexin 47

Veranderungen in der Expression glialer Connexine werden bei vielen demyelinisierenden
Erkrankungen beobachtet. Beispiele dafir sind nicht nur Multiple Sklerose, sondern auch die
konzentrische Sklerose Balé oder die Neuromyelitis Optica (MARKOULLIS et al., 2012;
MASAKI et al., 2012; ZHAO et al., 2020).

Connexine als transmembranare Proteine bilden Gap Junctions und erméglichen dadurch die
interzellulare Kommunikation durch den Austausch von Signal- und Botenstoffen und
Stoffwechsel durch den Austausch von Energiequellen (HERVE, DERANGEON, 2013).
Sowohl in akuten als auch in chronischen Lasionen, die durch MS verursacht werden, lasst
sich eine Veranderung der glialen Connexinexpression beobachten. Da zellulare
Energiequellen, wie Laktat und Glukose, durch Gap Junctions von Astroglia an
Oligodendrozyten weitergegeben werden, besteht die Mdoglichkeit, dass der Verlust von
Oligodendrozyt-Astrozyt-Gap-Junctions durch den dadurch entstehenden Energieverlust an
dem Prozess der Demyelinisierung beteiligt ist (MASAKI et al., 2013; MASAKI et al., 2012).
Cx47 wird besonders an den Perikaryen und proximalen Fortsatzen von Oligodendrozyten
exprimiert (KAMASAWA et al., 2005). Seine Aufgabe besteht in der Bildung von homo- und
heterotypen Gap junctions und dadurch der Vernetzung der einzelnen Zellen miteinander
(KLEOPA et al., 2004). Cx47 bildet homotype Oligodendrozyt-Oligodendrozyt-Gap Junctions,
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heterotype Oligodendrozyt-Oligodendrozyt-Gap Junctions mit Cx32 und heterotope
Oligodendrozyt-Astrozyt Gap Junctions mit Cx43 (EUGENIN et al., 2012; KLEOPA et al., 2004;
NAGY et al., 2004).

Mutationen des fur Cx47 kodierenden Gens auflern sich in einer hypomyelinisierenden
Leukodystrophie, die sich Pelizaeus-Merzbacher-ahnliche Krankheit nennt. Die Krankheit geht
einher mit einer progressiven Spastik und Ataxie. Interessanterweise zeigen sich in Mausen,
in denen nur das kodierende Gen fiir Cx47 ausgeschaltet wurde (Cx47-KO-Mause), weder
neurologische Symptome noch eine Demyelinisierung (BUGIANI et al., 2006). Betrachtet man
jedoch KO-Mause, in denen nicht nur Cx47 sondern auch Cx32 ausgeschaltet wurde (Doppel-
Knock out-Mause, dKO-Mause), so zeigt sich, dass weder eine suffiziente Myelinisierung,
noch das Uberleben der Tiere méglich war (MENICHELLA et al., 2003). Drei Wochen postnatal
entwickeln die Cx32/Cx47-dKO-Mause einen groben Intentionstremor, dieser aggraviert im
Laufe der Zeit. In der vierten bis flnften postnatalen Woche entwickeln die Mause tonische
Krampfanfalle, Anfallsfrequenz und -intensitat sind ebenfalls im Laufe der Zeit zunehmend, bis
die Mause typischerweise im Alter von sechs Wochen versterben (MENICHELLA et al., 2003).
Histologisch weisen die Mause deutlich dunnere Myelinschichten, bis hin zu Herden
vollkommender Demyelinisierung, verglichen mit Kontroll-Tieren auf. Es zeigt sich des
Weiteren eine ausgepragte Vakuolisierung des Myelins und es zeigen sich apoptotische
Zellen, die darauf hindeuten, dass der Untergang von Oligodendrozyten an den
pathologischen Prozessen beteiligt ist (MENICHELLA et al., 2003). Zusammenfassend kann
man sagen, dass der doppelte Verlust von Cx32 und Cx47 zu einem komplexen
pathologischen Gesamtbild mit Demyelinisierung und oligodendrozytarem Untergang fuhrt
(MENICHELLA et al, 2003). Ableiten lasst sich aus diesen Entdeckungen, dass
Kommunikation tGber Gap Junctions und das Vorliegen verschiedenster Connexine essenziell
fur den Erhalt der Myelinisierung im ZNS sind (MENICHELLA et al., 2003). Des Weiteren ist
anzunehmen, dass vor allem die fehlende Mdoglichkeit zur Bildung von Astrozyt-
Oligodendrozyt-Gap Junctions und die damit einhergehende Beteiligung am pan-glialen
Synzytium ursachlich fur die starke Auspragung der Pathologie ist (MENICHELLA et al., 2003).
Ebenso ist zu beachten, dass die Pathologie in den dKO-Mausen vor allem im N. opticus und
Pons sehr stark, jedoch nur milde im korticospinalen Bereich und N. trigeminus ausgepragt ist
(MENICHELLA et al., 2003).

Induziert man eine EAE in den Cx47-KO-Mausen, so erkrankten die Cx47-KO-Mause
verglichen mit Tieren, die Cx47 exprimieren, deutlich friher und schwerer (ZHAO et al., 2020).
Untersucht man im nachsten Schritt die Myelinisierung des Ruckenmarks der betroffenen
Tiere, so zeigt sich auch hier, dass die Cx47-KO-Mause deutlich gréere demyelinisierte
Areale aufweisen. Die Tiere sind jedoch nicht nur von einer starkeren Demyelinisierung

betroffen. Es zeigt sich auch eine signifikant starkere Infiltration durch CD3 immunpositive T-
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Zellen und Makrophagen. Tragt man das Verhaltnis der Starke der Infiltration durch CD3
immunpositive T-Zellen und die Myelindichte im Rickenmark gegeneinander auf, so zeigt sich
eine starke negative Korrelation (ZHAO et al., 2020).

Betrachtet man Wildtyp-Tiere und analysiert die Expression von Cx47 uber den Krankheits-
verlauf hinweg, so zeigt sich, dass es in der akuten Phase der EAE zu einer deutlichen
Reduktion der Expression von Cx47 kommt (ZHAO et al., 2020). Doch nicht nur die Expression
von Cx47 ist in der akuten Phase der EAE reduziert, auch die Expression oligodendrozytarer
Gene im Allgemeinen ist deutlich vermindert. In den Cx47-KO-Masuen zeigt sich eine deutlich
erhohte Expression pro- und antiinflammatorischer Gene, wobei die Erhéhung der Expression
proinflammatorischer Gene auch in der chronischen Phase der EAE persistiert, wahrend es
zu einem Ruckgang der Expression antiinflammatorischer Gene kommt. Genexpressions-
analysen zeigten, dass ein Knock-out von Cx47 zur vermehrten Expression solcher Gene
fuhrt, die eine Rolle in der angeborenen Immunantwort und in inflammatorischen Prozessen
spielen. Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Cx47-KO-Mause in der EAE eine
aggravierte akute und chronische Neuroinflammation zeigen (ZHAO et al., 2020). Cx47 scheint
dabei eine tragende Rolle in der Kontrolle der Neuroinflammation zu spielen. Analysiert man
die Mikroglia von Cx47-KO-Mausen, so zeigten sich erhdhte Level an Chemokinen. Diese
kénnen durch verschiedene Prozesse zur verstarkten Einwanderung von CD3-immunpositiven
T-Zellen fihren und so eine verstarkte Neuroinflammation verursachen (ZHAO et al., 2020).
In der chronischen Phase der EAE in Cx47-KO-Mausen zeigen sich persistierend erhdhte
Level an CD3-immunpositiven T-Zellen im ZNS der betroffenen Versuchstiere, die mit einer
erhdhten Rickfallrate und einer aggravierten Klinik korrelieren (ZHAO et al., 2020). Dies ist
also nicht durch ein Versagen der Remyeliniserung zu erklaren, sondern durch ein verstarktes
proinflammatorisches Milieu, verursacht durch den Knock-out von Cx47. Normalerweise
nimmt in der chronischen Phase der EAE die Infiltration durch CD3-immunpositive T-Zellen
und Makrophagen ab. Durch den Knock-out von Cx47 werden jedoch immer mehr CD-
immunpositive T-Zellen rekrutiert und es kommt zu einem direkten neuronalen Schaden.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ablation von Cx47 Oligodendrozyt-Astrozyt-Gap
Junctions unterbricht und das ZNS-Gewebe in einen deutlich aggravierten
proinflammatorischen Zustand versetzt. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der PBN-
Gruppe vergleichen mit den anderen Versuchsgruppen eine deutliche Hochregulierung der
Expression von Cx47. Der in dieser Arbeit beobachteten Hochregulierung der Expression von
Cx47 in der PBN-Gruppe kann also ein neuroprotektiver Effekt beigemessen werden. Gestuitzt
wird diese Annahme dadurch, dass Krankheiten bei denen es zu Fehlpaarung von Gap
Junctions oder deren Unterbrechung kommt, im Allgemeinen mit dem Untergang von
Astrozyten und Oligodendrozyten, Vakuolenbildung im Myelin, Inflammation und
Einwanderung von Phagozyten einher gehen (LAPATO, TIWARI-WOODRUFF, 2018). Ein
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intaktes pangliales Netzwerk, dessen fester Bestandteil Cx47 ist, hat daher grof3e Bedeutung
fur die Aufrechterhaltung physiologischer ZNS-Funktionen (LAPATO, TIWARI-WOODRUFF,
2018).

Bisher eingesetzte Therapeutika konzentrieren sich nahezu ausschlieRlich auf immun-
modulatorische und immunsuppressive Ansatzpunkte, versprechen also nur einen Erfolg in
der Therapie der RRMS. Wenn es hingegen zum Ubergang in die SPMS kommt und somit
autoimmune Schadigungsmechanismen in den Hintergrund treten, zeigten die Therapeutika
keine oder nur geringe Wirkung. Daher sollte sich die Entwicklung zukunftiger Therapeutika
auf einen neuroprotektiven und reparaturbasierten Mechanismus konzentrieren. Auch hier ist
auf die Sonderstellung des PBNs hinzuweisen. Durch den Ansatz am Panx1 wirkt es einerseits
immunmodulatorisch und kann Einfluss auf die autoimmunvermittelten
Schadigungsmechanismen nehmen, andererseits ist ihm durch die beobachtete
Hochregulation der Expression von Cx47 ein neuroprotektiver Effekt zuzuschreiben
(CONSTANTINESCU et al., 2011).

6.6. Pannexine, Connexine und assoziierte Erkrankungen

Pannexine und Connexine sind essenziell, um die physiologischen Funktionen des ZNS
aufrecht zu erhalten. Connexine verbinden Neuronen durch die Bildung von Kanalen elektrisch
miteinander, in Gliazellen hingegen sind sie beteiligt an einer Reihe homdostatischer
Prozesse, wie der Pufferung von Kalium oder der Vermittlung glutamaterger Effekte
(BATTEFELD et al., 2016; GALARRETA, HESTRIN, 1999).

Aber auch para- und autokrine Kommunikation wird mittels Connexinen und Pannexinen
vermittelt, sodass sie eine wichtige Rolle in der Funktion und Plastizitat von Synapsen spielen
(PROCHNOW et al., 2012; THOMPSON et al., 2008). Dysregulation von Pannexinen und
Connexinen geht einher mit neurodegenerativen Erkrankungen und auch im Rahmen der
Entstehung von Epilepsien wird Pannexinen und Connexinen eine Rolle zugeschrieben. Es
kommt zur Entkopplung panglialer Gap Junctions, dadurch zur nicht-regulierten Freisetzung
von Neurotransmittern und dysregulierter neuronaler Aktivitdt (BEDNER et al., 2015;
MARKOULLIS et al., 2012).

Neuronale Gap junctions sind jedoch nicht nur an der Regulation der Erregbarkeit einer Zelle,
sondern auch an Prozessen wie Lernen und Erinnerung beteiligt. Cx36-KO-Mause zeigen ein
deutlich schlechteres rdumliches Lernvermdgen und eine schlechtere Objekterkennung als
Tiere, die Cx36 regular exprimieren. Des Weiteren kommt es zu einer Verschlechterung des
Kurz- und Langzeitgedachtnisses (FRISCH et al., 2005). Besonders die Pufferung von Kalium
stellt eine wichtige Aufgabe des panglialen Netzwerks dar. Astrozyten und Oligodendrozyten
in der Nahe der depolarisierenden Zelle nehmen Kalium auf und eliminieren es durch den

Abtransport mittels des Blutstroms. Dadurch kommt es zur Stabilisierung des Ruhepotentials
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der Zellmembranen. Ist der Abtransport insuffizient, sinkt die Stabilitdt des Ruhepotentials und
es kann zu spontaner Erregung der Neurone kommen (BATTEFELD et al., 2016). Bedenkt
man diesen Mechanismus wird schnell klar, dass ein reibungsloser Ablauf der Pufferung
essenziell ist, um epileptogene Potentiale zu verhindern. Entsprechend flihrt eine Stérung
dieses Ablaufs zu einer Ubererregbarkeit der Neuronen (APOSTOLIDES, TRUSSELL, 2013).
Pannexine und Connexine sind also wichtig flir die physiologische neuronale Erregbarkeit und
Resistenz des ZNS gegen Krampfanfalle (APOSTOLIDES, TRUSSELL, 2013).

Panx1 spielt aber nicht nur im Rahmen der Epilepsie eine Rolle, sondern durch seine Funktion
als ATP-Kanal auch bei der Entwicklung von neuropathischem Schmerz und beim Opioid-
Entzug. Durch die vermehrte Expression von Panx1 im Ruckenmark von Versuchstieren, die
neuropathischen Schmerz entwickeln, kommt es zur vermehrten Freisetzung von ATP. Die
ATP-Freisetzung resultiert in Mikrogliaaktivierung und Inflammation in den betroffenen
Regionen. Diese persistiert bei der Entwicklung von neuropathischem Schmerz.
Neuropathischer Schmerz kann also als Folge chronischer Inflammation, getriggert durch die
Freisetzung von ATP, betrachtet werden. Die Rolle von Panx1 an der Aufrechterhaltung dieser
Prozesse wird gestutzt durch die Beobachtung, dass Panx1-KO-Tiere keinen neuropathischen
Schmerz entwickeln (LAPATO, TIWARI-WOODRUFF, 2018). Auch die vorliegende Arbeit legt
nahe, dass Pannexine und Connexine durch ihre vielfaltigen Funktionen und die Beteiligung
an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen auch in Zukunft ein relevantes

Forschungsthema bleiben.

6.7. Versuchsaufbau und Ausblick

Betrachtet man die vorliegende Arbeit und ihre Ergebnisse, so ist zu beachten, dass die
GruppengrofRe mit n=3 klein ist. Manche Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen hatten
sich eventuell erst bei der Einbeziehung gréRerer Versuchsgruppen dargestellt. Dennoch
zeigten sich auch bei dieser kleinen Entitat signifikante Unterschiede, einerseits bei der
Quantifizierung inflammatorischer Parameter zwischen EAE- und Kontrolltieren, andererseits
auch bei den ultrastrukturell-morphologischen Auswertungen.

Die Versuchstiere fur die vorliegende Arbeit wurden randomisiert einer grof3eren Population
entnommen. Im Vergleich der beiden Populationen miteinander ist zu beachten, dass die Tiere
der EAE-Gruppe der Gesamtpopulation mit einem durchschnittlichen klinischen Score von 4
schwerer erkrankt waren als die Tiere der Subpopulation der vorliegenden Arbeit, welche im
Durchschnitt einen klinischen Score von 3 erreichten.

Des Weiteren gilt es zu bedenken, das jeweils nur ein N. opticus der betroffenen Tiere
aufgearbeitet wurde, so dass Gefrierschnitte angefertigt werden konnten. Der zweite N.
opticus wurde in Paraffin eingebettet. Interessant ware, in zukinftigen Studien das verbliebene

Material der Versuchstiere aus beiden Fixierungsmethoden zu vergleichen und unter dem
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Aspekt zu analysieren, ob sich ein ahnlicher Befund in beiden Nn. opticii erheben lasst. Gerade
beim Menschen dulert sich eine optische Neuritis in der ersten Attacke unilateral und erst im
Verlauf kann es zur Beteiligung des zweiten N. opticus kommen (CELLINA et al., 2019). Es
wird beschrieben, dass nicht alle Nn. optici von EAE induzierten Versuchstieren eine optische
Neuritis entwickeln (CELLINA et al., 2019). Dies ist jeweils nur ein sehr kleiner Bestandteil der
gesamten Versuchsgruppe, kénnte jedoch dafiir Erklarung sein, dass sich z.B. in einem
Versuchstier der Solvent-Gruppe nahezu keine Pathologie im N. opticus nachweisen liel3. An
dieser Stelle ware es besonders interessant, vergleichend den in Paraffin eingebetteten N.
opticus zu analysieren. Ebenso wird auch beschrieben, dass es zu einem zweizeitigen Befall
der Nn. optici kommen kann (Lin T. H. et al. 2017), auch dies kénnte eine Erklarung fur die
unterschiedlich starke Auspragung der NNO zwischen den Versuchsgruppen sein.

Die Infiltration durch Immunzellen und die Inflammation im N. opticus beginnt an dessen
augennahen Anteil, da hier die Blut-Hirn-Schranke durchlassiger ist als im weiteren Verlauf
des Nervs. Dadurch zeigt zu Beginn der EAE der Anfangsteil des N. opticus eine starkere
Pathologie, mit Fortschreiten der klinischen Symptomatik kommt es jedoch auch zu einem
globaleren Befall des N. opticus (MANOGARAN et al., 2018). Bei der Einbettung und
Ausrichtung der Nn. optici beim Anfertigen der Gefrierschnitte wurde die Position des Nerven
(Chiasma-nah versus augenah) nicht beachtet. Es wurden Serienschnitte angefertigt, um eine
moglichst groRe Distanz innerhalb des Nervens abzubilden, trotzdem bleibt nach Anfertigung
der Schnitte eine gewisse Menge Gewebe Ubrig. Bei manchen Tieren ist dieser nicht-
analysierte Teil der augenahe Anteil, bei anderen der Chiasma-nahe Anteil. Bei
weiterfiUhrenden Studien ware die reproduzierbare Positionierung der Nerven ein wichtiger
technischer Aspekt, um vergleichbare Daten zu erhalten. Des Weiteren ware es spannend,
eine Methode zu entwickeln, mit der Iangerstreckige Langsschnitte angefertigt werden kdnnen,
da diese den besten Uberblick (iber alle im N. opticus ablaufenden Prozesse liefern wiirden.
In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass sich schon vor Beginn der klinischen
Symptomatik eine Infiltration durch Immunzellen in den Meningen des N. opticus darstellen
lasst (FAIRLESS et al., 2012). Daher koénnte ein interessanter Vergleich sein, ob sich dies
auch in den Meningen des Rickenmarks darstellen lasst.

Ebenso liel} sich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen nachweisen, dass es in den Nn.
optici vor Beginn der Demyelinisierung zum Zeitpunkt des Zellddems bereits zur Vakuolen-
bildung zwischen Axolemm und Myelinscheide sowie zur Atrophie der Axone gekommen war
(FAIRLESS et al.,, 2012). Es konnte also auch die Auswertung der hier vorliegenden
elektronenmikroskopischen Aufnahmen unter diesen Gesichtspunkten erfolgen und in einem

weiteren Schritt ein Vergleich mit PBN-behandelten Tieren durchgefihrt werden.
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Zudem ist anzumerken, dass bereits viele Untersuchungen den Nachweis von Cx32 im
Rahmen der EAE betreffend erfolgt sind, sodass sich in der vorliegenden Arbeit gegen die
erneute Untersuchung unter diesem Gesichtspunkt entscheiden wurde.

Inzwischen gibt es neue EAE-Induktionsprotokolle, welche durch die Verwendung von MOG:.
125, statt klassisch MOGss.s5, eine B-Zell-abhangige Form der EAE induzieren (JOLY et al.,
2022). Hierbei zeigt sich eine mildere Auspragung der EAE verglichen mit den klassischen
Induktionsprotokollen. Es kommt zu anhaltenden Einschrankungen der Sehscharfe durch
anhaltende Inflammation in den Nn. optici, jedoch ohne Tod der RGZs, sowie zu reversiblen
retinalen Einschrankungen (JOLY et al., 2022). Damit wird die B-Zell-abhangige-EAE zu einem
interessanten Modell, um Therapien zu testen, welche auf den Erhalt der Oligodendrozyten
und Axone ausgerichtet sind (JOLY et al., 2022). Insgesamt werden B-Zell basierte Modelle
durch die Prasentation von Autoantikorpern an Th-Zellen zu immer wichtigeren
Forschungsmodellen um die Beteiligung des Myeloiden Systems an der Entstehung einer MS
besser zu verstehen (GUPTA et al., 2023; THOMANN et al., 2023).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine EAE auch in optischen
Nerven symptomatisch wird und in Inflammation, Zellinfiltration, Demyelinisierung sowie ultra-
strukturellen Veranderungen resultiert. Die Applikation des Pannexin-Inhibitors PBN resultierte
zum analysierten Zeitpunkt im optischen Nerv lediglich in einer Erhéhung der Cx47-Protein-
expression. Die funktionelle Bedeutung dieser Daten bleibt in weiterfihrenden Studien zu

klaren.
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