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1 EINLEITUNG

1.1 MULTIPLE SKLEROSE

1.1.1 UBERBLICK

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzindliche Entmarkungserkrankung aes
Zentralen Nervensystems (ZNS). Erstmalig umfassend wurde das Krankheitshild von Jean
Martin Charcot 1868 beschrieben. Er verwies auf die klassische Symptomtrias Nystagmus,
Intentionstremor und skandierende Sprache, dabei vermutete er bereits einen
Markscheidenverlust als Ursache der Symptome. Mittlerweile wird eine weitaus grofere
Anzahl an Symptomen der Erkrankung zugeschrieben. Ihren pathogenetischen Ursprung
haben diese in entzundlichen L&sionen in unterschiedlichsten Regionen des ZNS. Die
zugrunde liegende Entziindung ist von einem diskontinuierlichen Zerfall der Myelinscheiden
und zusétzlich von axonalem und neuronalem Schaden begleitet. Dabei ist die Destruktion der
Nervenzellen aufgrund ihrer Irreversibilitdt von besonderer Bedeutung. Wahrend die anti-
inflammatorische Therapie und Schubprophylaxe in den letzten Jahren eine enorme
Weiterentwicklung erfahren haben, bleibt ein zufriedenstellender Therapieansatz
chronisch progredienten Verlaufe, die hauptsachlich durch die Neurodegeneration bedingt
sind, noch aus. So erscheint es essentiell, neben den zahlreichen etablierten anti-
inflammatorischen Therapien neuroprotektive Ansdtze zur Prophylaxe von bleibenden

Behinderungen zu suchen.

1.1.2 EPIDEMIOLOGIE

Bei der Mehrzahl der Patienten manifestiert sich die MS im Alter zwischen 20 und 40 Jahren.
Besonders an der schubférmigen Verlaufsform erkranken Frauen doppelt so héaufig wie
Ménner. Wéhrend bis in die achtziger Jahre die damalige Diagnostik nach den Schuhmacher-
Kriterien einen Krankheitsbeginn im Alter zwischen 10 und 50 Jahren forderte (Schumacher
1974), wird heutzutage eine Manifestation der Erkrankung vor dem 10. Lebensjahr nicht
ausgeschlossen (Ruggieri et al. 1999). Zusatzlich ist bekannt, dass das Auftreten der MS
sogar jenseits der 8. Lebensdekade mdglich ist (Noseworthy et al. 1983).

Die Erkrankung betrifft weltweit schatzungsweise eine Millionen Menschen und ist damit die
haufigste neurologische Erkrankung des jungen Erwachsenenalters, die nicht traumatischer

Genese ist (Flachenecker et al. 2005). Regionen mit hohem Erkrankungsrisiko und



Prévalenzraten tber 30 pro 100 000 Einwohner sind Europa, Nordamerika und Australien
(Kurtzke 1985). Etwa 8 % der in unseren Breitengraden in neurologischen Kliniken
behandelten Patienten leiden an MS (Poeck und Hacke 1998). Betrachtet man die weltweite
Verteilung, wird sichtbar, dass die Prdvalenzraten einem Gradienten folgen, wobei die
Erkrankung in Aquatorndhe selten ist und in Richtung der Pole stetig zunimmt (Kurtzke
1980).

Aus Migrationsstudien wird ersichtlich, dass die Umsiedelung aus einer Hochrisikoregion wie
Europa in eine Region mit niedrigem Erkrankungsrisiko zu einer Aneignung des Risikos der
neuen Umgebung fuhrt, und umgekehrt (Gale and Martyn 1995). Allerdings wird dieses

Phanomen nur beobachtet, wenn die Migration vor dem 15. Lebensjahr stattfindet.

1.1.3 ATIOLOGIE

Die genaue Atiologie der MS ist bislang ungeklart, jedoch kann sie aufgrund der bisherigen
Erkenntnis Uber ihre Pathogenese einer Gruppe von chronisch entziindlichen Erkrankungen
zugeordnet werden, deren gemeinsamer Nenner pathogene Mechanismen sind, die durch ein
Zusammenspiel ~ von  genetischen  Faktoren, Umwelteinflissen und  zelluléren
Immunreaktionen zustande kommen. Uber die Jahre wurden unterschiedlichste Hypothesen
aufgestellt, die jedoch alle nicht endgtiltig beweisend waren.

Die MS ist eine polygenetische Erkrankung, wobei die einzelnen beeinflussenden Gene noch
nicht genau bekannt sind (Sawcer et al. 2002). Es ist inzwischen allgemein anerkannt, dass
genetische Faktoren, welche die Reaktionsweise des Immunsystems kontrollieren, mit der
Pathogenese in Zusammenhang gebracht werden kdnnen. Besonders intensiv erforscht ist die
Beziehung der MS zum humanen Leukozytenantigen (HLA; Haines et al. 1996). Die
Empfanglichkeit fur MS ist signifikant assoziiert mit dem Tragen des HLA-DR2-Allels
(Madsen et al. 1999).

In Zwillingsstudien wurde bei monozygoten Zwillingen eine Konkordanzrate von 30 %
bezuglich der Krankheit gefunden, wéhrend zwischen zweieiigen Zwillingen lediglich in 3 %
und bei Geschwistern in 2 % eine Ubereinstimmung der Erkrankung zu finden ist (Ebers et al.
1986; Oksenberg und Barcellos 2000). Es wird somit erkenntlich, dass der MS zwar in
einigen wenigen Fallen eine genetische Komponente zugeschrieben werden, sie jedoch nicht
als reine genetische Erkrankung gelten kann.

Andere Studien weisen auf eine infektiose Atiologie der MS hin und suggerieren, dass eine
frihe Infektionen durch das Humane Herpesvirus 6 (Soldan et al. 1997), das Masernvirus



(Burgoon et al. 1999) oder das Epstein-Barr-Virus (Ascherio et al. 2001; Aloisi et al. 2008)

eine erhdhte Erkrankungswahrscheinlichkeit mit sich zieht.



1.1.4 PATHOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE

Bei der MS handelt es sich um einen chronisch entziindlichen Entmarkungsprozess im ZNS.
Dieser Entmarkungsprozess weist Pradilektionsstellen fur die Sehnerven, den Hirnstamm, das
Ruckenmark, das Kleinhirn und die periventrikulare weiRe Substanz auf. Das wichtigste
morphologische Charakteristikum stellt der Nachweis von multifokalen, entmarkten und
scharf begrenzten Plaques dar. Diese Plaques entstehen auf dem Hintergrund einer
entzlindlichen Reaktion, die vorwiegend aus T-Lymphozyten und Makrophagen besteht.
Daneben koénnen in geringen Mengen auch B-Lymphozyten und Plasmazellen gefunden
werden. Zudem ist die Entziindungsreaktion mit einer Hochregulation unterschiedlichster
Zytokine wie beispielsweise des Interleukins-2 (IL-2) und des Tumornekrosefaktors-o
(TNF-o) assoziiert (Cannella und Raine 1995).

Obwohl Léasionen unterschiedlicher Patienten ein dahnliches Entziindungsmuster aufweisen, ist
es in den letzten Jahren gelungen, eine in vier Gruppen eingeteilte Klassifikation aufzustellen,
die die verschiedenen Muster der Myelindestruktion definiert (Ascherio et al. 2001; Lassmann
et al. 2001; Briick und Stadelmann 2005). In Typ-I- und Typ-II-L&sionen sind hauptsachlich
aktivierte Makrophagen und T-Lymphozyten an dem Entmarkungprozess beteiligt, wobei in
Typ-11-Lasionen zusétzlich Immunglobuline und aktivierte Komplementkomponenten
gefunden werden kdnnen. Die Remyelinisierung ist in diesen beiden L&sionen ausgepragt.
Typ-111- und Typ-1V-Lé&sionen weisen zwar ein sehr dhnliches entziindliches Infiltrat wie Typ
| auf, sind jedoch durch eine ausgeprédgte  Oligodendrogliopathie  und
Oligodendrozytenapoptose von den restlichen zwei Typen zu unterscheiden. Die verringerte
Zellzahl der Oligodendrozyten in Typ-1V-Lé&sionen befindet sich hauptsachlich in der der
Plague benachbarten weilRen Substanz und fuhrt dort dann zu einer sekundéren Entmarkung.
Diese Einteilung in vier histologisch verschiedene Typen stellt einen Versuch dar, eine
gewisse Ordnung in das heterogene Krankheitsbild der MS zu bringen, um eine speziell flr
jeden der Subtypen perfektionierte Therapie etablieren zu kénnen. Die vielseitige Auspragung
der MS, die sowohl auf histologischer, als auch auf makroskopischer und klinischer Ebene zu
finden ist, zieht ndmlich nicht nur eine gewisse Komplexitat im Verstandnis der Erkrankung
mit sich, sondern erschwert auch die Suche nach idealen, individuell angepassten
Therapiekonzepten.

MS-Lasionen kénnen entsprechend ihrer Entmarkungsaktivitét in aktive und inaktive Plaques
unterteilt werden. Dabei sind der Aktivierungszustand der Makrophagen und die Phagozytose
von Mpyelinabbauprodukten verlassliche Indikatoren eines aktiven Entmarkungsprozesses

(Bruck et al. 1995). Chronisch inaktive Lasionen lassen eine ausgepragte fibrillare Gliose,



eine geringe Zellzahl einschlieRlich der myelinbildenden Oligodendrozyten und keinen
aktiven Myelinabbau erkennen.

Auch die Axone in MS-Lasionen bleiben vom degenerativen Prozess nicht verschont (Charcot
1868; Kornek und Lassmann 2003). Vor allem in akuten Herden findet man eine deutlich
verringerte Axondichte, die schon im Frihstadium der Krankheitsentwicklung nachweisbar
ist (Ferguson et al. 1997) und auf einem niedrigeren Niveau wahrend der folgenden Jahre
persistiert (Kuhlmann et al. 2002). Zusatzlich zu der Axondegeneration treten auch direkte
Schaden an Neuronen auf (Peterson et al. 2001). Forschungsergebnisse in den letzten Jahren
zeigten, dass die Schadigung von Axonen eine der wichtigsten morphologischen Ursachen fiir
eine permanente klinische Behinderung ist (Stoll und Mdller 1999; Bjartmar und Trapp
2001). Magnetresonanztomographische (MRT-) Studien konnten diese Hypothese bestétigen.
In der T;-gewichteten Sequenz, welche wegen des stérkeren Signals eine bessere
Gewebeauflosung, aber einen geringeren Gewebekontrast als T,-gewichtete Sequenzen
aufweist, korrelierte sowohl das Volumen der hypointensen Lésionen (,,black holes®), als
auch das AusmalR der Hirnatrophie, beides allgemein akzeptierte Marker fiir axonale
Schédigung, mit dem Behinderungsgrad (Grimaud et al. 1999; Fisher et al. 2000; Paolillo et
al. 2000). Wesentlich genauer kann die axonale Schadigung mittels Azetylaspartat-Messung
wéhrend einer magnetresonanzspektroskopischen (MRS-) Untersuchung quantifiziert werden.
Azetylaspartat ist ein Metabolit, welcher nur in neuronalen Strukturen des ZNS zu finden ist.
Auch diese Untersuchung deutet auf eine Korrelation von Axondegeneration und klinischer
Einschrankung bei MS-Patienten hin (Matthews et al. 1998; De Stefano et al. 2007).

Neuere neuropathologische Studien zeigen auch, dass diese Ld&sionen nicht nur einen
Entmarkungsprozess, sondern auch Zeichen der Remyelinisierung aufweisen. In chronischen
Herden ist die Wiederherstellung der Myelinscheiden oft inkomplett, wéhrend sie in akuten
und frihen Plaques meist den gesamten Lasionsbereich erfasst (Brick et al. 2003). Durch die
inkomplette Remyeliniserung in chronischen Ldsionen kann die fehlende Remission von
Schiiben nach einer langeren Krankheitsdauer sehr gut erkléart werden. Per definitionem wird
ein zuvor ladiertes Areal mit vollstandiger Remyelinisierung Markschattenherd genannt.
Diese Markschattenherde sind gegenilber der gesunden weiflen Substanz scharf abgrenzbar
und weisen im Vergleich zu gesunden Markscheiden eine geringere Anfarbbarkeit des

Myelins auf.



1.1.5 KLINIK

Die Symptome der MS konnen sehr unterschiedlich sein. Es treten spastische Paresen, Gang-
und Extremitatenataxien, Koordinationsstérungen, sowie Parésthesien und Blasen- oder
Sexualdysfunktionen auf. Zusétzlich sind Mudigkeit sowie Ged&chtnis- und
Aufmerksamkeitsstorungen typisch. Die haufigste pathologische Auffélligkeit in der
MS-Diagnostik spiegeln Pyramidenbahnlasionen wider, welche sich in der Kklinischen
Untersuchung unter anderem anhand von gesteigerten Muskeleigenreflexen und einer
spastischen Tonuserhéhung der Muskulatur darstellen.

Die Optikusneuritis hat fir die Friihdiagnostik eine besondere Bedeutung. Rund 30 % der
Patienten mit einer bestdtigten MS weisen eine Optikusneuritis bei Erstmanifestation der
Erkrankung auf (Wikstrom et al. 1980). Die Entziindung des Nervus opticus duf3ert sich bei
Patienten mit dem Gefuhl des Verschwommen- oder Verschleiert-Sehens und/oder einer
Visusminderung unterschiedlichen AusmaRes. Haufig sind wahrenddessen auch gewohnliche
Augenbewegungen von supraorbitalen oder orbitalen Schmerzen begleitet. Diese bilden sich
meist spontan und vor Erholung des Visus zurtick. Nach einer akuten Optikusneuritis kann in
etwa 90 % der Falle mit einer guten Erholung des Visus gerechnet werden (Barnes und
McDonald 1992).

Der Krankheitsverlauf der MS ist heterogen. Es gibt drei unterschiedliche Verlaufsformen
(Lublin und Reingold 1996). Der klinische Verlauf der MS kann schubférmig, primar
chronisch progredient oder sekundar chronisch progredient erscheinen. Der schubférmige
Verlauf ist definiert durch klare Schiube mit vollstandiger Remission oder verbleibenden
Residuen, wobei in Intervallen zwischen den Schiben keine Krankheitsprogression zu
verzeichnen ist. Von einem primér chronisch progredienten Verlauf spricht man, wenn eine
konstante Verschlechterung von Krankheitsbeginn an besteht. Gelegentliche Plateaus und
geringfugige Verbesserungen sind dabei mdglich. Die sekundar chronisch progrediente MS
ist durch einen initial schubférmigen Verlauf charakterisiert, dem eine Phase der progressiven
Verschlechterung mit gelegentlichen Schiiben, geringfigigen Remissionen oder Plateaus

folgen kann.

1.1.6 THERAPIE
Aufgrund der klinisch unterschiedlichen Manifestation der Krankheit und der recht grof3en
Anzahl an moéglichen Symptomen muss das Therapiekonzept auf jeden Patienten individuell
abgestimmt werden. Prinzipiell gibt es drei verschiedene therapeutische Ansétze: die den
Verlauf beeinflussende Langzeittherapie, die Schubtherapie und die symptomatische
Therapie. Meist gilt es, eine Kombination dieser drei Therapieansatze zu finden.
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Bitsch und Brick (2002) befurworten aufgrund ihrer neuropathologischen Studien eine
Therapie, welche auf die histopathologischen Muster der Erkrankung abgestimmt ist. Es gibt
Hinweise, dass Félle des Typ-IlI-Musters auf Plasmapherese gut ansprechen, wéhrend Félle
der Muster I und 111 nach Behandlung mit Plasmapherese keine Besserung zeigen (Keegan et
al. 2005).

Zur Therapie eines akuten Schubes werden Glukokortikoide gegeben (Goodin et al. 2002).
Diese wirken gleichzeitig anti-inflammatorisch und anti-0dematds. Belegt ist, dass
Glukokortikoide einen Besserungszustand nach MS-Schiiben beschleunigen, jedoch findet
sich langfristig keine Verringerung der funktionellen Defizite (Andersson und Goodkin
1996). Wahrscheinlich hemmen Glukokortikoide auch die durch den Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und das Interferon-y (INF-y) vermittelte Apoptose der Oligodendrozyten (Melcangi
et al. 2000). Allerdings wurde auch gezeigt, dass sie im Tiermodell den neuronalen Zelltod
fordern konnen (Diem et al. 2003).

Zur  Langzeittherapie und Schubprophylaxe konnen immunmodulatorische und
immunsupprimierende Substanzen eingesetzt werden. So finden als erste Wahl p-Interferon
(Bayas und Gold 2003; Rieckmann 2006; Kleinschnitz et al. 2007) oder Glatiramerazetat
Verwendung (Rieckmann 2009). Bei aktivem Krankheitsverlauf kann eine Therapieeskalation
mittels Natalizumab oder Mitoxantron vorgenommen werden (Putzki et al. 2009; Rieckmann
2009).

So zahlreich die anti-inflammatorischen Therapieoptionen sind, findet sich momentan jedoch
noch keine Madoglichkeit, das Fortschreiten der Krankheit zu stoppen. Gerade eine
Kombination aus einer neuroprotektiven und einer anti-inflammatorischen Therapiestrategie
erlaubt Hoffnung, da somit nicht nur mikroskopisch sichtbar entziindliche Veranderungen
eingeddmmt werden konnen, sondern auch eine klinische Verbesserung erreicht werden kann.
So zeigen aktuelle Studien bei MS-Patienten mit chronisch progredientem Krankheitsverlauf,
dass die aktive Entzindungsreaktion durch die Applikation von Alemtuzumab, einem
monoklonalem Antikorper, unterdriickt werden kann, wahrend ein Behinderungsprogress
dabei nicht aufzuhalten ist (Coles et al. 2006). Das Fortschreiten der funktionellen Defizite
kann mit grofRer Wahrscheinlichkeit auf die ungehinderte Neurodegeneration zuriickgefiihrt
werden und verdeutlicht somit die Notwendigkeit einer ergdnzenden neuroprotektiven

Behandlungsmaoglichkeit flir MS-Patienten.
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1.2 TIERMODELLE DER MULTIPLEN SKLEROSE

1.2.1 EXPERIMENTELLE AUTOIMMUNE ENZEPHALOMYELITIS (EAE)

Die pathogenetisch orientierte Forschung bei neurologischen Erkrankungen des Menschen ist
aufgrund der schlechten Zuganglichkeit des ZNS auf experimentelle Modelle angewiesen.
Gerade fur Krankheiten wie die MS, deren Pathomechanismus noch nicht komplett
verstanden wird, ist es von Bedeutung, die klinischen, pathologischen und immunologischen
Verénderungen anhand krankheitsspezifischer Modelle moglichst wahrheitsgetreu wieder zu
geben, um Ruckschlisse auf die Pathogenese der Erkrankung ziehen zu kénnen. Das Modell
der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) findet in der derzeitigen
MS-Forschung hdufigen Gebrauch.

Einen groRen Betrag zur Entwicklung der EAE leisteten die beiden Forscher Rivers und
Schwentker, die im Jahre 1935 zeigten, dass die Immunisierung von genetisch suszeptiblen
Affen mit Hirngewebe zur Entwicklung einer Enzephalomyelitis fuhrt. Daraufhin wurden die
Hirnhomogenate durch mehrere Forschungsgruppen auf potentiell enzephalitogene
Einzelbestandteile untersucht. Die Ergebnisse zeigten zum grof3en Teil eine Beteiligung der
Myelinproteine. Das am langsten bekannte Protein dieser Gruppe ist das basische
Myelinprotein MBP (Kies et al. 1965; Ben-Nun et al. 1981). Eine Immunisierung mit MBP
fuhrt zur Auspragung einer akuten allergischen Enzephalomyelitis, eine entziindliche
Erkrankung des ZNS ohne nennenswerte Entmarkung. Weitere Autoantigene, die eine
hauptsachlich inflammatorische EAE induzieren, sind unter anderem das Proteolipid-Protein
PLP (Cambi et al. 1983; Sobel et al. 1986), das Myelin-assoziierte Glykoprotein MAG
(Weerth et al. 1999) sowie das Myelin-assoziierte Oligodendrozyten-Basisprotein MOBP
(Kaye et al. 2000).

1.2.2 MOG-INDUZIERTE EAE

Eines der wichtigsten Zielantigene in der Pathogenese der entmarkenden Enzephalomyelitis
ist das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG; Linington et al. 1993). Dieses aus 218
Aminosauren bestehende Glykoprotein ist auf myelinbildenden Zellen des ZNS
membranstandig und somit nicht nur fur aktivierte T-Zellen, sondern auch fir entmarkende
Antikdrper erkennbar. Diese Kombination aus autoimmuner T-Zell-Reaktion und humoraler
Immunantwort spiegelt das histopathogenetische Erkrankungsbild von MS-Patienten sehr gut
wider (Linington et al. 1993; Storch et al. 1998a). Die MOG-EAE bei Ratten fihrt in etwa

90 % der Falle zu einer Optikusneuritis, die auch beim Menschen ein typisches Symptom der
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Erstmanifestion einer MS ist (Storch et al. 1998b). Mehrere Studien der letzten Jahre zeigten
auflerdem, dass die histopathologische und symptomatische Heterogenitat der MS-Patienten
durch die MOG-induzierte EAE reproduziert werden kann (Storch et al. 1998b; Storch et al.
2006). Anhand von unterschiedlichen Agenzien, die dem Immunogen hinzugefihrt werden,
oder durch den Gebrauch unterschiedlicher Rattenstamme (Sattler et al. 2008a) kann die
Klinik der Tiere namlich in gewissem Mafe modifiziert werden.

Zusétzlich &hnelt die axonale Degeneration im MOG-induzierten EAE-Modell weitgehend
dem Degenerationsprozess, den die humane Erkrankung mit sich zieht (Kornek et al. 2000).
Durch die Mdglichkeit der stereotaktischen Applikation eines fluoreszierenden Farbstoffes in
den Colliculus superior konnen die retinalen Ganglienzellen (RGZ) selektiv angefarbt
werden. Des Weiteren ist bekannt, dass bei der EAE der Entziindungsprozess am Sehnerven
von einer friihen Degeneration der RGZ begleitet ist (Meyer et al. 2001). Dabei korreliert die
reduzierte neuronale Zelldichte mit den Funktionsdefiziten der Tiere, die unter anderem
anhand von visuell evozierten kortikalen Potentialen untersucht werden kdnnen. Durch die
Maoglichkeit einer farblichen Markierung der RGZ und auf Basis der zuvor beschriebenen
Ergebnisse von Meyer et al. lassen sich somit nicht nur anti-inflammatorische, sondern auch
neuroprotektive Therapieansatze erproben.

Aktuelle Therapiestudien, welche unter Zuhilfenahme des MOG-induzierten EAE-Modells
durchgefiihrt wurden, veranschaulichen dartber hinaus die zunehmend wichtiger
erscheinende Rolle einer potentiellen Monotherapie, die die Reduktion von sowohl
Entzindung als auch neuronalem Zelltod ermdoglicht. Zwei der aktuellen
Standardmedikamente der MS-Therapie, Methylprednisolon (Diem et al. 2003) und
Interferon-pB-1a (Sattler et al. 2006), erwiesen sich dabei als sehr wirksam gegen die
entzundliche Infiltration, Demyelinisierung und gegen den axonalen Schaden. Jedoch wurde
keine wesentliche Protektion der RGZ und somit kein funktionell relevanter Effekt
festgestellt. Gegenteilig dazu verhielt es sich mit dem Glykoprotein-Hormon Erythropoietin
(Epo; Sattler et al. 2004), dem ziliaren Nervenwachstumsfaktor (CTNF; Maier et al. 2004)
und dem oral verfugbaren Analgetikum Flupirtin (Sattler et al. 2008b). Diese Substanzen
schienen zwar neuroprotektiv wirksam zu sein, hatten dabei allerdings keinen maligeblichen
Einfluss auf den entzindlichen Prozess. Demnach wurden Kombinationen aus einer
neuroprotektiv wirksamen und einer anti-inflammatorischen Substanz untersucht. Dazu wurde
den EAE-Tieren dieser Versuchsreine Methylprednisolon unter gleichzeitiger Applikation
von Epo verabreicht (Diem et al. 2005). In einer weiteren Studie wurde die

Kombinationsbehandlung von Flupirtin und Interferon-f-1a getestet (Sattler et al. 2008b). Die
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gleichzeitige Behandlung von zwei Substanzen erwies sich im Tiermodell prinzipiell als
erfolgreich. Inzwischen wird zur weiteren Untersuchung der Kombinationsbehandlung aus
Methylprednisolon und Epo eine klinische multizentrische Phase-11-Studie durchgefihrt
(VisionProtect-Studie; PD Dr. med. Ricarda Diem; Universitatsklinikum Homburg/Saar).
Idealerweise sollte zur Reduktion von Entzindung und neuronalem Zelltod eine
Monotherapie gefunden werden, sodass das Nebenwirkungsprofil mdglichst gering gehalten

werden kann und potentielle Medikamenteninteraktionen vermieden werden kdnnen.

1.3 LENKMOLEKULE (,, GUIDANCE MOLECULES%)

1.3.1 AXONREGENERATIONS-HEMMENDE LENKMOLEKULE

ZNS-Lé&sionen jeglicher Art, auch entziindliche Plaques bei MS-Patienten, sind durch eine
gliale Reaktion, inflammatorische Prozesse und Wundheilungsvorginge charakterisiert,
wobei die gliale Reaktion einen wesentlichen Beitrag zur Ausbildung von permanenten
klinischen Behinderungen liefert (Briick und Stadelmann 2003). In den geschadigten Arealen
findet sich ein Bild von komplexer zelluldrer und molekularer Interaktion mit dem Ziel der
Regeneration des initial zerstorten Gewebes (Fitch et al. 1999). Dabei scheint die gliale
Antwort auf ZNS-Verletzungen unterschiedlichster Pathologien weitgehend &hnliche
histopathologische Eigenschaften zu zeigen (Fawcett und Asher 1999).

Das Endprodukt dieses Vorganges ist die gliale Narbe. Interessanterweise zeigen geschadigte
Axone innerhalb dieser Lé&sionen keine oder eine nur sehr geringe Eigenaktivitat zur
Wiederherstellung ihrer Struktur (Silver und Miller 2004). Dieses Phdnomen scheint auf den
ersten Blick verwunderlich, denn, wahrend friiher angenommen wurde, dass die Nervenfasern
im adulten ZNS ihre Féhigkeit zur Regeneration verloren haben (Le Gros Clark 1943), ist seit
geraumer Zeit bekannt, dass Axone unter experimentellen Bedingungen sogar innerhalb von
Lé&sionsarealen langsam wieder aussprossen konnen (Liu und Chambers 1958; Guth et al.
1985). Zusatzlich konnte kurzlich ein Regenerieren von tberlebenden Axonen uber kurze
Distanzen in auBerhalb der Lé&sion gelegene Bereiche nachgewiesen werden (Freund et al.
2006; Taylor et al. 2006). In vivo allerdings scheint die axonale Regeneration weitaus
komplexeren Mechanismen zu unterliegen. Mikroskopische Untersuchungen gaben Einblick
in eine sehr rasch fortschreitende Dystrophie der Wachstumskegel ladierter Axone (Li und
Raisman 1995; Misgeld und Kerschensteiner 2006). Der Wachstumskegel beschreibt die
bewegliche, durch Aktinfilamente stabilisierte Erweiterung eines sich entwickelnden Axons,

die auf extern prisentierte Lenkmolekiile (,,guidance molecules®) in Form eines
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Wachstumsvorganges in eine definierte Richtung reagieren kann. Der dystrophe
Wachstumskegel ist jedoch im Verglich zu seinem intakten Korrelat keineswegs als
regungslose Struktur zu betrachten. So wird er im Falle einer axonalen Verletzung nur in
einen Ruhezustand versetzt (Tom et al. 2004) und kann daher nicht alleinig fur die fehlende
oder stark eingeschrénkte Axonregeneration verantwortlich gemacht werden. Mittlerweile ist
bekannt, dass in passender Umgebung nicht nur korpuskuldre Anteile diesen hemmenden
Effekt auf regenerierende Axone austben. Vielmehr scheint daftr ein komplexes
Zusammenspiel von ladierter Umgebung, aktivierten, sekretorischen Zellen und bestimmten
Lenkmolekilen verantwortlich zu sein. Wie in diesem Paragraph beschrieben, existieren also
einige Lenkmolekile mit zweierlei Funktion. Einerseits agieren sie fur das wachsende Axon
richtungsbestimmend, andererseits konnen sie in einem passenden Milieu die axonale
Regeneration hemmen.

In diesem Zusammenhang wird unter anderem das Lenkmolekiil Nogo-A diskutiert (Prinjha
et al. 2000; Chen et al. 2000; GrandPré et al. 2000). Mehrere Studien der letzten Jahre
konnten durch die Behandlung mit einem neutralisierenden Antikorper gegen Nogo-A eine
Verbesserung und Verzégerung der lokomotorischen Behinderung aufgrund einer erhthten
Rate an Axonregeneration in Rattenmodellen mit Rickenmarkslasionen verzeichnen
(Bregman et al. 1995; Merkler et al. 2001). Kirzlich wurde von Karnezis et al. (2004) sogar
die Antikorperbehandlung gegen Nogo-A im entzlndlich degenerativen EAE-Modell
untersucht. Es konnte dabei eine neuroprotektive Wirkung, welche sich in einer
Verminderung der klinischen Behinderungen &uRerte und histologisch durch eine niedrigere

Rate an ladierten Axonen nachweisbar war, beobachtet werden.

1.3.2 REPULSIVE GUIDANCE MOLECULE

Eine weiteres Lenkmolekll mit ahnlicher repulsiver Wirkung auf die Axonregeneration ist
das Repulsive Guidance Molecule (RGM; Stahl et al. 1990; Miller et al. 1990; Matsunaga et
al. 2006). Urspriinglich wurde das Protein RGM auf der Suche nach Lenkmolekilen, die die
retinotektale Projektion von RGZ beeinflussen, gefunden. Es zeigte sich durch
in-vitro-Analysen, dass RGM die Destruktion von temporalen, aber nicht von nasalen
Wachstumskegeln der RGZ induziert und damit eine axonspezifische, repulsive Aktivitat an
den Tag legt (Monnier et al. 2002). Zuvor konnte dies schon fiir die Lenkmolekile Ephrin A2
und Ephrin A5 im retinalen Projektionssystem gezeigt werden (Drescher 1997; Wahl et al.
2000).
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RGM ist ein 33 kDa groRes, membrangebundenes Glykoprotein, das keine
Sequenzhomologie zu anderen Lenkmolekilen aufweist (Matsunaga et al. 2004). Seine
Struktur besteht aus einem Signalpeptid am N-terminalen Ende und einem C-terminalen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker. Des Weiteren weist das Molekil ein Strukturelement
des von-Willebrand-Faktors Typ D sowie einer bestimmten Aminoséuresequenz auf, der
RGD-Struktur (Arginin - Glycin - Asparaginsaure), welche in Zell-Zell-Interaktionen mit
noch weitgehend unbestimmter Funktion involviert ist (Monnier et al. 2002). Zusatzlich
wurde eine hochkonservierte Sequenz gefunden, die allen Mduse-RGMs und dem Hihner-
Homolog gemeinsam ist (siehe Abbildung 1.1). Bis vor kurzem wurde vermutet, dass nur das
C-terminale Ende den repulsiven und lenkenden Effekt des Molekils ausmacht (Rajagopalan
et al. 2004). Allerdings konnte eine neue Studie zeigen, dass dieses Endstuick konstant durch
Disulfidbricken mit dem N-terminalen Ende verbunden ist und somit auch beide an der

retinalen Axonfiihrung wahrend der Entwicklung beteiligt sein kénnten (Tassew et al. 2009).
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Structure of RGMa and neogenin. The different domains of (a) human RGMa and (b) its receptor neogenin are shown. RGMa contains a potential
cleavage site at N-terminal amino acid 168 (indicated by the asterisk). Potential phosphorylation sites are marked (hexagonal boxes).

Abbildung 1.1 Die Graphik zeigt den molekularen Aufbau von RGMa und deren Rezeptor Neogenin;

entnommen aus Yamashita et al. 2007, S. 30

Im Genom der Maus wurden drei homologe Molekiile (RGMa, RGMb, RGMc) des Huhner-
RGM (cRGM) gefunden (Schmidtmer und Engelkamp 2004), die ein unterschiedliches
Verteilungsmuster im ZNS und in der Peripherie aufweisen. RGMa und RGMb werden
wahrend der neuronalen Entwicklung des ZNS konstant exprimiert, jedoch sehr distinkt und
nicht zeitgleich (Niederkofler et al. 2004). RGMc wird ausschlieBlich in quergestreifter
Muskulatur und Myokard gefunden. Auf der Basis von Expressionsanalysen scheinen sich die
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Subtypen RGMa und RGMb also funktionell von RGMc sehr zu unterscheiden (Oldekamp et
al. 2004; Schmidtmer und Engelkamp 2004).

Der Wirkmechanismus von RGMa wird Uber eine Bindung an den Neogenin-Rezeptor
(Rajagopalan et al. 2004) und uber die Aktivierung der RhoA-Rhokinase—Kaskade vermittelt
(Hata et al. 2006). Der Neogenin-Rezeptor wurde urspringlich aus dem Cerebellum
embryonaler Huhner als Homolog des Netrin-Rezeptors isoliert (Yamashita et al. 2007). Auch
das Protein Netrin kann an den Neogenin-Rezeptor binden, allerdings ist die
Bindungsaffinitdt von RGMa (K4= 230 pM) zu Neogenin um einiges hoher als von Netrin
(Kg= 2 nM). Neogenin besitzt vier hochkonservierte IgG-Doménen, gefolgt von sechs
Fibronektin-Einheiten sowie einer transmembrandsen und einer intrazellulren Struktur,
wobei die Interaktion mit RGMa vermutlich Uber die Fibronektin-Einheiten erfolgt
(Matsunaga et al. 2004). Aktuelle Untersuchungen von Matsunaga et al. zeigen, dass eine
Uberexpression von Neogenin apoptotischen Zelltod induziert. Wird jedoch zusétzlich RGMa
Uberexprimiert, kann diese pro-apoptotische Wirkung aufgehoben werden (Matsunaga und
Chédotal 2004). Folglich scheint der Rezeptor eine Autoapoptose zu induzieren, falls kein
Ligand bindet (De Vries und Cooper 2008).

Unter den beiden ZNS-spezifischen RGM-Subtypen (RGMa und RGMb) wird RGMa in
Studien bevorzugt untersucht, da es bis zum heutigen Zeitpunkt das intensiver studierte
Molekdl ist. Expressionsanalysen von RGMa im menschlichen Gewebe deuten auf ein
vermehrtes Vorkommen in den Perikaryen einiger Neurone, in Zellen der glatten Muskulatur,
Endothelzellen und in Zellen des Plexus choroideus hin. AufRerdem ist RGMa auf den
Membranen der Oligodendrozyten exprimiert, was vermuten l&sst, dass das Molekdl eine
Kommunikationsrolle zwischen Axon und Myelin innehat. An post-mortem-Studien an
menschlichen Gehirnen von Patienten nach fokaler zerebraler Ischdmie (focal cerebral
ischemia; FCI) und traumatischer Gehirnverletzung (traumatic brain injury; TBI) zeigt sich
eine Akkumulation von RGMa in den l&dierten Arealen (Schwab et al. 2005a). Eine
Antagonisierung von RGMa mittels eines neutralisierenden Antikorpers zeigt in diesem
Modell ein vermehrtes Aussprossen von zuvor ladierten Axonen (Hata et al. 2006; Kyoto et
al. 2007). Ein axonregenerativer Charakter durch Antikérperbehandlung bewies sich demnach
prinzipiell als erfolgreich. Ob sich eine derartige Antikorpertherapie im EAE-Modell als
neuroprotektiv und/oder anti-inflammatorisch darstellt, ist bisher noch nicht untersucht
worden. Wie in den zuvor exemplarisch dargelegten Studien beschrieben, lag der Fokus der
bisherigen Forschungsarbeiten auf der axonregenerativen Komponente des Molekiils. Da ein

axonerhaltender und entzindungshemmender Einfluss bereits flr die Neutralisierung von
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Nogo-A, einem Molekil der gleichen Familie (siehe Abschnitt 1.3.1) nachgewiesen werden
konnte, erscheint es vielversprechend, durch die Applikation eines Antikérpers gegen RGMa
ahnliche Erfolge zu erzielen und woméglich damit einen innovativen Ansatzpunkt fur eine

neuroprotektive MS-Therapie zu finden.

1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Multiple Sklerose beschreibt eine autoimmun entzindliche Erkrankung des ZNS, deren
Atiologie und Pathogenese bislang noch nicht vollstandig verstanden wird. MS-Therapien der
heutigen Medizin sind auf ihren anti-inflammatorischen Effekt beschrénkt. Insbesondere in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien konnen diese Behandlungskonzepte die durch die sich
akkumulierende Neurodegeneration hervorgerufenen Behinderungen nicht aufhalten. Daher
stellen Therapieansatze mit einer sowohl anti-inflammatorischen als auch neuroprotektiven
Wirkung eine vielversprechende Ergédnzung zu den aktuellen Behandlungsstrategien dar.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, erstmalig den therapeutischen Einsatz eines Antikdrpers gegen
das primér als Inhibitor auf das Axonwachstum agierende RGMa-Molekiil im Rattenmodell
der MOG-EAE zu evaluieren. Da durch die neutralisierende Funktion eines Antikorpers
gegen Nogo-A, ein Myelin-assoziiertes Protein mit ahnlicher axonrepulsiver Wirkung,
neuroprotektive Effekte erzielt werden konnten (Karnezis et al. 2004), lautet die Hypothese
dieser Arbeit, dass dies auch fir die Hemmung des RGMa-Molekiils zutreffen kdnnte.
Hauptaugenmerk sollte dabei auf die Optikusneuritis gelegt werden, da sie bei
Erstmanifestation der menschlichen Erkrankung ein sehr hdufiges Symptom darstellt
(Wikstrom et al. 1980) und im Tiermodell einer histopathologischen, quantifizierenden

Untersuchung leicht zugénglich ist.

Folgende Teilaspekte werden bei der Auswertung berticksichtigt:
- Expressionsanalysen von RGMa im Optikusneuritis-Modell
- Wirkung des RGMa-Antikdrpers auf die klinischen Funktionsdefizite der Tiere
- Wirkung des RGMa-Antikorpers auf das neuronale Uberleben der Tiere
- Wirkung des RGMa-Antikorpers auf den inflammatorischen und axondegenerativen

Prozess der Optikusneuritis
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 CHEMIKALIEN
Tabelle 2.1 Allgemeine Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquelle

Fluorogold

Fluorochrome Inc., Englewood, CO, USA

Immersionsdl Immersol™ 518F

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzséure, rauchend 37 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sterofundin

B Braun, Melsungen, Deutschland

Tabelle 2.2 Chemikalien fir die Histopathologie

Chemikalien

Bezugsquelle

Ammoniak (NH3) 32 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Einschlussmittel Roti® Histokitt Il

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure/Eisessig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (reinst)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (vergéllt)

Chemie-Vertrieb, Hannover, Deutschland

Formalin/Formaldehydlésung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hamalaun

Roth, Karlsruhe, Deutschland

HCI-Alkohol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Horse serum

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Lithiumcarbonat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumthiosulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Normal goat serum (NGS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Paraffin (Paraplast PLUS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Perjodsaurelésung 1 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Salpetersaure 65 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsaure, rauchend 37 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Schiffs Reagenz

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Silbernitrat (AgNO;)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Solvent Blue 38 (Luxol-Fast-Blue, LFB)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Wasserstoffperoxid (H,O>) 30 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol (Isomere)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.1.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN UND GERATE

Tabelle 2.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Deckglaser

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Falkon-Reaktionsgefale (15 ml/50 ml)

Becton Dickinson, New York, USA

Glaspasteurpipetten (150 mm)

WU Mainz, Deutschland

Kanilen

B Braun, Melsungen, Deutschland

Objekttrager SUPERFROST PLUS

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Petrischalen

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Reaktionsgefale (0,5/1,5/2 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Skalpelle

B Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzen (1 mi/10 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Glasware wurden von den Firmen Schitt (Goéttingen, Deutschland) oder VWR (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.

Tabelle 2.4 Geréte

Gerate

Bezugsquelle

Feinwaage BL 210S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Grid- Okular 44 41 32 (01)

Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,

Deutschland

Handdispenser HandyStep electronic

Brand, Wertheim, Deutschland

Magnetriihrer Combimag RCO

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Mikroskop Axioplan 2

Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,
Deutschland

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss Microlmaging, Gottingen,
Deutschland

pH Meter PB-20

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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Reinstwasser Anlage SARTOPORE 2,
arium 611 VF

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Ultramikrotom EM UC6

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Vortex Mixer 7-2020

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Waage BL 3100

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifugen Centrifuge 5415 C+R

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

2.1.3 KITS UND ANTIKORPER
Tabelle 2.5 Verwendete Kits

Kit

Bezugsquelle

Diaminobenzidin-Kit (DAB)

Vector, Burlingame, CA, USA

Vectastain ABC-Kit

Vector, Burlingame, CA, USA

Tabelle 2.6 Verwendete Antikorper

Antikorper Konjugat | Spezies | Verdinnung Bezugsquelle
o-B-APP (1gG) - Maus 1: 1000 Milipore, Billerica, MA; USA
o-ED-1 (a-Ratte, | - Maus 1: 500 Serotec, Oxford, UK
CD68)
o-Maus Biotin Pferd 1: 200 Vector, Burlingame, CA, USA
(polyklonal)
a-RGMa (5F9) - - 4 mg/kg KG Abbott GmbH, Ludwigshafen,

bzw. 1 mg/kg Deutschland

KG
o- RGMa (8D1, |- - 4 mg/kg KG Abbott GmbH, Ludwigshafen,
a-Ratte; bzw. 1mg/kg Deutschland
monoklonal) KG
a-RGMa - Ziege | 0,7 ug/mlbzw. | R&D Systems, Mineapolis,
(a-mouse, lug/mlbzw. 2 | MN, USA
polyklonal 1gG) ug/mi
a-Ziege Biotin Pferd 1: 200 Vector Laboratories Inc.,
(polyklonal 1gG) Burlingame, CA, USA
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2.2 METHODEN
DURCHFUHRUNG DER TIEREXPERIMENTELLEN UNTERSUCHUNGEN IM
EAE-MODELL

2.2.1 VERSUCHSAUFBAU

Das in dieser Arbeit vorgestellte Projekt zur mdglichen neuroprotektiven Wirkung von
a-RGMa war initial als Versuchreihe mit 48 Tieren geplant. Die Ratten wurden per
Zufallsprinzip in zwei Gruppen eingeteilt: eine Hochdosis- und eine Niedrigdosisgruppe. Die
Hochdosisgruppe erhielt 4 mg pro kg Koérpergewicht (KG) a-RGMa bzw. Placebo. Den 24
Tieren der Niedrigdosisgruppe wurde eine Konzentration von 1 mg pro kg KG an a-RGMa
bzw. an Placebo appliziert. Der Antikérper o-RGMa wurde von der Firma Abbot
(Ludwigshafen) hergestellt und auf seine Wirksamkeit gepruft. Diese Untersuchungen
(unpubliziert) zeigten zusétzlich, dass der Antikorper in den zuvor genannten
Konzentrationen bei Ratten in vivo die beste Aktivitat aufwies. Neben dem Einsatz des
RGMa-Antikdrpers wurde mit zwei unterschiedlichen als Placebo wirkenden Substanzen
behandelt: 1. PBS und 2. a-hRGMa, ein Antikorper, der zwar gegen humanes RGMa
gerichtet ist, jedoch keine Bindungstelle fir Ratten-RGMa aufweist. Zur vergleichenden
Untersuchung des Verums gegen die zwei Kontrollen wurde sowohl die Hochdosis- als auch
die Niedrigdosisgruppe per Zufallsprinzip in drei Untergruppen unterteilt. Jede Untergruppe
wurde mit einer der drei Testsubstanzen behandelt.

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde das Experiment ein zweites Mal durchgefuhrt. Diesmal
stellten 16 Ratten den Versuchspool dar. Es wurde nur die Niedrigdosis (1 mg pro kg KG)
appliziert und als Kontrollsubstanz wurde der hRGMa-Antikorper verwendet.

2.2.2 VERSUCHSTIERE

Fir alle Versuche wurden weibliche Brown Norway (BN)-Ratten verwendet, die von der
Firma Charles River (Sulzfeld, Germany) bezogen wurden. Die Tiere waren im Alter von acht
bis zehn Wochen und wurden unter artgerechten und kontrollierten Bedingungen unter
Ausschluss von Pathogenen gehalten. Die tierexperimentellen Versuche waren von der
zustandigen Behorde in Braunschweig bewilligt worden, relevante Gesetze und Richtlinien

wurden befolgt.
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2.2.3 IMMUNOGEN

Als Immunogen wurde rekombinantes Ratten-Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein'®®
(rrMOG) verwendet, welches der N-terminalen Sequenz von Ratten-MOG (aa 1-125)
entspricht. Das Protein wurde in Escherichia coli (E. coli) exprimiert und mittels Metall-
Chelat-Chromographie durch den Komplexbildner Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) in 8 M Harnstoff aufgereinigt (Amor et al. 1994). Hierbei wurde ein
kontinuierlicher pH-Gradient (von pH 6 auf pH 3) eingestellt. Es folgte die Dialyse des zuvor
in 6 M Harnstoff geldsten Proteins gegen 0,01 % Natriumacetat. Das gereinigte Protein wurde
bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.4 INDUKTION DER MOG-EAE

Die Ratten wurden inhalativ mit Methoxyfluran an&sthesiert. Zur Immunisierung wurden
100 pg ™MOG in PBS emulgiert und mit kompletten Freund’s Adjuvant (CFA =
Inkomplettes Freund’s Adjuvant (IFA) + 200 pg Hitze inaktiviertes Mycobacterium
tuberculosis) im Verhéltnis 1 zu 1 vermischt. Die intradermale Injektion erfolgte mit 200 pl

der MOG-L6sung am proximalen Ende des Rattenschwanzes.

2.2.5 STEREOTAKTISCHE COLLICULUS-INJEKTION

Vierzehn Tage vor der Immunisierung erfolgte die retrograde Markierung der retinalen
Ganglienzellen (RGZ) mit dem fluoreszierenden Farbstoff Fluorogold (FG), um die Dichte
dieser Zellen erfassen zu kdnnen.

Die Tiere erhielten eine Andasthesie durch intraperitoneale Applikation von Chloralhydrat
(0,42 mg/kg KG). Der Schadel der Ratten wurde in einem Stereotaxie-Gerat fixiert, um dort
einen etwa 3 cm langen mediosagittalen Hautschnitt durchzufiihren. Haut und Bindegewebe
wurden entfernt. Auf Hohe der Colliculi superiores, 6,8 mm dorsal und 2 mm lateral des
Bregma, wurde die Schédeldecke perforiert. Stereotaktisch wurden 2 ul der Fluorogold-
Losung (5 % in 0,9 % NaCl) in beide Colliculi superiores injiziert. Nach der Behandlung
wurde die Operationswunde vernaht.

Das Fluorogold gelangte tiber retrograden Transport entlang der Axone selektiv in die RGZ,
die dadurch durch Fluoreszenzmikroskopie detektierbar wurden und quantifiziert werden
konnten. Die Auswertungsmethode zur Dichte der RGZ kann in Paragraph 2.2.10

nachgelesen werden.
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2.2.6 BEHANDLUNG DER TIERE MIT a-RGMA (a-RGMA, a-HRGMA, PBS)

Die 48 Tiere wurden wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben per Zufallsprinzip in sechs
Behandlungsgruppen eingeteilt. Die Hochdosis- und die Niedrigdosisgruppe wurden zweimal
pro Woche durch intraperitoneale Applikation behandelt. Auch im zweiten Durchlauf des
Experimentes erhielten die in zwei Behandlungsgruppen eingeteilten Ratten entsprechend
zweimal die Woche das Placebo beziehungsweise das Verum. Die Behandlung wurde am Tag
der Immunisierung begonnen und bis zum Tag 14 der Manifestation der Krankheit

fortgesetzt.

2.2.7 BEURTEILUNG DER KLINIK DER TIERE UNTER a-RGMA-BEHANDLUNG
Die Tiere wurden zur Kontrolle des klinischen Verlaufs jeden Tag gewogen und untersucht.
Zusétzlich wurde téglich ein Score entsprechend der Tabellen 2.7 und 2.8 erhoben, um einen

klinischen Vergleich der Tiere zu ermdglichen.

Tabelle 2.7 Paresen

Score Klinisches Bild
Grad 0 Keine Symptome
Grad 0,5 Distale Schwanzparese
Grad 1 Komplette Schwanzparese
Grad 1,5 Schwanzparese und leichte Hinterbeinparese
Grad 2 Einseitige schwere Hinterbeinparese
Grad 2,5 Beidseitige schwere Hinterbeinparese
Grad 3 Komplette beidseitige Hinterbeinparese
Grad 3,5 Komplette beidseitige Hinterbeinparese und Parese der VVorderbeine
Grad 4 Komplette Parese (Tetraplegie), Tod
Tabelle 2.8 Schwindel/Ataxie
Score Klinisches Bild
Al Kopfschiefhaltung
A2 Kopfschiefhaltung und Bewegungseinschrankung
A3 Rotation um die eigene Achse
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2.2.8 PERFUSION DER RATTEN

Am Ende des klinischen Experiments erhielten die Ratten eine Uberdosis an
Kohlenstoffdioxid (CO,). Dann wurde ein Loch mit einem Durchmesser von circa 0,5 cm in
die linke Herzkammer geschnitten und von dort aus eine Sonde in die Aorta geschoben.
Durch diese Sonde konnten die Versuchstiere mit 4 % Paraformaldehyd (PFA; geldst in PBS)

perfundiert werden. Es folgte die Praparation des Gehirns, des Riickenmarks und der Augen.

2.2.9 GEWEBEENTNAHME, FIXATION UND HERSTELLUNG DER
PARAFFINSCHNITTE

Kurz nach der Entnahme beider Augenbecher wurde die Retina in PFA freiprapariert und
nach vier seitlichen Einschnitten auf einen Objekttrédger ausgebreitet.

Gehirn und Rickenmark wurden 24 Stunden in 4 % Paraformaldehyd in PBS gelagert und
fixiert. Es folgte eine mindestens 24-stiindige Inkubation in PBS. Daraufhin konnten die
Sehnerven und das Ruckenmark prépariert und in vertikaler Lage in Paraffin eingebettet
werden. Die fertigen Paraffinblocke wurden mit dem Mikrotom in 0,5 um dinne Schnitte
verarbeitet, welche Uber Nacht im Brutschrank bei 60 °C getrocknet und fixiert wurden. Das

weitere VVorgehen wird in den Abschnitten der histopathologischen Farbungen beschrieben.

2.2.10 AUSWERTUNG DER DICHTE DER RETINALEN GANGLIENZELLEN

Die Auswertung der RGZ-Dichte erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels eines
UV-Filters (365/397 nm) und eines Gitterokulars. Es wurden die durch Fluorogold (FG)
markierten Zellen in drei verschiedenen Regionen (62 500 um?) pro retinalen Quadranten an
drei verschiedenen Exzentrizitdten bestimmt. Die drei Exzentrizitadten entsprachen 1/3, 3/6
und 5/6 des retinalen Radius.

Das Auszéhlen der RGZ wurde am 14. Tag der MOG-EAE und am 35. Tag, falls noch keine
Symptomatik zu erkennen war, vorgenommen.

Frihere Untersuchungen bewiesen, dass sich wahrend der Entwicklung einer MOG-
induzierten Optikusneuritis die Dichte der RGZ durch apoptotische Vorgange signifikant
reduziert (Meyer et al. 2001). Im Vergleich dazu ist in gesunden Retinae der BN-Ratten eine

mittlere Dichte von 2730 + 145 Zellen pro mm? festgestellt worden (Diem et al. 2003).
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2.3 HISTOPATHOLOGIE

Zur Lokalisation von RGMa im ZNS Rattengewebe wurden immunhistochemische
Farbungen gegen RGMa an Langs- und Querschnitten des Rickenmarks durchgefihrt.
Daneben konnte durch vier unterschiedliche Farbungen an Querschnitten des Sehnervens das

AusmaR an Inflammation und axonalen Schaden untersucht werden.

2.3.1 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG

Immunhistochemische Farbungen beruhen auf der Detektion von spezifischen Antigenen
mittels Antikorper. Die Antigene koénnen unterschiedlicher Natur sein. Meist sind es
Oberflachenproteine bestimmter Zellen, die anhand dieser Methode durch farbliche
Markierung erkannt werden kénnen.

Fur samtliche immunhistochemische Farbungen wurden die Schnitte in einer absteigenden
Xylol-Alkoholreihe (zweimal 10 min Xylol 100 % (v/v), zweimal 3 min EtOH 100 % (v/v), je
3 min in EtOH 96 % (v/v), EtOH 70 % (v/v), EtOH 50 % (v/v) entparaffiniert und zunéchst
in Aqua dest. tberfihrt. Die entparaffinierten Schnitte wurden dreimal fir 5 min in 10 mM
Citratpuffer (0,2 %, pH 6,0) zur Antigenmaskierung aufgekocht. Nach Abkuhlung des
Citratpuffers erfolgte fir 10 min die Blockierung der endogenen Peroxidase mittels 10 %
H,0,/PBS-L6sung. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Schnitte mit PBS gespult und in
Spacer eingelegt. Um weitere unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die
Schnitte fur 10 min mit 120 upl zehnprozentigem beziehungsweise zwanzigprozentigem
Pferdeserum in PBS behandelt. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte Giber Nacht
in der Pferdeserum/PBS-L6sung bei 4 °C.

Am folgenden Tag wurde nach einem dreimaligen Waschvorgang mit PBS der biotinylierte
Sekundarantikorper aufgetragen. Eine einstiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT)
musste daflir eingehalten werden. Danach wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen. Eine
detaillierte Angabe Uber die verwendeten Antikorper kann Tabelle 2.6 entnommen werden.
Die Schnitte wurden daraufhin mit Avidin-Peroxidase (ABC-Kit; mindestens 30 min vorher
angesetzt) eine Stunde lang bei RT behandelt. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS
erfolgte die Entwicklung durch eine ein- bis zehnminditige Inkubation mit Diaminobenzidin
(DAB). Diese wurde mit Aqua dest. gestoppt und zur Gegenfiarbung 10 min mit Mayer’s
H&malaun behandelt. Daraufhin wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe (50 %
EtOH bis 100 % EtOH, dann zweimal mindestens 3 min Xylol) entwéssert und somit
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konserviert. AbschlieRend wurde den Objekttragern durch ein nicht-wasserlésliches

Eindeckelmedium ein Deckglaschen aufgelegt.

2.3.1.1 ED1"-FARBUNG

Anhand der ED1"-Farbung kann in den Sehnervquerschnitten das Ausmaf der Entziindung
quantifiziert werden. ED1 wird in lysosomalen Membranen der phagozytierenden Zellen wie
Makrophagen und Mikroglia exprimiert und ist wahrend der Phagozytose stark erhoht. Als
negative und positive Kontrolle dienten bei dieser Farbung Milzquerschnitte.

Es wurden von jedem Sehnervpraparat Anschnitte aus drei unterschiedlichen Schnitth6hen
beurteilt, um das Ausmal der entzindlichen Infiltration im gesamten Sehnerven mdglichst
genau erfassen zu konnen. Die Auswertung der ED1*-Farbung wurde mit dem Mikroskop

unter 20-facher Vergrofierung semiquantitativ anhand eines festgelegten Scores durchgefiihrt.

Tabelle 2.9 ED1"-Scoring

Score Definition

0 Keine ED1-positiven Zellen

1 Wenige ED1-positive Zellen in mindestens 1 der 3 Sehnerven-Anschnitte

2 10 bis 50 % der Flache infiltriert mit EDZ1-positiven Zellen in mindestens

1 Sehnerven-Anschnitt

3 Mehr als 50 % der Flache infiltriert mit ED1-positiven Zellen in mindestens

1 Sehnerven-Anschnitt

2.3.1.2 B-APP*-FARBUNG

Zum Nachweis von akutem axonalem Schaden wurde die immunhistochemische Farbung
gegen B-APP durchgefiihrt. B-APP-positive Zellen manifestieren sich in sogenannten
Sphéroiden, welche bis zu 30 Tage erhalten bleiben (Ferguson et al. 1997; Trapp et al. 1998).
Kranke Riickenmark-Préparate dienten als negative und positive Kontrolle.

Auch hier wurden von jedem Sehnervpréparat drei verschiedene Schnitthdhen betrachtet. Pro
Sehnerv wurde an drei verschiedenen Querschnitten die Anzahl der B-APP-positiven Zellen
am Axioplan Mikroskop ermittelt. Daraus wurde dann der Mittelwert gebildet, um einen

moglichst groRen Anteil des Sehnervens in der Auswertung zu erfassen.
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2.3.2 RGMA-FARBUNG

Zur genauen Lokalisation von RGMa-Molekilen im Riuckenmark der Ratten diente die
immunhistochemische Farbung gegen RGMa. Fir diese Untersuchungen wurde Rickenmark
als Gewebe ausgewéhlt, da RGMa im ZNS in den Perikaryen einiger Neurone und im Plexus
choroideus exprimiert wird und das Ruckenmark im Tiermodell der MOG-EAE ebenfalls
entzlindliche Léasionen aufweist. Die Expression von RGMa wurde bei Tieren mit EAE im
Vergleich zu gesunden Ratten evaluiert.

Um die Pradilektionsstellen von RGMa-Molekiilen mit den Arealen der Entziindungsreaktion
unter MOG-Immunisierung zu vergleichen, wurde zusétzlich eine ED1*-Farbung von

Préparaten, die der gleichen Hohe des Rickenmarks entsprachen, durchgefiihrt.

2.3.3 BIELSCHOWSKY-SILBERFARBUNG

Chronischer axonaler Schaden wurde mit der Silberimprégnation neuronaler Strukturen nach
Bielschowsky nachgewiesen.

Zunéchst wurden die Schnitte in einer absteigenden Xylol-Alkoholreihe (zweimal 10 min
Xylol 100 % (v/v), zweimal 3 min EtOH 100 % (v/v), 3 min EtOH 96 % (v/v))
entparaffiniert. Es folgte die Inkubation in 20 % Silbernitrat in dH,O fur 20 min und das
Stoppen dieser Reaktion in Aqua dest.. Wahrend des Stoppvorgangs wurde solange
Ammoniak der Silbernitratlosung tropfenweise beigefugt, bis der Niederschlag nicht mehr
sichtbar war. Daraufhin wurden die Schnitte lichtgeschitzt fiir 15 min in dieser Ammoniak-
Silberlésung inkubiert. Die Uberfiinrung der Schnitte in eine mit Aqua dest. und 3 Tropfen
32-prozentigen Ammoniak gefillte Kivette beendete diese Inkubation. Zu der Ammoniak-
Silberlosung wurden 6 bis 8 Tropfen Entwickler hinzugegeben. Daraufhin wurden die
Schnitte in dieser Losung 3 bis 5 min inkubiert, gerade solange, bis die Schnitte schwarz und
der Hintergrund grau-braun wurde. Es folgte ein Waschvorgang in Aqua dest., eine
zweiminutige Inkubation in 2 % Natriumthiosulfat und ein abschlieBendes Waschen unter
Leitungswasser. Die Préparate wurden in der aufsteigenden Alkoholreihe (50 % EtOH bis
100 % EtOH) bis hin zum Xylol entwéssert und mit nicht-wasserléslichem Eindeckelmedium
eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch bei einer 100-fachen VergréRerung in Ol-Immersion.
Auch hier wurden drei Sehnervanschnitte aus verschiedenen Hohen des Sehnervens
betrachtet. Innerhalb jedes Sehnervanschnittes wurden drei verschiedene Blickfelder
ausgewertet. Als Hilfsmittel wurde ein Grid, ein spezielles Okular, benutzt, welches das

Blickfeld mit einer standardisierten Flache von 2500 pum? in ein bestimmtes Rastermuster
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einteilt und somit die Beurteilung der Axondichte vereinheitlicht. Kreuzte sich ein Axon mit
einem kleinen Teilstrich des Grids, wurde 1 Punkt vergeben. Maximal konnten 25 Punkte

erreicht werden. Fir jeden Sehnerven wurde der Mittelwert errechnet.

2.3.4 LUXOL-FAST-BLUE-FARBUNG

Die Luxol-Fast-Blue-Farbung (LFB) diente dem Nachweis axonaler Demyelinisierung in
Folge von Entziindungsprozessen am Sehnerven. Wahrend intakte Myelinscheiden blau
gefarbt wurden, erschienen demyelinisierte Regionen rosa.

Zunachst wurden die Schnitte in der absteigenden Xylol-Alkoholreihe (zweimal 10 min Xylol
100 % (v/v), zweimal 3 min EtOH 100 % (v/v), 3 min EtOH 96 % (v/v) entparaffiniert. Dann
erfolgte die Inkubation in der LFB-L6sung uber Nacht bei 60 °C.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte durch aufeinander folgendes Eintauchen in 90 %
EtOH, 0,05 % Lithiumcarbonat, 70 % EtOH und Aqua dest. differenziert, in 1 % Perjodsdure
5 min inkubiert und daraufhin 5 min in Leitungswasser gebldut. Nach kurzem Spilen mit
Aqua dest. wurden die Schnitte fir 30 min mit Schiffschem Reagenz inkubiert und
anschlieBend wieder fir 5 min in Leitungswasser gebldut. Um die Zellkerne der Préparate
differenzieren zu konnen, wurden die Schnitte fiir 7 min mit Mayer’s Hamalaun gefarbt.
Durch die darauf folgende Reaktion mit Aqua dest. und HCI-EtOH wurde der Farbevorgang
beendet. Nach kurzer Lagerung in Aqua dest. wurden die Schnitte in der aufsteigenden
Alkoholreihe (50 % EtOH bis 100 % EtOH) bis hin zum Xylol wieder entwéssert. Die
Schnitte wurden mit nicht-wasserldslichem Eindeckelmedium eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte an drei verschiedenen Anschnitten eines Sehnervens, die jeweils
reprasentativ eine bestimmte Hohe des Nervs darstellten. Jeweils die Flache des gesamten
Sehnervs und die Flache des demyelinisierten Teils des Sehnervs wurden mittels der Software
Axiovision 4.2 gemessen und in Relation zueinander gesetzt. Abschliefend wurde aus den

drei Messungen der Mittelwert errechnet und in Prozent angegeben.

2.4 STATISTISCHE ANALYSEN

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism. Die
Versuchsdaten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Zur Beurteilung der
statistischen Signifikanz wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) eingesetzt. Im
zweiten Experimentansatz erfolgte der statistische Vergleich der zwei Behandlungsgruppen

mit dem t-Test. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant
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betrachtet. Alle Tiere, die innerhalb dieses Experimentes behandelt wurden, wurden in die

statistische Analyse eingeschlossen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 RGMA-EXPRESSION IM ZNS

Wie bereits in Paragraph 1.3.2 erwahnt, konnte die Arbeitsgruppe Schwab et al. (2005b) bei
ihren Untersuchungen an humanen, cerebralen post-mortem-Schnitten, welche nach
Hirnverletzungen traumatischer oder ischamischer Genese gewonnen wurden, eine
Akkumulation von RGMa in den ladierten Arealen beobachten. Um zu untersuchen, ob eine
derartige Akkumulation auch in den entziindlich demyelinisierenden Lé&sionen des EAE-
Modells auftritt, erfolgte zundchst eine Expressionsanalyse von RGMa an
Ruckenmarksschnitten von Ratten, die an einer MOG-induzierten EAE erkrankt waren. Die
dafiir untersuchten Préparate wurden mit Schnitten von gesunden Kontrollen verglichen. Die
immunhistochemischen Lokalisationsanalysen gesunder Tiere ergaben eine stdrkere
Expression von RGMa in der grauen Substanz des Riickenmarks im Vergleich zur weil3en
Substanz (Abbildung 3.1). Diese grundsachliche Verteilung der Expression von RGMa wurde
auch bei kranken EAE-Ratten festgestellt (Abbildung 3.2). Untersuchungen der Zytologie
ergaben, dass die prominenteste RGMa-Expression in groen Motoneuronen und Axonen
besteht.
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Abbildung 3.1 Die Abbildung zeigt einen Querschnitt des Rickenmarks einer gesunden Ratte.

Erkennbar ist eine stirkere Expression von RGMa in der grauen Substanz. Skalierung 100 pm.

Abbildung 3.2 Farbung gegen RGMa an Ruckenmarklangsschnitten der Ratten. (A) zeigt die
Expression von RGMa in der grauen Substanz einer EAE-Ratte und (B) lasst die genaue Lokalisation
von RGMa-Molekilen in der weiflen Substanz einer gesunden Kontrolle erkennen. RGMa ist am

deutlichsten in den groRen Motoneuronen und Axonen sichtbar. Skalierung 20 um.
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Wurden durch MOG-Immunisierung induzierte entziindliche Areale durch ED1*-Farbung
sichtbar gemacht und daraufhin mit RGMa gefarbten Rickenmarksschnitten der gleichen
Hohe verglichen, konnte eine vermehrte Expression von RGMa in diesen entzlindlich
infiltrierten Arealen nachgewiesen werden (Abbildung 3.3). Eine solche Betonung der
Expression von RGMa in bestimmten Arealen der weillen Substanz wurde in gesunden
Kontrollen nicht gefunden und deutet auf eine mdgliche Beteiligung des axonlenkenden

Molekiils RGMa an der Interaktion von Inflammation und Neurodegeneration in entzindlich

demyelinisierenden Ldsionen hin.

RS B, pi i s ST N e 2
Abbildung 3.3 Farbung gegen RGMa (A) im Vergleich zur EDI1-Farbung (B) von
Ruckenmarksquerschnitten kranker EAE-Ratten zur Evaluation der Expression von RGMa in
inflammatorischen Lé&sionen. Eine Hochregulation in den inflammatorischen Arealen ist zu erkennen.

Skalierung: A und B: 100 um; C und D: 50 um.
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3.2 KLINISCHE BEURTEILUNG DER a-RGMA-BEHANDLUNG

Durch die intraperitoneale Gabe von einem blockierenden Antikérper gegen RGMa sollte
untersucht werden, ob dieser Behandlungsschritt im Tiermodell der MOG-induzierten
Optikusneuritis eine axon- oder neuroprotektive Wirkung besitzt. Der dazu benétigte RGMa-
Antikérper wurde von der Firma Abbott (Ludwigshafen) hergestellt und auf seine
Wirksamkeit geprift. Dabei zeigte der Antikorper in den Konzentrationen von 4 mg/kg KG
und 1 mg/kg KG in vivo bei Ratten die beste Aktivitdt. Die Ratten dieser Versuchsreihe
wurden somit in eine Hochdosis- (4 mg/kg KG) und eine Niedrigdosisgruppe (1 mg/kg KG)
eingeteilt.

Die Tiere der Hochdosis- sowie die der Niedrigdosisgruppe entwickelten tbereinstimmend
am Tag 14 nach der Immunisierung eine manifeste EAE. Die Inzidenzrate der EAE betrug in
beiden Antikorper-Gruppen der Hochdosisgruppe (Gruppe AK 1: a-hRGMa; Gruppe AK 2:
a-RGMa) 100 %, wobei in der Placebogruppe 87,5 % der Tiere (Gruppe AK 3: PBS; 7 von 8
Tiere) eine klinische Symptomatik entwickelten (Abbildung 3.4A). In der Niedrigdosisgruppe
konnte eine manifeste EAE in 87,5 % der Falle (bei 7 von 8 Tiere) in der a-RGMa-Gruppe, in
100% der Félle in der a-hRGMa-Gruppe und in 75 % der Félle (bei 6 von 8 Tiere) der
Placebogruppe eine manifeste EAE festgestellt werden (Abbildung 3.4B).

Die Beurteilung der Manifestation der Funktionsdefizite bei den Tieren wurde anhand einer
zuvor standardisierten Scoring—Tabelle (siehe Tabelle 2.7 und 2.8) vorgenommen. In der
Hochdosisgruppe wurde wahrend der Antikorperbehandlung kein signifikanter Unterschied
der klinischen Symptomatik festgestellt. In der Niedrigdosisgruppe wurde an den Tagen 2 bis
5 eine signifikante klinische Verbesserung in der a-RGMa-Gruppe verglichen mit der
Tiergruppe beobachtet, die den Kontrollantikdrper erhalten hatte. Die mit PBS behandelte
Placebogruppe verhielt sich dagegen &hnlich wie die a-RGMa-Gruppe (Abbildung 3.4B).

Dieser Effekt war jedoch am Ende des Experimentes nicht mehr nachzuweisen.
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Abbildung 3.4 Graphische Darstellung der klinischen Scores der drei Behandlungsgruppen in der
Hochdosis- (A) und der Niedrigdosisgruppe (B). Jede Messung représentiert den Mittelwert des
neurologischen Scores eines Tages. Um unibersichtliche Datenuberlappungen zu vermeiden, sind
keine SEM-Werte aufgeflhrt. Alle Tiere wurden in die Graphik und die statistische Auswertung
eingeschlossen (p < 0,05).

Im zweiten Durchgang des Experimentes mit der niedrigen RGMa-Antikorperdosis wurde ein

Erkrankungsbeginn am 13. Tag nach der Immunisierung festgestellt. 100 % der Tiere der
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a-RGMa-Gruppe entwickelten eine manifeste EAE, wéhrend 87,5 % der Tiere (7 von 8
Tiere) der a-hRGMa-Gruppe klinische EAE-Symptome entwickelten.

Auch im zweiten Durchgang erfolgte die klinisch-neurologische Beurteilung anhand des in
Tabelle 2.7 und 2.8 aufgelisteten Scores. Es zeichnete sich isoliert am 4. Tag nach der
Immunisierung eine signifikante Verbesserung der Klinik in der Tiergruppe ab, die mit dem
hRGMa-Antikorper behandelt wurde (0,44 + 0,15 vs. 1,19 £ 0,37; Mittelwert £+ SEM). Am
Endpunkt des Experimentes, am Tag 14 der EAE, zeigte sich keine Signifikanz im Vergleich
der beiden Behandlungsgruppen (1,31 fur hRGMa-Antikorper vs. 1,44 fir RGMa-Antikorper;
Abbildung 3.2).

Somit findet sich insgesamt keine reproduzierbare signifikante Verbesserung der klinischen
Krankheitssymptome bei Applikation des RGMa-Antikorpers verglichen sowohl mit dem

Kontrollantikdrper, noch im Vergleich zu PBS.
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Abbildung 3.5 Graphische Darstellung der klinischen Scores der Behandlungsgruppen im zweiten
Durchgang des Experimentes (a-RGMa vs. a-hRGMa). Jede Messung reprasentiert den Mittelwert
des neurologischen Scores eines Tages. Alle Tiere wurden in die Graphik und die statistische

Auswertung eingeschlossen (p < 0,05).
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3.3 EINFLUSS DER a-RGMA-BEHANDLUNG AUF DIE RGZ

Um den Antikérper a-RGMa auf seine potentiell neuroprotektive Wirkung zu untersuchen,
wurde in dieser Arbeit unter anderem die Dichte der RGZ ermittelt und unter Berlicksichtung
der zuvor vorgestellten Beobachtungen (siehe Abschnitt 2.2.10) evaluiert.

In der Hochdosisgruppe konnte nach der Antikérperbehandlung keine verbesserte Zelldichte
gefunden werden. Es ergab sich eine mittlere Zelldichte von 851,2 + 77,59 RGZ/mm? in der
a-RGMa-Gruppe, von 954,8 + 84,4 RGZ/mm? in der o-hRGMa-Gruppe und von
1134 +152,3 RGZ/mm? in der Placebogruppe (Abbildung 3.6A). Auch in der
Niedrigdosisgruppe konnte keine Verbesserung der Zelldichte unter Antikdrperbehandlung
nachgewiesen werden: 890,8 + 60,5 RGZ/mm? in der a-RGMa-Gruppe, 685,7 + 38,81
RGZ/mm? unter a-hRGMa-Behandlung und 887,8 + 106,5 RGZ/mm? in der Placebogruppe
(Abbildung 3.6B).

Die Daten des zweiten Durchgangs des Experimentes wurden entsprechend erhoben und

bestétigten die Ergebnisse der vorherigen Zahlung (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.6 Graphische Darstellung der RGZ-Dichte in der Hoch- (A) bzw.
Niedrigdosisgruppe (B). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der Fluorogold markierten Zellen pro

mm? zum 14. Tag nach der Immunisierung dargestellt.
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Abbildung 3.7 Graphische Darstellung der RGZ-Dichte in der Niedrigdosisgruppe des zweiten
Durchlaufs des Experimentes. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM der Flourogold markierten

Zellen pro mm? zum 14. Tag nach der Immunisierung dargestellt.

3.4 HISTOPATHOLOGIE DER SEHNERVEN UNTER a-RGMA-BEHANDLUNG

Zur Beurteilung der Inflammation, Demyelinisierung und Axondegeneration unter
a-RGMa-Behandlung wurden Sehnervguerschnitte untersucht, da eine sich dort
manifestierende Optikusneuritis im Vergleich zu anderen zentral nerviosen Strukturen
verhéltnismalig leicht quantifiziert werden kann. Die Ergebnisse der Auswertung der
Farbungen konnen Tabelle 3.1 und 3.2 enthommen werden. Reprasentative Bilder der

geféarbten Sehnervenquerschnitte sind in Abbildung 3.8 dargestellt.

Um den Grad der Demyelinisierung in den Sehnervenguerschnitten auszumessen, wurden die
Schnitte mit LFB angefarbt. Der Vergleich der Subgruppen der Hochdosisgruppe (a-RGMa;
a-hRGMa; PBS) ergab keine signifikanten Unterschiede in Anbetracht des
Demyelinisierungsgrades. Auch in den Subgruppen der Niedrigdosisbehandlung konnten

keine wesentlichen Differenzen im Demyelinisierungsgrad festgestellt werden.

Zur Darstellung des Entziindungsausmalies wurden aktivierte Makrophagen und Mikroglia in
den Querschnitten der einzelnen Sehnerven durch immunhistochemische Férbung gegen ED1
markiert. Es zeigte sich sowohl in der Hochdosis-, als auch in der Niedrigdosisgruppe kein
signifikanter Unterschied in der Infiltration mit aktivierten Makrophagen und Mikroglia

zwischen Placebogruppen und Verum behandelter Gruppe.
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Um akute Axonschadigungen in diesem Experiment zu untersuchen, wurden die
Sehnervenquerschnitte einer immunhistochemischen Farbung gegen BAPP unterzogen. BAPP
akkumuliert bei einer Beeintrachtigung des axonalen Transports, sodass axonale Schéden
mittels dieser Farbung friihzeitig detektiert werden konnen. Sowohl in der Hochdosis-, als
auch in der Niedrigdosisgruppe konnte durch die RGMa-Antikoérperbehandlung im Vergleich
zur Placebobehandlung keine signifikante Verbesserung der akuten axonalen Schédigung

erreicht werden.

Um die Sehnerven zusatzlich auf chronische axonale Schadigung zu untersuchen, wurden die
Axone mittels Bielschowsky-Silberimprégnation sichtbar gemacht. Die Auszéhlung erfolgte
unter dem Mikroskop durch ein Grid. Die genaue Vorgehensweise kann in Abschnitt 2.3.3
nachgelesen werden. Die ermittelten Werte wurden in Relation zu gesunden Kontrollen
gestellt. Ein signifikanter Unterschied konnte nicht festgestellt werden. Auch in der

Niedrigdosisgruppe konnte keine Verbesserung der Axondichte nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte somit bei der histopathologischen Untersuchung der Sehnerven kein
Unterschied zwischen Ratten mit a-RGMa-Behandlung und Kontrolltieren nachgewiesen
werden. Alle Daten, die im zweiten Durchlauf des Experimentes ermittelt wurden, bestétigten

die in den vorherigen Abschnitten aufgelisteten Ergebnisse der Farbungen.
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Tabelle 3.1 Histopathologie der Sehnerven unter Hochdosisbehandlung (4 mg/kg KG). Es wurden
keine Signifikanzen ermittelt.

Tiergruppe | Prozent der Infiltrierende Anzahl der Axondichte (% der
Demyelinisierung | ED1*-Zellen B-APP+-Zellen gesunden
(Score) Axondichte)
a-RGMa | 40,08 + 5,59 2,33+0,21 6,97 + 1,12 69,71 + 2,85
o-hRGMa | 40,31+ 6,33 2,31+0,18 8,77+ 1,48 75,67 £ 2,37
PBS 27,76 + 3,47 2,38+0,18 9,16 + 1,28 75,75+ 3,6

Tabelle 2 Histopathologie der Sehnerven unter Niedrigdosisbehandlung (1 mg/kg KG). Auch hierbei

wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.

Tiergruppe | Prozent der Infiltrierende Anzahl der Axondichte (% der
Demyelinisierung | ED1*-Zellen B-APP+-Zellen gesunden
(Score) Axondichte)
oa-RGMa | 37,81 + 6,35 2,43 +0,25 9,86 + 0,78 76,07 + 3,41
o-hRGMa | 33,25 + 2,55 2,33+0,14 10,47 + 0,55 70,99 +1,78
PBS 34,42 £ 6,32 1,92 +0,26 9,27+0,73 78,75 + 3,16
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Abbildung 3.8 Histopathologie der Sehnerven. Dargestellt sind reprasentative Sehnervenquerschnitte
von Ratten unter a-RGMa- (A, C, E, G) und unter Placebobehandlung (B, D, F, H). Bei der
Auswertung der vier Farbungen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen o-RGMa- und
Placebobehandlung gefunden werden. A, B) Die Luxol-Fast-Blue-Farbung wurde zur Bestimmung des
Ausmales an Demyelinisierung benutzt. Skalierung 100 um. C, D) Die Anzahl an Makrophagen und
aktivierten Mikrogliazellen wurde anhand der immunhistochemischen ED1*-Farbung bestimmt. Die
Pfeile zeigen auf ED1-positive Zellen. Skalierung 50 um. E, F) Anhand der immunhistochemischen
B-APP*-Farbung konnte akuter axonaler Schaden nachgewiesen werden. Die Pfeile weisen auf
B-APP-positive Zellen. Skalierung 50 um. G, H) Die Axondichte im Sehnervenquerschnitt wurde

anhand der Bielschowsky-Silberimprégnation sichtbar gemacht. Skalierung 20 um.

42



4 DISKUSSION

Die MS ist eine chronische Erkrankung des ZNS, der histologisch diffus tiber die graue und
weille Substanz verteilte entzlindliche Lé&sionen zugrunde liegen (Storch et al. 1998a;
Kutzelnigg et al. 2005). Die Entziindungsaktivitat ist von einem voranschreitenden
neuronalen und axonalen Schaden begleitet, welcher aufgrund seiner Irreversibilitat nicht nur
fiir den Patienten und den Arzt, sondern auch fiir die Forschung von besonderer Bedeutung
ist. Die progressive Neurodegeneration wird inzwischen als Hauptursache bleibender
Behinderungen bei MS-Patienten angesehen (Davie et al. 1995; De Stefano et al. 1998;
Wujek et al. 2002). Dennoch zielen alle derzeit etablierten Therapien auf die Einddmmung
der Inflammation ab, wobei die Wirkung dieser Behandlungskonzepte auf chronisch
progrediente Krankheitsverlaufe gering ist (Kleinschnitz et al. 2007). In diesen
Krankheitsstadien kommt es zu einer langsam zunehmenden Neurodegeneration, die die
stetige Behinderungsprogression unabhdngig von der aktuellen entziindlichen Aktivitat
hervorruft. Bislang ist keine Mdglichkeit der therapeutischen Neuroprotektion vorhanden,
jedoch scheint dies ein viel versprechender Ansatz zur Prophylaxe persistierender
neurologischer Defizite bei MS-Patienten zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Applikation eines Antikorpers gegen das
Molekill RGMa auf eine gleichzeitige neuroprotektive und anti-inflammatorische Wirkung
untersucht. Dabei zeigte sich, dass weder der klinische Krankheitsverlauf der MOG-
induzierten Optikusneuritis noch die entzlindliche Infiltration, Demyelinisierung oder der
axonale und neuronale Schaden durch die Applikation verschiedener Dosierungen von

a-RGMa verringert werden konnte.

4.1 EVALUATION DES MOG-INDUZIERTEN EAE-MODELLS

Aufgrund der schlechten Zuganglichkeit des ZNS und des bis heute liickenhaften
Verstandnisses Uber die Pathogenese der MS hat das EAE-Modell fir die derzeitige
MS-Forschung eine besondere Bedeutung. Die EAE zeichnet sich unter anderem durch ein
breites Spektrum an MS-dhnlichen histopathologischen und klinischen Grundziigen aus.
Durch die unterschiedliche Auswahl der Dosis, der Methode der Immunisierung und durch
den Gebrauch verschiedener Rattenstdmme kann das histologische Bild der L&sionen und das
Profil klinischer Symptome einer EAE moduliert werden und er6ffnet damit die Mdglichkeit,

unterschiedliche Beschwerden oder Verlaufsformen der MS je nach Ausrichtung der Studie
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zu imitieren (Ben-Nun et al. 1981; Storch et al. 1998a; Gold et al. 2006; Steinman und Zamvil
2006).

Fir die vorgelegte Studie wurde das MOG-induzierte EAE-Modell an weiblichen Ratten vom
Stamm Brown Norway verwendet. Die MOG-induzierte EAE zeigt eine weitgehende
Ubereinstimmung der Pathologie, Klinik und zum Teil auch der Immunologie mit der MS, da
nicht nur die T-Zell-vermittelte, sondern auch die humorale Immunantwort der MS reflektiert
wird (Kornek et al. 2000). Die humorale Immunreaktion nach EAE-Induktion flhrt zu einer
ausgepragten Entmarkung der Myelinscheiden (Linington et al. 1993) und imitiert somit das
pathologische Bild der MS wesentlich besser als dltere Modelle (Gold et al. 2006). Zudem-
und dies ist gerade fiir Untersuchungen der Neurodegeneration dieser Erkrankung essentiell-
ist die akute Phase der axonalen Destruktion in aktiv demyelinisierenden MS-Ldsionen in
sehr ahnlicher Auspragung bei dieser EAE wieder zu finden (Kornek et al. 2000).

Die Immunisierung durch MOG fihrt in 90 % der Félle bei weiblichen BN-Ratten zur
Optikusneuritis, einem sehr haufigen Symptom bei Erstmanifestation der MS (Storch et al.
1998b). Die anatomischen Gegebenheiten der Sehbahn erlauben eine separate Untersuchung
der Sehnerven sowie die Beurteilung der zugehdrigen Neurone, der RGZ. Die Mdglichkeit
einer selektiven Anfarbung der RGZ mittels eines fluoreszierenden Farbstoff vereinfacht
gleichermalien die ldentifikation der RGZ und die quantitative Beurteilung des neuronalen
Zellverlustes (Meyer et al. 2001).

Auf der Suche nach neuen Therapieoptionen sind die experimentellen Untersuchungen im
Labor Grundlage jeglicher Medikamenteneinfiihrung. Fir die MS-Therapie hat sich die EAE
als Grundbaustein der préklinischen Phase in der Vergangenheit sehr bewéhrt (Steinman und
Zamvil 2006). Drei der sechs heute fest etablierten MS-Medikamente (Mitoxantron,
Glatirameracetat und Natalizumab) wurden vorerst im EAE-Modell erprobt und bewiesen
sich dabei als wirksam. Zusétzlich zeigten Vorarbeiten in diesem Rattenmodell mit
autoimmuner Optikusneuritis eine gute anti-inflammatorische Wirkung von Interferon-g und
Methylprednisolon, zwei Standardbehandlungen der MS (Diem et al. 2003; Maier et al. 2006;
Séttler et al. 2006). Allerdings fehlt bei diesen Therapien trotz Verringerung von
entzindlichem Infiltrat, Demyelinisierung und axonalem Schaden eine Wirkung auf die
visuellen Funktionen der Tiere, bedingt durch das unverandert geringe Uberleben der RGZ in
der Retina. Dagegen hemmt die Behandlung mit Epo die Apoptosemechanismen der
Nervenzellen. Das Entziindungsausmal kann dabei jedoch nicht beeinflusst werden. Erst
durch die Kombination der anti-inflammatorischen Behandlung mit einer neuroprotektiven

Therapiestrategie wie zum Beispiel mit Epo gelingt es, eine relevante Verbesserung des
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Sehvermdgens der Ratten zu erzielen (Diem et al. 2005; Sattler et al. 2008b). Die Ursache
dafiir ist ein vermehrtes Uberleben der RGZ bei gleichzeitigem Erhalt ihrer Axone im Verlauf
des Nervus opticus. Inzwischen wird die Wirkung von Epo als Ergénzung zu einer
Standardbehandlung mit  Methylprednisolon in einer Klinischen multizentrischen
Phase-11-Studie  untersucht (VisionProtect-Studie; PD Dr. med. Ricarda Diem;
Universitatsklinikum Homburg/Saar).

Da das Molekil RGMa als Lenkmolekil die retinotektale Projektion von retinalen
Ganglienzellen beeinflusst und somit dort eine Expression von funktionsfahigen
RGMa-Molekilen gesichert ist (Monnier et al. 2002), erschien es sinnvoll, den Fokus dieser

Arbeit auf die Untersuchung der Optikusneuritis der EAE zu legen.

Es sollte nicht vergessen werden, dass das Modell der EAE die komplexe und nur teilweise
atiologisch entschlisselte Erkrankung der MS nur zu einem gewissen Grad widerspiegelt.
Durch diese bruchstiickenhafte Erfassung dirfen Ergebnisse nicht unkritisch auf den
Menschen ubertragen und die endgiltige Relevanz experimenteller Befunde muss in der
klinischen Forschung bewiesen werden.
Einige Unzuldnglichkeiten des EAE-Modells liegen auf der Hand und sollten somit nicht
unbeachtet bleiben:

1. fehlende Reproduktion von progredienten Verlaufen der Erkrankung

2. fur die MS untypische Stimulierung des Immunsystems auf3erhalb des ZNS

3. unbeschrankte Verweildauer des Immunogens am Immunisierungort
Der klinische Verlauf der MOG-induzierten Optikusneuritis unterscheidet sich in einigen
Punkten von dem der MS (Friese et al. 2006). Im EAE-Modell ist das Vorkommen von
fulminanten Verldufen, bis hin zum schnellen Tod des Versuchstieres, nicht ausgeschlossen.
Zudem ist kein Modell vorhanden, das den primar progressiven Verlauf widerspiegelt (Gold
et al. 2006). Meist stellen die Versuchstiere eine genetisch homogene Populationen dar und
verfehlen damit eine Imitation der offensichtlichen genetischen Heterogenitat der MS. Durch
die gleichzeitige Evaluation verschiedener Modelle der EAE kdnnte dem entgangen werden.
Diese Methode beweist sich jedoch als sehr aufwandig und wird in der Praxis daher kaum
angewandt.
Das Prinzip der subkutanen Applikation des Immunogens ist in jeder Hinsicht ein artifizieller
Vorgang, der eine Immunreaktion von Organen jenseits des ZNS potentiell mit einschliel3t.
Auch hat das Immunogen bedingt durch das beigefligte Adjuvanz eine praktisch

unbeschrénkte Verteildauer an dem vom ZNS entfernt gelegenen Immunisierungsort und
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sorgt damit fur eine standige und heftige immunologische Stimulierung. Fir die MS gibt es
keine vergleichenden Ansatzpunkte, die verdeutlichen, dass ZNS Antigene aulRerhalb des
ZNS in immunogener Form vorliegen (Poeck und Hacke 1998; Gold et al. 2006). Vor einigen
Jahren wurden Modelle der EAE entwickelt, die nicht auf diese Art der Immunisierung
angewiesen sind (Waldner et al. 2000; Zehntner et al. 2003). Dabei ist jedoch der transgene

Ansatz der Modelle auch als artifiziell zu betrachten.

Insgesamt ist das EAE-Modell trotz der offensichtlichen Grenzen in der Ubertragbarkeit auf
die menschliche Erkrankung ein exzellentes Utensil, um die grundlegenden Mechanismen der
Entziindung und des immunologisch getriggerten Gewebeschadens des ZNS zu untersuchen.
Zusétzlich erlaubt das Modell die Evaluation von neuen Wirkstoffen und dessen Effekt. Bis
die Pathogenese der MS nicht endgultig aufgedeckt ist, wird die EAE ihre wesentliche
Bedeutung in der MS-Forschung sicherlich nicht verlieren, jedoch sollten bei ihrer

Anwendung die Grenzen des Modells nicht vergessen werden.

4.2 THERAPIEN MIT MONOKLONALEN ANTIKORPERN

Ein Antikorper als essentieller Bestandteil des Immunsystems besteht aus zwei identischen
leichten und zwei identischen schweren Ketten, die durch kovalente Bindungen ypsilonartig
verbunden sind. Jeweils eine leichte und eine schwere Kette bilden die variable Region,
welche als zielgerichtete Bindungsstelle agiert. Die konstante Region beschreibt das Endstiick
der zwei parallel gelegenen schweren Ketten. Sie kontrolliert unter anderem die
Komplementbindung und die durch den Antikorper gesteuerte Zytotoxizitat.

Vor einigen Jahrzehnten entstand der Versuch, Erkrankungen, vor allem solche mit
autoimmunem Mechanismus, mit polyklonalen Antikérper enthaltenden Immunseren, die in
anderen Spezies entwickelt wurden, zu therapieren. Jedoch wurde diese Therapie aufgrund
der Unspezifitat der Antikorper und der beschréankten Kompatibilitdt des Immunsystems
zwischen tierischem Spender und menschlichem Empféanger meist von einer heftigen
allergischen Reaktion begleitet. Die Einfuhrung der monoklonalen Antikérper (MAbs) durch
Kohler und Milstein im Jahre 1975 revolutionierte viele Forschungsbereiche, so auch den der
Medizin. Inzwischen ist es moéglich, Antikdrper zu kreieren, die zu 90 % aus humanen
Molekiilen bestehen, und damit die Immuntoxizitat erheblich zu vermindern (Queen et al.
1989). Einzelne, pathophysiologisch relevante Molekile kénnen durch MADbs zielgerichtet

blockiert werden. Vor allem zur Behandlung von Tumorerkrankungen und von
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Autoimmunerkrankungen sowie zur Unterdriickung einer TransplantatabstoRung sind MAbs
als therapeutisches Werkzeug nicht mehr weg zu denken. So wird beispielsweise Rituximab,
ein chimadrer MAb, zur Behandlung eines Non-Hodgin-Lymphoms regelméaRig eingesetzt
(Dundar et al. 2009). Ein weiteres Beispiel ist der humanisierte MAb Daclizumab, der bei
Transplantatabstoungen Verwendung findet (Rainiene et al. 2007).

Auch die MS Forschung liel? die Einfuhrung der MADbs nicht unberiihrt. Mittlerweile steht der
MADb Natalizumab als zugelassene Monotherapie bei hochaktiver schubférmiger MS zur
Verfligung (Rose et al. 2009). Natalizumab richtet sich gegen die Untereinheit o.4-Integrin des
VLA-4-Rezpetors (very late antigen-4), welcher auf der Oberflaiche von Lymphozyten zu
finden ist. Die Blockade hindert Lymphozyten daran, eine Bindung mit Adhasionsmolekiilen
der Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) einzugehen (Simmons 2005). Folge ist eine
verminderte Invasion von aktivierten Lymphozyten in das ZNS und somit eine Reduktion von
Uberschielenden  Immunreaktionen. Die positiven Effekte der experimentellen
Untersuchungen bestétigten sich in den darauf folgenden klinischen Studien (Yednock et al.
1992). Unter Therapie von Natalizumab zeigt sich eine signifikante Verminderung von im
MRT nachgewiesenen Lasionen (Miller et al. 2007). Die Schubrate und der EDSS-Parameter
(Expanded Disability Status Score)- eine Leistungsskala, die Auskunft tiber den Schweregrad
der Behinderung bei MS gibt- konnten durch Natalizumab deutlich verbessert werden
(Polman et al. 2006). Allerdings zeigt auch dieser MAb trotz (berzeugender anti-
inflammatorischer Wirkung keine mafgebliche Verbesserung der Symptomatik bei chronisch
progredienten Krankheitsverlaufen der MS, die Uberwiegend durch die fortschreitende
Neurodegeneration hervorgerufen wird. Neben Natalizumab werden in der MS-Forschung
momentan die MADbs Rituximab (Cross et al. 2006; Petereit et al. 2008), Daclizumab
(Bielekova et al. 2006) und Alemtuzumab (Warnke et al. 2009) in klinischen Studien
evaluiert.

Eine Anwendung von MADs sollte vorerst klinischen MS-Zentren vorbehalten werden, da es
zu erheblichen Nebenwirkungen kommen kann (Rose et al. 2009). Unter Anwendung von
Natalizumab entwickelte sich bei drei von 3300 Patienten eine progressive multifokale
Leukenzephalie (PML; Gold et al. 2007). Untersuchungen zur Klarung eines Zusammenhangs
zwischen der Behandlung von Natalizumab und dem Auftreten dieser opportunistischen
Infektion haben bisher keine schlissige Erklarung bringen koénnen. So missen weitere
Langzeitstudien folgen, um das Nebenwirkungsprofil einer derartigen Behandlung in Bezug
auf die Erkrankung abwégen zu kdnnen. Aus diesem Grunde sollte die Indikation einer MAb-

Therapie bei MS nur bei sorgfaltig ausgewahlten Patienten gestellt werden.
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Die Entwicklung monoklonaler Antikorper als therapeutisches Werkzeug ist in den letzten
Jahren zu einem der am starksten expandierenden Bereiche in der Arzneimittelforschung
geworden. Die Behandlungsmoglichkeiten zahlreicher neoplastischer und chronisch
entzindlicher Erkrankungen wurden dadurch deutlich erweitert. Dabei ermdglicht die
Gentechnik eine derartige Modifikation der Antikdrper und der von ihnen abgeleiteten
Molekiile, dass sie in Hinblick auf ihre Spezifitat und Affinitat zielgerichtet und abgestimmt
auf den Pathomechanismus der Erkrankung entwickelt werden kdnnen. Es bleibt abzuwarten,
ob in Zukunft die Entwicklung eines MAbs gelingen wird, der spezifisch auf die Interaktion
von Inflammation und Neurodegeneration bei der MS abzielt und beide Aspekte dieser

Erkrankung durch eine Monotherapie behandelbar macht.

4.3 NEUROPROTEKTIVE ERGANZUNGSBEHANDLUNGEN

Wahrend bis vor einem Jahrzehnt hauptséchlich der entziindliche Prozess im Mittelpunkt der
Arzneimittelentwicklungen bei MS stand, wird nun zunehmend versucht, Therapiestrategien
zu erarbeiten, die gegen die neurodegenerative Komponente dieser Erkrankung zielen. Dem
zugrunde liegen pathophysiologische Ergebnisse, die nicht nur auf die inflammatorischen
Vorgénge, sondern auch auf eine fortschreitende Axondegeneration innerhalb friher
MS-Lasionen hinweisen (Ferguson et al. 1997). Zusatzlich ist nachgewiesen geworden, dass
der Verlust von intakten Axonen mit dem Behinderungsgrad von MS-Patienten korreliert
(Matthews et al. 1998; Bjartmar und Trapp 2001; De Stefano et al. 2007). Diese Erkenntnisse
haben zur Folge, dass die bisherigen ausschliel3lich anti-inflammatorischen Therapiekonzepte
als unzureichend angesehen werden konnen. Durch Medikation konnen bleibende
Behinderungen der MS-Patienten bis zum heutigen Zeitpunkt nur begrenzt hinausgezdgert
werden. Der primér progrediente Verlauf der Erkrankung ist bisher nur bedingt therapeutisch
beeinflussbar. Neuroprotektive Behandlungsstrategien - bestenfalls in Kombination mit einer
anti-inflammatorischen Therapie - wirden eine erhebliche Erweiterung des therapeutischen
Spektrums bedeuten. Die Kklinischen Zeichen eines Schubes, die als VVorbote einer groferen
irreversibel verlaufenden ZNS-Schadigung angesehen werden konnen, und der langjahrige
chronische Verlauf der Erkrankung prédestinieren fir ein gutes Ansprechen einer
neuroprotektiven BehandlungsmalRnahme.

Daher l&sst sich auch leicht nachvollziehen, dass die MS-Forschung in den letzten Jahren
einen enormen Zuwachs an experimentellen und klinischen Studien beziiglich einer

neuroprotektiven Behandlungsoption zu verzeichnen hat. Allein in diesem Jahr (2009) kénnen
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schon 129 klinische Studien zur Erprobung neuer oder zur Modulation bisheriger
MS-Medikamente notiert werden. Darunter zielen circa 60 % der Studien auf eine
neuroprotektive Wirkung ab (www.nationalmssociety.org). Im Gegensatz zur Anzahl der
Studien sind die Ergebnisse bisher eher enttduschend. Allerdings darf nicht vergessen werden,
dass sowohl Atiologie als auch Pathogenese der MS zu groRen Teilen noch unbekannt sind
und damit die Forschung vorerst nicht ganz zielgerichtet erfolgen kann. Maglich ist es, dass
sich auf der Suche nach neuen Therapiestrategien auch zusatzliche Fenster zum Verstandnis
der Immunpathogenese der MS 6ffnen werden.

Die derweil untersuchten anti-inflammatorischen und potentiell neuroprotektiven Anséatze
zielen in vielerlei Richtungen. So wird versucht in den Zyklus der Antigenprasentation und
T-Zell-Aktivierung sowie auch in die B-Zell-Aktivierung und die Antikorperbildung
einzugreifen. Die Untersuchung, Entziindungszellen an Chemotaxis, Adhdsion und Migration
in das ZNS zu hindern, erwies sich teilweise als erfolgreich. Der monoklonale Antikdrper
Natalizumab, welcher aktivierte Lymphozyten daran hindert, die BHS zu (berwinden, ist
bereits in das Stufenschema der international anerkannten MS-Therapie-Leitlinien als anti-
inflammatorisch wirkende Substanz aufgenommen worden (Polman et al. 2006; Miller et al.
2007). Allerdings fehlt auch bei dieser Substanz die erhoffte neuroprotektive Komponente.
Auch dem Immunsystem nicht zugehorige Molekile sind Ziel experimenteller Studien. Ein
kleiner Erfolg zeigte eine im EAE-Modell durchgefiihrte Behandlung mit Epo (Séttler et al.
2004). Dabei konnte ein deutlich verbessertes Uberleben der RGZ beobachtet werden.
Allerdings hatte die kontinuierliche Epo-Therapie keinen positiven Einfluss auf den
induzierten Entziindungsprozess, sodass eine alleinige Gabe von Epo nicht als ideale
Behandlungsstrategie gelten kann. Wird Epo zusammen mit einer entziindungshemmenden
Substanz wie beispielsweise Methylprednisolon verabreicht, wird ein sowohl anti-
inflammatorischer, als auch neuroprotektiver Effekt beschrieben (Diem et al. 2005).

In Bezug auf weitere Therapieoptionen, die gleichzeitig sowohl die Entziindung als auch die
Neurodegeneration beeinflussen, konnte durch Hemmung des Molekdils Nogo-A durch einen
monoklonalen Antikorper eine derartige Wirkung nachgewiesen werden (Karnezis et al.
2004). Es bleibt abzuwarten, ob diese Behandlung auch in klinischen Studien Erfolge zeigen

wird.

49


http://www.nationalmssociety.org/

4.4 DIE ANTIKORPER-GETRIGGERTE ANTAGONISIERUNG VON RGMA- EINE
POTENTE, INNOVATIVE BEHANDLUNGSSTRATEGIE DER MS?

RGMa ist ein Glykoprotein der Familie der Lenkmolekiile, welches bisher hauptséchlich in
Verbindung mit dessen repulsivem Effekt im Milieu der glialen Narbe Erwédhnung findet
(Stahl et al. 1990; Muller et al. 1990; Matsunaga et al. 2004). Unter den beiden ZNS-
spezifischen RGM-Subtypen (RMGa und RGMb) ist RGMa das genauer charakterisierte
Molekil und wird deswegen in Studien bevorzugt untersucht. In dieser Arbeit wurde ein
Antikorper gegen RGMa erstmalig im entzindlich degenerativen EAE-Modell auf eine
potentiell anti-inflammatorische sowie neuroprotektive Wirkung untersucht.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsanalysen zeigen eine Lokalisation von RGMa
in den Neuronen des ZNS von Ratten mit und ohne EAE. Beim Vergleich mit gesunden
Kontrollen kann in der MOG-induzierten EAE ein vermehrtes Vorkommen von RGMa-
Molekilen in den entzlindlichen Arealen des Rickenmarks beobachtet werden, nicht jedoch
in Arealen ohne entzundliche Infiltration. Noch unpublizierte Studien unserer Arbeitsgruppe
zeigen zudem eine vermehrte Expression von RGMa im Liquor von MS-Patienten. In
Untersuchungen an Lewis Ratten mit Rickenmarksverletzungen wurde ein vermehrtes
Auftreten von RGMa in Oligodendrozyten, myelinisierten Strukturen und Neuronen innerhalb
des Lé&sionsbereichs beobachtet (Schwab et al. 2005a). Die Arbeitsgruppe von Schwab et al.
erforschte des Weiteren die Expression von RGMa an post-mortem-Hirnschnitten von
Patienten, die aufgrund von ischdmischen oder traumatischen Ereignissen verstarben. Hierbei
akkumulierte RGMa in den lasionierten und peril&sionierten Arealen. Das in dieser Arbeit
beobachtete vermehrte Auftreten von RGMa in EAE-Léasionen- in Ubereinstimmung mit
Liquoruntersuchungen von MS-Patienten- deutet daraufhin, dass dieses Protein an der
Interaktion von Entziindung und Neurodegeneration dieser Erkrankungen beteiligt sein
konnte. Allerdings lasst sich dabei eine vermehrte Expression von RGMa nicht direkt
belegen, da eine Akkumulation des Molekiils beispielsweise durch einen verringerten Abbau
nicht ausgeschlossen werden kann. Experimente, in denen in situ die RGMa-mRNA-
Expression untersucht wird, konnten dartber Aufschluss geben.

Da RGMa ein potenter Myelin-assoziierter Inhibitor des Neuritenwachstums ist, hat eine
Antagonisierung dieses Molekils durch einen neutralisierenden Antikorper einen positiven
Einfluss auf die Axonregeneration. Eine Studie von Hata et al. (2006) untersuchte die
Wirkung von a-RGMa im Vergleich zu dem als Placebo wirkenden Immunglobulin G (1gG)

im Rattenmodell. Dazu wurde der Antikorper nach Durchfihrung einer Hemisektion des
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thorakalen Riickenmarks per osmotischer Minipumpe intrathekal appliziert. Es konnte ein
vermehrtes Auftreten von axonalen Ausprossungen und, mdglicherweise damit verbunden,
eine Besserung der Lokomotorik beobachtet werden.

In Bezug auf das MOG-EAE Modell ist eine Axonregeneration wesentlich schwieriger zu
evaluieren, da hierbei die inflammatorische Komponente zu unterschiedlichen Lé&sionen bei
jedem einzelnen Tier flhrt. Zudem sind die ladierten Areale im Gegensatz zu Modellen mit
Hemisektion diffus im ZNS zerstreut, was die Detektion regenerierender Axone durch
spezifische immunhistochemische Farbungen erschwert und oft sogar unmoglich macht.
Allerdings besteht der Vorteil einer solchen Antagonisierung durch einen Antikdrper gegen
RGMa im MOG-induzierten Optikusneuritismodell darin, dass sowohl die neuroprotektiven
als auch die anti-inflammatorischen Effekte quantitativ untersucht werden kdnnen. Da auch
schon fur Antikorper gegen das Lenkmolekil Nogo-A im EAE-Modell eine gleichzeitige
neuroprotektive und anti-inflammatorische Wirkung beobachtet werden konnte (Karnezis et
al. 2004), war die Hypothese entstanden, dass durch eine Antagonisierung gegen RGMa im
EAE-Modell dhnliche positive Effekte zu erreichen sein kdnnten.

Das vermehrte Auftreten von RGMa-Molekiilen in den entziindlichen ZNS-Ldsionen des
MOG-induzierten EAE-Modells l&sst eine Beteiligung von RGMa an den entziindlichen und
neurodegenerativen Prozessen dieser Erkrankung vermuten. Allerdings kann (ber die
funktionelle Wichtigkeit von RGMa im Rahmen dieser Bedingungen nur spekuliert werden.
Vielleicht ist RGMa nur indirekt an den Geschehnissen der Inflammation und der
Neurodegeneration beteiligt. Dies wirde die fehlende Wirkung des im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Antikorpers gegen RGMa erkléren.

Moglich ware auch, dass die Ausschaltung von nur einem an der Initilerung von
Inflammation und Neurodegeneration beteiligten Molekul- hier in dieser Arbeit RGMa-
keinen oder nur einen maRigen neuroprotektiven and anti-inflammatorischen Effekt
hervorruft, jedoch eine Kombinationsbehandlung gegen weitere Lenkmolekile wie zum
Beispiel Nogo (Karnezis et al. 2004) die erwiinschte Wirkung bringen konnte.

Die Antagonisierung von RGMa als gleichzeitige Behandlungsmdglichkeit der autoimmunen
Entzindung und der Neurodegeneration im Tiermodell der MS erbrachte keine Erfolge,
wobei Uber die Ursache der fehlenden Wirkung an dieser Stelle nur spekuliert werden kann.
Sowohl RGMa als Molekiil, als auch die Mechanismen seiner mdglichen Beteiligung an der
Interaktion von autoimmuner Entziindung und Neurodegeneration bei EAE und MS mussen

genauer entschlisselt werden, um eine endgultige Antwort auf die fehlende Wirkung finden
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zu konnen. Zukinftige Studien werden zeigen, ob die Erforschung weiterer MADbs, die
spezifisch auf das Zusammenspiel von Inflammation und Neurodegeneration abzielen,
therapeutische Erfolge bringen wird und damit die Entwicklung eines Behandlungskonzeptes,

welches auf beide Aspekte dieser Erkrankung abzielt, moglich macht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Multiple Sklerose ist eine entzundlich demyelinisierende Erkrankung des ZNS. Das
histopathologische Bild zeigt einen kontinuierlichen Zerfall der Myelinscheiden, bedingt
durch entziindliche Lé&sionen. Zusatzlich tritt eine Destruktion axonaler und neuronaler
Strukturen auf, die die wichtigste Ursache der dauerhaft bestehenden Behinderungen der
Patientinnen und Patienten ist. S&mtliche etablierte Behandlungskonzepte zielen auf die
inflammatorische Komponente der Erkrankung ab. Da auch moderne anti-inflammatorische
Therapiekonzepte die langsam fortschreitende Zunahme persistierender Behinderungen
h&ufig nicht aufhalten kdnnen, kommt der Entwicklung neuroprotektiver Therapieansatze zur
Begrenzung des irreversiblen neuronalen Schadens eine entscheidende Bedeutung zu.

In dieser Arbeit wurden in einem Rattenmodell der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE), dem am héaufigsten eingesetzten Tiermodell der MS, die
Wirkungen von monoklonalen Antikérpern gegen das ,,Repulsive Guidance Molecule a“
(RGMa) untersucht. RGMa ist ein Molekil aus der Familie der Lenkmolekiile und wurde
zuerst in seiner Funktion bei der neuronalen Entwicklung des visuellen Systems beschrieben.
Darliber hinaus ist eine die Axonregeneration fordernde Wirkung in einem spinalen
Traumamodell beobachtet worden. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurden zunéchst
Expressionsanalysen von RGMa durchgefiihrt, welche das Vorkommen dieses Molekdls in
neuronalen Strukturen des untersuchten Tiermodells bestatigten. Der Vergleich von
Préparaten gesunder und EAE-Ratten deutete auf ein vermehrtes Vorkommen von RGMa-
Molekiilen in den entziindlich demyelinisierten Arealen hin. Die Antikorperbehandlung
wurde im Vergleich zu zwei verschiedenen Kontrollbehandlungen durchgefiihrt. Eine
Tiergruppe erhielt PBS als Placebo, die andere Kontrollgruppe einen monoklonalen
Antikorper gegen humanes RGMa. Bei Brown Norway Ratten mit autoimmuner
Optikusneuritis, induziert durch Immunisierung mit Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein,
wurde mittels intraperitonealer Applikation von 1 oder 4 mg/kg Koérpergewicht dosierten
RGMa-Antikdrper weder ein Effekt auf die entziindliche Infiltration in den Sehnerven, noch
auf die Demyelinisierung, die axonale Degeneration oder den neuronalen Zelltod beobachtet.
Die fehlende neuroprotektive und anti-inflammatorische Wirkung resultierte in ebenfalls
unveranderten Kklinischen Funktionsdefiziten der Tiere, die in diesem Tiermodell vor allem
durch die zusatzlich zur Optikusneuritis auftretenden spinalen Ldsionen hervorgerufen
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit weiterer

experimenteller und Klinischer Studien, um die Interaktion von Entzindung und
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Neurodegeneration bei der MS weiter zu entschliisseln und die Entwicklung einer gleichzeitig

anti-inflammatorisch und neuroprotektiv wirksamen Monotherapie zu ermdglichen.
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6 ANHANG: ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

B-APP
BHS
BN
CTNF
EAE
EDSS
Epo
FCI

Antikorper

engl. B-amyloid precursor protein
Blut-Hirn-Schranke

engl. Brown Norway

ziliarer Nervenwachstumsfaktor
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
engl. expanded disability status score
Erythropoetin

engl. focal cerebral ischemia
Fluorogold

humanes Leukozytenantigen
Immunglobulin

Interleukin

Luxol-Fast-Blue

monoklonaler Antikorper
Myelin-assoziiertes Glykoprotein
basisches Myelinprotein
Myelin-assoziiertes Oligodendrozyten-Basisprotein
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
Magnet-Resonanz-Spektroskopie
Magnet-Resonanz-Tomographie
Multiple Sklerose

engl. phosphate buffered saline
Paraformaldehyd

Proteolipid-Protein

progressive multifokale Leukenzephalie
engl. repulsive guidance molecule

engl. repulsive guidance molecule a
retinale Ganglienzelle/-n
Raumtemperatur

engl. spinal cord injury

engl. traumatic brain injury
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TNF
uv

VLA
ZNS

°C

kDa, Da

kg, 9, mg, ug

h, min, sec

[, ml, ul

M, mM, nM, pM

Tumornekrosefaktor
Ultraviolett
engl. very late antigen

zentrales Nervensystem

Grad Celsius

Kilodalton, Dalton

Kilogramm, Gramm, Milligramm, Mikrogramm
Stunde, Minute, Sekunde

Liter, Milliliter, Mikroliter

Molar, Millimolar, Nanomolar, Picomolar
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