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1  Einleitung

Die multiple Sklerose (MS) ist eine demyelinisierende, entziindliche Krankheit des
zentralen Nervensystems, die bei den Betroffenen schwere neurologische Ausfille und
Behinderungen verursachen kann (Lassmann et al. 2001). Als etabliertes Tiermodell gilt die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), eine kinstlich induzierte
neuroinflammatorische Erkrankung, die zahlreiche Ahnlichkeiten mit der MS aufweist,
allerdings nicht mit ihr gleichzusetzen ist (Constantinescu et al. 2011). Dem
himatopoetischen Wachstumsfaktor Interleukin-3 (IL-3) wird eine bedeutende Rolle bei
inflammatorischen Prozessen zugesprochen (Hercus et al. 2013). Das Zytokin ist eng
verwandt mit dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), der nach aktuellem Kenntnisstand wesentlich
fir die Ausbildung einer EAE ist, sodass auch eine pathogenetische Bedeutung fiir die MS
angenommen werden kann (Rasouli et al. 2015). Bislang unklar ist, inwieweit auch

Interleukin-3 an der Entstehung neuroinflammatorischer Erkrankungen beteiligt ist.

1.1  Multiple Sklerose

Die auch als Encephalomyelitis disseminata bezeichnete Erkrankung gilt als die hdufigste
neurologische Erkrankung junger Erwachsener der entwickelten Welt und verursacht
alleine in Europa jahrlich direkte und indirekte Kosten von nahezu 15 Milliarden Euro
(Lassmann et al. 2001, Sobocki et al. 2007, Gustavsson et al. 2011).

Obwohl Atiologie und Pathogenese bis heute nicht vollstindig geklirt sind, wird
angenommen, dass der Erkrankung Autoimmunprozesse, die nach einer Sensibilisierung
gegen Bestandteile des zentralen Nervensystems (ZNS) durch weitestgehend unbekannte
Faktoren auftreten, zugrunde liegen (Noseworthy 1999, Keegan und Noseworthy 2002).
Neben dieser Autoimmunhypothese werden aber weitere, ginzlich verschiedene
Krankheitskonzepte diskutiert und insbesondere der neurodegenerativen Komponente der
Erkrankung grof3e Bedeutung beigemessen (Chaudhuri 2013, Behan und Chaudhuri 2010).

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit sind etwa 2,3 Millionen Menschen an MS erkrankt, davon anniahrend zwei Drittel
Fraven (Multiple Sclerosis International Federation 2013). Inzidenz und Privalenz
unterliegen ausgeprigten lokalen Unterschieden. Wihrend in West-Europa und
Nordamerika die héchsten Privalenzen vorliegen, scheint die Erkrankung in Asien, Afrika
und dem Mittleren Osten am seltensten aufzutreten (Koch-Henriksen und Serensen 2010).
In Europa leben etwa 540.000 Menschen mit MS, davon 105.000 in Deutschland
(Gustavsson et al. 2011). Die europaweite Privalenz wird mit 79/100.000 angegeben, die



Inzidenz mit 4,2/100.00/Jaht, aber auch innerhalb Europas zeigen sich regional z.T.
erheblich abweichende Erkrankungshiufigkeiten (Kobelt und Pugliatti 2005, Fasbender et
al. 2008). Die oft beschriebene Zunahme von Pravalenz und Inzidenz der Erkrankung in
hoheren geografischen Breiten wird heute kontrovers diskutiert (Koch-Henriksen und
Serensen 2010, Koch-Henriksen und Sorensen 2011, Grant und Mascitelli 2012, Evans et
al. 2013).

Das Erkrankungsrisiko wird auch durch die Ethnie beeinflusst. So findet sich unter
norwegischen Samen gegentber der Gibrigen Bevolkerung eine deutlich erniedrigte MS-
Privalenz (Harbo et al. 2007). In den USA wurde lange Zeit ein erniedrigtes
Erkrankungsrisiko fur Afroamerikaner gegentiber europiisch-stimmigen Amerikanern
angenommen. Im Widerspruch dazu zeigte sich allerdings in einer aktuellen kalifornischen
Studie unter Afroamerikanern die héchste MS-Inzidenz, wihrend Hispanoamerikaner und

Asiaten am seltensten betroffen waren (Langer-Gould et al. 2013).

1.1.2  Atiologie

Wihrend die durch multiple Sklerose verursachten histopathologischen Verdnderungen
immer genauer beschrieben werden, bleiben deren Ausloser weiterhin unklar. So ist die
itiologische Bedeutung genetischer Faktoren, bakterieller und viraler Infektionen, eines

Vitamin-D-Mangels und weiterer Umwelteinfliisse umstritten.

1.1.2.1 Genetik

Das familidar gehdufte Auftreten der Erkrankung ldsst eine genetische Disposition
vermuten. Allerdings erkranken nur etwa 30% der eineiigen Zwillinge MS-Erkrankter
ebenfalls (Spielman und Nathanson 1982). Ein besonderer FEinfluss auf die MS-
Suszeptibilitit wird den Genen des humanen Leukozytenantigen-Systems zugesprochen
(Link et al. 2012). Auflerhalb dieser Genregionen sind bis heute weitere mehr als 100 Gene,
die das MS-Risiko beeinflussen, bekannt (Beecham et al. 2013). Insgesamt ist von einer
polygenetischen Beeinflussung der MS-Suszeptibilitit auszugehen, die im Zusammenspiel
mit einer Exposition gegeniiber bestimmten Umweltfaktoren wihrend der Adoleszenz fiir
den Krankheitsausbruch oder -progress von Bedeutung ist (The International Multiple
Sclerosis Genetics Consortium [IMSGC] 2010, Giovannoni et al. 2006, Kurtzke 2013).

1.1.2.2 Infektionen — Bedeutung als auslosende Umweltfaktoren

Als idtiologisch bedeutsame Umweltfaktoren werden zahlreiche, besonders virale
Infektionen gehandelt (Gilden 2005, Giovannoni et al. 2000). FEinige dieser
Krankheitserreger konnen auch noch nach Jahren reaktiviert werden und immunologische
Prozesse, die zu einer Demyelinisierung fithren, auslosen. Als Indiz fir eine infektidse
Genese konnen die bei mehr als 90% der MS-Patienten als oligoklonale Banden im Liquor

cerebrospinalis nachgewiesenen Immunglobuline gewertet werden, die sonst vor allem bei



entziindlichen Infektionskrankheiten des ZNS auftreten (Gilden 2005). Sogar eine sexuelle
Ubertragbarkeit der Erkrankung wurde kurz und heftig diskutiert, ohne dass sich hierfiir
letztlich belastbare Hinweise finden lieBen (Hawkes 2002, O'Donovan 2003, Stewart 2002,
Lidegaard und Svendsen 2008).

Zahlreiche Viren, wie das Epstein-Barr-Virus, das humane Herpesvirus 6, das Torque-
Teno-Virus, aber auch Retroviren, werden z.T. seit Jahrzehnten im Zusammenhang mit
MS untersucht (Ascherio und Munch 2000, Cermelli et al. 2003, Mancuso et al. 2013,
Koprowski et al. 1985, Greenberg et al. 1989, Perron et al. 1989, Perron et al. 1991,
Rozenberg et al. 1991, Hackett et al. 1996, Rasmussen et al. 1997). Dennoch konnte bis
heute kein Virus als MS-Ausloser sicher identifiziert werden. Neben Viren wird auch das
vor allem als Erreger von Atemwegserkrankungen bekannte, aber mit sehr
unterschiedlichen chronischen Erkrankungen in Verbindung gebrachte, obligat
intrazellulire Bakterium Chlamydia pneumoniae als mogliches MS-Pathogen diskutiert
(Roulis et al. 2013, Sriram et al. 1998, Sriram et al. 1999, Yao et al. 2001, Sotgiu et al. 2001,
Derfuss et al. 2001).

1.1.2.3 Infektionen — die Hygienchypothese

Nach der sogenannten Hygienehypothese ist die steigende Zahl chronisch-entztindlicher
und autoimmuner Erkrankungen Ausdruck einer Fehlfunktion der Immunregulation, die
auf verbesserte Hygienestandards und die damit verbundene Depletion von Organismen,
mit denen sich das menschliche Immunsystem koevolutionir entwickelte, zuriickzufihren
ist (Rook 2012). So ist die MS-Privalenz in Regionen mit besserem Hygienestandard
erhoht; eine frithzeitige Exposition von Kindern gegeniiber Krankheitserregern durch
Geschwisterkinder im Kleinkindalter, frihzeitigen Besuch einer Kindertagesstitte und
Leben in Stidten senkt jedoch das Risiko — zumindest in Lindern mit hohem
Hygienestandard (Leibowitz et al. 1966, Conradi et al. 2011, Ponsonby 2005, Hughes et al.
2013, Stefano et al. 2003).

1.1.2.4 Weitere Umweltfaktoren

Seit Jahrzehnten werden eine verminderte Sonnenlichtexposition und Vitamin-D-Mangel
als potenzielle Risiken angesehen (Sutherland et al. 1962, Goldberg et al. 1986, Duan et al.
2014). Unklar ist, ob es sich tatsichlich um unabhingige Faktoren handelt oder der
Einfluss einer verminderten Sonnenlichtexposition letztlich nur durch konsekutiv
erniedrigte Vitamin-D-Spiegel vermittelt wird (Lucas et al. 2011, Ascherio et al. 2011, Hart
et al. 2011, Lemire und Archer 1991, Becklund et al. 2010).

Zigarettenrauchen ist — durch immunmodulatorische oder direkt neurotoxische Effekte —
mit einem deutlich erh6hten MS-Risiko assoziiert (Riise et al. 2003, Hernan et al. 2001,
Hedstrém et al. 2013, Handel et al. 2011b, Salzer et al. 2013, O’Gorman et al. 2012). Auch



Alkoholkonsum wird als unabhingiger Risikofaktor diskutiert (Hawkes 2005, Massa et al.
2013, Hedstrom et al. 2014).

1.1.2.5 Chronische zerebrospinale venose Insuffizienz

Einige Jahre wurde eine eisenabhingige Inflammation aufgrund einer durch extrakranielle
venose Strikturen bedingten chronischen zerebrospinalen vendsen Insuffizienz als Ursache
der MS diskutiert (Zamboni 2006, Zamboni et al. 2008, Singh und Zamboni 2009). Trotz
intensiver Forschung konnte in zahlreichen Studien dieses Konzept insgesamt nicht
bestitigt werden, sodass es heute von den meisten — aber nicht allen — Autoren abgelehnt
wird (Barreto et al. 2013, Brod et al. 2013, Comi et al. 2013, Tsivgoulis et al. 2014,
Rasminsky und terBrugge 2013, Ghezzi 2013, Hutchinson 2013, Zivadinov und
Weinstock-Guttman 2013).

1.1.3 Pathogenese

Wie in Kapitel 1.1.4 beschrieben wird, sind Neuroinflaimmation und -degeneration zentrale
Merkmale der Erkrankung. Die gingige Autoimmunhypothese wird teils kontrovers
diskutiert und von einigen Autoren eine primire Neurodegeneration mit nur sekundirem
entziindlichen Geschehen vermutet (Lassmann 2010, Trapp und Nave 2008, Stys et al.
2012, Chaudhuri 2013).

1.1.3.1 Autoimmunhypothese

Grundlegende Annahme der Autoimmunhypothese ist, dass durch autoreaktive, fir das
cluster of differentiation 4 (CD4) positive Lymphozyten eine Entztiindung des ZNS ausgel6st
wird, in deren Folge es zu neurodegenerativen Prozessen kommt (Nakahara et al. 2012).
Dabei wurden im klassischen Modell zunichst T};1-Zellen proinflammatorische und T},2-
Zellen protektive Eigenschaften zugeschrieben. Weitere Untersuchungen brachten die
wesentlich spiter entdeckten T}17-Zellen in den Fokus (Tzartos et al. 2008). Nach
heutigem Erkenntnisstand sind sowohl T,1- als auch T,17-Zellen in der Lage,
Axonopathien und Demyelinisierung zu verursachen. Bei MS-Patienten lassen sich fur
beide Subpopulationen typische Immunantworten nachweisen (Carbajal et al. 2015). Das
Vorkommen autoreaktiver, gegen ZNS-Bestandteile gerichteter Zellen ist per se allerdings
nicht pathologisch, sondern lisst sich auch bei Gesunden, wenn auch nur mit niedriger
Aviditat und weniger proinflammatorischem Phinotyp, zeigen (Pette et al. 1990, Hohlfeld
und Wekerle 2004, Bielekova et al. 2004). Sogar neuroprotektive Effekte solcher
autoreaktiver Lymphozyten und der von ihnen verursachten inflammatorischen Reaktionen
wurden beschrieben (Moalem et al. 1999, Hohlfeld und Wekerle 2004, Kerschensteiner et
al. 2003).

Die Entziindung verlduft in zwei Wellen: In der ersten Phase der Lisionsbildung finden

sich nur wenige T-Lymphozyten. Oligodendrozytenschidigung und Demyelinisierung



werden von einer massiven Aktivierung phagozytirer Zellen begleitet. Erst spater kommt
es zu einem ausgeprigten Einstrom weiterer T-, aber auch B-Lymphozyten (Lassmann
2011, Lassmann und van Horssen 2011). Unter den T-Zellen dominieren in den MS-
Lisionen klonal expandierte CD8"-Zellen (Babbe et al. 2000).

Tierversuche lassen vermuten, dass dendritische Zellen, die aus dem zentralen
Nervensystem antigenbeladen in die tiefen zervikalen Lymphknoten migrieren und dort
Autoantigene (oder kreuzreaktive Epitope) prisentieren, antigenspezifische T-
Lymphozyten aktivieren und so den Ubertritt der enzephalitogenen Zellen in das ZNS
ermoglichen (Karman et al. 2004, Furtado et al. 2008). Diese Zellen kénnten dann durch
Aktivierung des sonst nicht — oder nur geringfiigig — fiir Leukozyten durchgingigen Blut-
Hirn-Schranken-Endothels den Einstrom unspezifischer Zellen bahnen (Steinman 1996,
Reboldi et al. 2009).

Der Nachweis von B-Lymphozyten in Lisionen der weillen und grauen Substanz sowie in
follikelartigen Strukturen in den Meningen (s.a. Kapitel 1.1.4), aber ebenso Ablagerungen
von Immunglobulinen in MS-Plaques lassen eine wichtige Rolle auch dieser Zellen in der
Pathogenese vermuten (Lucchinetti et al. 2011, Frischer et al. 2009, Serafini et al. 2004,
Lucchinetti et al. 2000). Darauf deutet zudem der therapeutische Erfolg von Rituximab hin,
einem monoklonalen Antikérper, der zur Depletion der CD20-positiven B-Lymphozyten
fihrt (Hauser et al. 2008). Als weiteres Indiz kann der Nachweis von klonal expandierten
B-Lymphozyten und Plasmazellen sowie den von ihnen produzierten oligoklonalen
Immunglobulinen im Liquor cerebrospinalis bei nahezu allen MS-Patienten angefihrt
werden (Walsh et al. 1985, Obermeier et al. 2008, Budingen et al. 2010). Allerdings
bestehen widerspriichliche Ansichten bezuglich der Reaktivitit solcher Antikrper
gegentiber Myelinbestandteilen (Markovic et al. 2003, Owens et al. 2009, Bidingen et al.
2008).

1.1.3.2 Neurodegenerative Hypothese

Neben der genannten Autoimmunhypothese wird eine primare Neurodegeneration mit erst
sekundarer Entziindungsreaktion von einigen Autoren diskutiert (Lassmann 2010, Trapp
und Nave 2008, Stys et al. 2012). Als Hinweis auf eine entziindungsunabhingige
neurodegenerative Komponente der MS kann das schlechte Ansprechen auf eine
immunmodulierende Therapie im chronisch-progressiven Verlauf gedeutet werden (Bates
2011, Leary und Thompson 2005, Wiendl und Hohlfeld 2009). Auch der in frihen,
sogenannten Typ IIl-Ldsionen und am Rand aktiv demyelinisierender Lisionen
beschriebene rasche Untergang von Oligodendrozyten (vgl. Kapitel 1.1.4.1) sowie die
elektronenmikroskopisch beobachtete primire Schidigung innerer Myelinlamellen in MS-
Plaques werden durch die Autoimmunhypothese unzureichend erklirt (Lucchinetti et al.
2000, Barnett und Prineas 2004, Henderson et al. 2009, Rodriguez und Scheithauer 1994).

Zwei Studien mit Tiermodellen, in deren Rahmen durch eine kinstlich hervorgerufene



Oligodendrozytendegeneration  versucht wurde, eine sekundire Inflammation
hervorzurufen, lieferten widerspriichliche Ergebnisse (Locatelli et al. 2012), (Traka et al.
20106).

Letztlich beschreiben beide Hypothesen einen komplexen Zusammenhang zwischen
Neurodegeneration und Inflammation, ohne dass bis heute das primire Ereignis sicher

identifiziert werden konnte (Lassmann 2010).

1.1.4 Histopathologie

Die erste neuropathologische Beschreibung disseminierter Plaques geht auf Robert
Carswell (1838) zurtck, einen Zusammenhang zwischen ,Hirnsklerose® und
neurologischen Ausfillen erkannte aber erst Friedrich von Frerich 1849. Schlieflich
beschrieb Jean-Martin Charcot 1868 ausfihrlich die Sc/rose en Plagues und verdtfentlichte

detaillierte makroskopische und mikroskopische Illustrationen dazu (Murray 2009).

Die multiple Sklerose bietet histologisch ein sehr heterogenes Bild (Lucchinetti et al. 2000).
Neben den MS-typischen Plaques riicken heute Verdnderungen im Bereich der nicht
sklerosierten weillen Substanz, der grauen Substanz und globale Schiden an Gehirn und
Rickenmark, wie eine generalisierte Atrophie, in den Fokus (Stadelmann et al. 2011, Miller
et al. 2002, Lassmann et al. 2007).

1.1.4.1 Lasionen der weillen Substanz

In den entztindlichen Infiltraten der demyelinisierten Lasionen pridominieren unter den T-
Lymphozyten zwar die CD8'-Zellen, aber auch B-Lymphozyten, Plasmazellen,
Makrophagen und Mikroglia lassen sich in den Plaques nachweisen (Babbe et al. 2000,
Frischer et al. 2009). Die aktiv demyelinisierenden Lisionen lassen sich nach
Lucchinetti et al. (2000), basierend auf Plaquegréfe und -lokalisation, Myelin- und
Oligodendrozytenschadigung  sowie  Ablagerungen von  Immunglobulinen und

Komplement, in vier verschiedene Typen einteilen:

e Lisionstyp I Die scharf begrenzten Lisionen sind um kleine Venen und Venolen
zentriert. Fine durch T-Lymphozyten und Makrophagen vermittelte Entziindung
dominiert. Aktive Lisionen zeigen im Randbereich einen Verlust der
Oligodendrozyten, in inaktiven Zentren treten diese wieder vermehrt auf. Wie auch bei

Liasionstyp II lassen sich diinn myelinisierte Markschattenherde nachweisen.

e Lisionstyp II: Der haufigste Lisionstyp entspricht im wesentlichen Typ I, zeigt aber
typischerweise zusitzlich eine ausgepragte Ablagerung von Immunglobulinen (v.a. IgG)

und Komplementfaktoren.

e Lisionstyp III: Diese unscharf begrenzten Plaques sind nicht um kleine Gefille
zentriert. Gefd3e innerhalb der Lisionen haben einen gut myelinisierter Saum. Infiltrate

bestehen ebenfalls hauptsidchlich aus T-Lymphozyten, Makrophagen und aktivierter



Mikroglia, aber ohne Immunglobulin- oder Komplementablagerungen. Im aktiven
Randbereich ist ein ausgeprigter Oligodendrozytenverlust zu beobachten, im inaktiven

Zentrum finden sich fast keine Oligodendrozyten. Markschattenherde fehlen.

e Lisionstyp IV: Wieder finden sich vor allem T-Lymphozyten und Makrophagen in den
Infiltraten, ohne  Ablagerung von Immunglobulinen und Komplement.
Oligodendrozytendegeneration tritt vor allem in einem schmalen Rand um den scharf
begrenzten Plaque auf. In aktiven und inaktiven Lisionen zeigen sich nahezu keine

Oligodendrozyten mehr. Remyelinisierung findet hier nicht statt.

Somit dhneln Typ I und II einer T-Zell-vermittelten bzw. einer T-Zell- und Antikorper-
vermittelten autoimmunen Enzephalomyelitis. Lasionstyp III und IV fallen durch eine
frihe Oligodendrozytendystrophie, dhnlich einer Virus- oder Toxin-induzierten
Demyelinisierung, auf. Lisionen vom Typ III sind zudem mit einem kurzen
Krankheitsverlauf assoziiert. In der Arbeit von Lucchinetti et al. zeigte sich eine
interindividuelle Heterogenitit, ohne dass unterschiedliche Lisionstypen bei ein und
demselben Patienten auftraten (Lucchinetti et al. 2000). Barnett und Prineas beobachteten
jedoch durchaus eine intraindividuelle Heterogenitit und interpretieren die verschiedenen
Plaquetypen als unterschiedliche Stadien der Lisionsbildung; Typ-I1I-dhnliche Lisionen
wurden dabei als Frithstadium gewertet (Barnett und Prineas 2004, Barnett et al. 2009).
Nach langjihrigem Krankheitsverlauf beobachteten Breij et al. (2008) nur noch einen
gemeinsamen, homogenen Demyelinisierungsmechanismus im Sinne einer durch

Immunglobuline und Komplementfaktoren induzierten Phagozytose.

Die weitaus hidufiger in Autopsien nachgewiesenen demyelinisierten chronischen
Lisionen sind hypozellulir, allenfalls randstindig remyelinisiert und zeigen eine astrozytire
Gliose. Ursichlich fir die ausbleibenden Remyelinisierung koénnten die nur spitlich
vorhandenen entziindlichen Infiltrate und der folgende Mangel proinflaimmatorischer
Zytokine sein, die ein fiir eine Remyelinisierung gunstiges Umfeld schaffen konnen. Diese
verinderte Immunantwort mag auch fur einen Differenzierungsblock oligodendroglialer
Progenitorzellen verantwortlich sein (Kuhlmann et al. 2008). Insgesamt lassen sich mit
zunehmendem Lisionsalter aber immer weniger Oligodendrozytenvorldufer in den Plaques
nachweisen, wozu moglicherweise spezifische Antikérper gegen diese Zellen beitragen
(Wolswijk 2002, Niehaus et al. 2000). Einige chronische Lisionen zeigen sich durch
Demyelinisierung der angrenzenden weillen Substanz langsam groB3enprogredient (Prineas
et al. 2001). Obwohl klassischerweise fir die MS eine Demyelinisierung mit relativem
Erhalt der Axone beschrieben wird, lisst sich in den chronischen Lisionen ein deutlicher
Axonverlust nachweisen (Storch und Lassmann 1997, Lovas et al. 2000, Frischer et al.
2009).

Als Ausdruck globaler Verinderungen der weiflen Substanz treten, akzentuiert um
Lisionen, im chronisch-progredienten Stadium Demyelinisierung und axonale Schiden im

Bereich der normal erscheinenden weillen Substanz (normal-appearing white matter, NAWM)



auf, womoéglich durch eine globale Akkumulation von Entziindungszellen hinter wieder

intakter Blut-Hirn-Schranke verursacht (Kutzelnigg et al. 2005).

1.1.4.2 Schaden der grauen Substanz

Die Beteiligung der grauen Substanz wurde schon frith erkannt und gilt heute als typisches
Merkmal sowohl der primar als auch der sekundar chronisch progredienten MS (Brownell
und Hughes 1962, Kutzelnigg et al. 2005, Albert et al. 2007). Vier Lasionstypen konnen

nach ihrer Lokalisation innerhalb des Kortex unterschieden werden:

e Lisionen vom Typ I finden sich im Ubergangsbereich zwischen weiler und grauer

Substanz (leukokortikale Lisionen).

e Lisionen vom Typ II sind mitten im Kortex lokalisiert, erreichen aber weder dessen

Oberfliche noch die weille Substanz (intrakortikale Lasionen).

e Die am hiufigsten vorkommenden Lisionen vom Typ III sind subpial gelegen und
konnen bis tief in den Kortex reichen. Sie kénnen sich tiber mehrere Gyri ausbreiten

(subpiale Lisionen).

e Lisionen vom Typ IV erfassen alle Kortexschichten ohne die weil3e Substanz (Bo et al.
2003b).

Neben den kortikalen Lisionen sind im Rahmen der MS vor allem Rickenmark und
Kleinhirn betroffen, aber auch Hippocampus, Thalamus und anderer Bereiche tiefer grauer
Substanz (Gilmore et al. 2009, Kutzelnigg et al. 2007, Geurts et al. 2007, Papadopoulos et
al. 2009, Klaver et al. 2013).

Lisionen der grauen Substanz bei etablierter MS enthalten vergleichsweise weniger
entziindlich Infiltrate, auch Komplementablagerungen sind rar (Peterson et al. 2001, Bo et
al. 2003a, Brink et al. 2005). Weitere typische Merkmale sind Axon- und
Dendritenschidigungen, neuronale Apoptosen sowie eine hohe Remyelinisierungskapazitit
(Peterson et al. 2001, Albert et al. 2007). Bei Patienten mit sekundir progredienter MS
wurden z.T. grofle Immunzellansammlungen in den Leptomeningen entdeckt, die
strukturell an ektope sekundare Lymphfollikeln erinnern und vermutlich zu pathologischen
Prozessen der grauen Substanz beitragen (Serafini et al. 2004, Howell et al. 2011, Magliozzi
et al. 20006). Demyelinisierte kortikale Lisionen von entziindlichem Charakter lassen sich
bereits frih im Krankheitsverlauf sowohl bildgebend als auch histopathologisch
nachweisen (Calabrese und Gallo 2009, Lucchinetti et al. 2011, Popescu et al. 2011).

1.1.5 Klinik und Verlauf

Die verschiedenen Verlaufsformen der multiplen Sklerose lassen sich aus dem
Zusammenspiel der beiden grundlegend unterschiedlichen Prozesse, akuter Schub und

chronisches Fortschreiten der Behinderung, ableiten (Briick 2005). Die raumliche und



zeitliche Dissemination der Erkrankung spiegelt sich in einem sehr variablen klinischen
Bild wider (Bitsch und Briick 2002).

Am hiaufigsten wird zunichst eine schubférmige multiple Sklerose (relapsing-remitting
multiple sclerosis, RRMS) diagnostiziert, die in 25 — 40% in eine sekundir progrediente
multiple Sklerose (secondary-progressive multiple sclerosis, SPMS) tbergeht. Diese ldsst sich
diagnostizieren, wenn es flir mindestens sechs Monate unabhingig von einem Schub zur
klinischen Verschlechterung kommt (Katz Sand und Lublin 2013).

In nur 10 — 15% manifestiert sich die multiple Sklerose in der primir progredienten
Verlaufsform (primary-progressive  multiple  sclerosis, PPMS). Das Durchschnittsalter bei
Krankheitsbeginn ist mit 40 Jahren etwa 10 Jahre hoher als bei der RRMS (Miller und
Leary 2007). Der Begriff der primir progredienten multiplen Sklerose mit Schiiben
(progressive-relapsing  multiple  sclerosis, PRMS) trigt einer von Krankheitsbeginn an
fortschreitenden neurologischen Verschlechterung mit Schiibben und Remissionsphasen
Rechnung (Lublin und Reingold 1996). Die Symptomatik und Gesamtprognose ahnelt der
PPMS, sodass diese Unterscheidung umstritten ist (Kremenchutzky et al. 1999, Tullman et
al. 2004).

Als klinisch isoliertes Syndrom (c/inically isolated syndrome, CIS) wird die erstmalige, fir
mehr als 24 Stunden symptomatische, mono- oder multifokale entziindliche ZNS-
Manifestation ohne bisherige zeitliche Dissemination beschrieben (Marcus und Waubant
2013). Mit einem radiologisch isolierten Syndrom (radiologically isolated syndrome) wird der
Nachweis MS-typischer Befunde im MRT ohne klinisches Korrelat beschrieben (Miller et
al. 2012).

1.1.6 Diagnostik

Das klinische Bild ist wegweisend fiir die Diagnosestellung, dabei sind die auftretenden
Symptome aber meist nicht krankheitsspezifisch (Keegan und Noseworthy 2002,
Compston und Coles 2008). So beschreibt die Charcot-Trias aus Nystagmus,
Intentionstremor und skandierender Sprache eher allgemein eine zerebellire Symptomatik
(Gafson et al. 2012, Kumar et al. 2011). Als charakteristisch werden dennoch das
Lhermitte-Zeichen (ein elektrisierendes Gefthl in Rumpf und Extremititen bei Flexion des
Kopfes) oder das Uhthoff-Phinomen (eine voriibergehende Verschlechterung der
Symptomatik bei Anstieg der Korpertemperatur) beschrieben (Compston und Coles 2008).
Die Kernspintomographie gewinnt heute zunchmend an Bedeutung und kann andere
Kriterien erginzen oder sogar ersetzten. Dies spiegelt sich auch in den 2001 vom
International Panel on Diagnosis of Multiple Sclerosis vorgeschlagenen und mittlerweile in zweiter
Uberarbeitung gebriuchlichen McDonald-Kriterien wider, vgl. Tabelle 1.1 (McDonald et al.
2001, Polman et al. 2011, Katz Sand und Lublin 2013).
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Tabelle 1.1: McDonald-Kriterien 2010

Klinische Prisentation

Zusitzlich benotigte Diagnostik

2 2 Schiibe und

entweder objektive klinische
Evidenz fur 2 2 Lisionen oder
objektive Evidenz fiir 1 Lision
mit weiterem Schub in der
Anamnese

keine

=2 Schibe und objektive
klinische Evidenz fiir 1 Lision

Nachweis einer raumlichen Dissemination durch
e > 1T2-Lision in mindestens 2 von 4 typischen
Lokalisationen (petiventrikuldr, juxtakortikal,
infratentoriell oder im Riickenmark) oder
e Abwarten eines weiteren Schubes in einer anderen
Lokalisation

1 Schub und objektive
klinische Evidenz fur
> 2 Lasionen

Nachweis einer zeitlichen Dissemination durch
e gleichzeitigen Nachweis von asymptomatischen
Gadolinium-aufnehmenden und nicht aufnehmenden
Lisionen im MRT oder
e Nachweis einer neuen T2- und/oder Gadolinium-
aufnehmenden Liasion im Verlaufs-MRT oder
e Abwarten eines weiteren Schubes

1 Schub und objektive
klinische Evidenz fiir 1 Lasion

(CIS)

Nachweis der raumlichen Dissemination durch

e > 1 T2-Lision in mindestens 2 von 4 typischen
Lokalisationen oder

e Abwarten eines weiteren Schubes in einer anderen
Lokalisation

Zusitzlich Nachweis der zeitlichen Dissemination durch:

e gleichzeitigen Nachweis von Gadolinium-aufnehmenden
und nicht-aufnehmenden Lisionen im MRT oder

e Nachweis einer neuen T2- und/oder Gadolinium-
aufnehmenden Lision im Verlaufs-MRT oder

e Abwarten eines weiteren Schubes

Schleichende neurologische
Verschlechterung, V.a. PPMS

Fortschreitende neurologische Verschlechterung fiir mindestens
1 Jahr und mindestens 2 von 3 der folgenden Kriterien:
e Nachweis der raumlichen Dissemination durch = 1 T2-
Lision in MS-typischen Lokalisationen
e Nachweis der raumlichen Dissemination im Rickenmark
durch = 2 spinale T2-Lisionen
e positiver Liquorbefund: oligoklonale Banden und/oder
autochthone IgG-Synthese

(modifiziert nach Polman et al. 2011)

1.1.7 Therapieprinzipien

Eine kausale Therapie der multiplen Sklerose ist bis heute nicht mdglich. Stattdessen
beinhaltet die Behandlung im Wesentlichen die Akuttherapie des Schubes, die Modifikation
des

symptomatische Therapie der Begleiterscheinungen, die sowohl medikamentés als auch

Krankheitsverlaufes durch Immunsuppression und -modulation sowie eine

nicht medikament6s die individuellen Beschwerden lindern und funktionelle Fihigkeiten

der Patienten verbessen sollte — Physio-, Ergo- und Logopidie sowie eine psychologische
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Therapie mit eingeschlossen. Die Therapieregime fiir verschiedene Verlaufsformen der MS
unterscheiden sich stark (Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft
fiir Neurologie 2012, Rubin 2013). In Deutschland werden Therapieleitlinien gemeinsam
vom Kompetenznetz Multiple Sklerose und der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie
veroffentlicht  (Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fir
Neurologie 2012). Tabelle 1.2 zeigt die aktuelle Empfehlung zur Stufentherapie.

Tabelle 1.2: Stufentherapie der multiplen Sklerose

Indikation CIS RRMS SPMS
1.Wah! mit aufgesetzten  ohne aufgesetzte
Alemtuzumab Schitben Schiibe
w Fingolimod
LE‘ Natalizumab
o
Y - 2.Wahl
(oW 8 Mi
s 2 itoxantron
& % (Cyclo-
[: 58 phosphamid)*
s
5 = 3. Wah!
g experimentelle
% Verfahren
g - Glatirameracetat | Dimethylfumarat | IFN-B4, s.c. Mitoxantron
& g, IFN-B1, im. Glatirameracetat | IFN-8B1y, s.c. (Cyclo-
_;3 Z IFN-B1a s.c. IFN-B1, 1.m. Mitoxantron phosphamid)*
=t g 5 | IFN-Bi s.c. IFN-B1a s.c. (Cyclo-
= % IFN-B1, s.c. phosphamid)*
B> PEG-IFN-f1, s.c
S Teriflunomid
% (Azathioprin)*
(Vg
A2 2. Wahl Plasmaseparation
5 S
ﬁ g 1. Wahl Methylprednisolonpuls

Substanzen nach alphabetischer Reihenfolge
*  nur besondere Indikation
*€ nur postpartal im Finzelfall

(modifiziert nach Vorlage der Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fir
Neurologie 2012)

Die Therapiemdglichkeiten der chronischen Verlaufsformen der MS, insbesondere der
PPMS, sind sehr beschrinkt und nur wenige (SPMS) bzw. keine (PPMS) Medikamente
zugelassen (Comi 2013, Gajofatto und Benedetti 2015). Allerdings konnten fiir den
monoklonalen Antikérper Ocrelizumab, der eine Depletion CD20-positiver B-Zellen
bewirkt, bei PPMS-Patienten gegentiber einem Placebo niedrigere Progressionsraten
(sowohl klinisch als auch bildgebend) nachgewiesen werden (Montalban et al. 2017). Der
Wirkstoff scheint auch bei der RRMS wirksam zu sein und befindet sich aktuell im
Zulassungsverfahren (Hauser et al. 2017), (Roche Group Media Relations 2016).

Die Therapie des Schubes erfolgt i.d.R. mit Steroiden. Diese zeigen eine gute

Wirksamkeit, koénnen aber weder weitere Schitbe verhindern noch langfristig die
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Krankheitsprogression aufhalten (Filippini et al. 2000). In schweren, nicht auf Steroide
ansprechenden Fillen wird ein Therapieversuch mit Plasmapherese empfohlen, die eine
gute, aber z.T. mit schweren Nebenwirkungen behaftete Wirksamkeit hat (Leitliniengruppe
Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012, Weinshenker et al.
1999, Keegan et al. 2002, Schilling et al. 2006).

Fir die verlaufsmodulierende Therapie stechen heute eine ganze Reihe Priparate zur
Verfugung. Die B-Interferone (IFN-B) wirken vermutlich hauptsichlich tber eine
Modulation der Expression proinflammatorischer Zytokine und der T, 17-Zell-
Differenzierung (Ramgolam et al. 2009, Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen
Gesellschaft fir Neurologie 2012). Bei Glatirameracetat handelt es sich um eine
standardisierte Kombination der zufillig polymerisierten Aminosiuren Glutamat, Lysin,
Alanin und Tyrosin mit ebenfalls antiinflammatorischer, neuroprotektiver Wirkung
(McGraw und Lublin 2013, Blanchette und Neuhaus 2008). Teriflunomid wirkt
zytostatisch auf sich schnell teilende T- und B-Lymphozyten (Brunetti et al. 2013).
Dimethylfumarat verbessert die zellulire Widerstandfihigkeit gegen oxidativen Stress und
erzielt damit zytoprotektive Effekte im ZNS (Scannevin et al. 2012). Die zugelassenen
monoklonalen Antikérper wirtken durch eine Depletion immunkompetenter Zellen
(Alemtuzumab) oder verhindern, wie Natalizumab und Fingolimod, deren Ubertritt in das
ZNS (Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012,
Pucci et al. 2011, Pawate und Bagnato 2015). Mitoxantron, vor allem als
Chemotherapeutikum maligner Erkrankungen bekannt, reduziert die Anzahl zirkulierender
B-Lymphozyten, inhibiert T-Helferzellen und stimuliert T-Suppressorzellen (Hartung et al.
2002, Martinelli Boneschi et al. 2013). Das Immunsuppresivum Azathioprin ist
Sonderfillen vorbehalten, eine Behandlung mit Cyclophosphamid oder intravendsen
Immunglobulinen ist nicht zugelassen und kann nur als Off-Label-Anwendung erfolgen
(Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie 2012). Eine
Reihe weiterer verlaufsmodulierender Medikamente befindet sich in der Entwicklung bzw.

im Zulassungsverfahren (Weinstock-Guttman 2013).

1.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Der experimentellen MS-Forschung stehen verschiedene Tiermodelle zur Verfiigung. Mit
den toxininduzierten Modellen, wic dem Cuprizon-Modell, lassen sich gut De- und
Remyelinisierungsvorginge unabhingig von autoimmunen Prozessen untersuchen. Durch
intrazerebrale Infektion mit murinem Theilervirus kann ein Modell der viral induzierten
Demyelinisierung untersucht werden. Dabei dhnelt der Verlauf einer chronisch-
progredienten MS (Batoulis et al. 2011). Am intensivsten untersucht ist jedoch die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, die nach Immunisierung mit ZNS-
Bestandteilen ein weites Spektrum autoimmun-entziindlicher Reaktionen aufweist und hier

genauer erldutert werden soll (Batoulis et al. 2011, van der Star et al. 2012).
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1.2.1 Historische Entwicklung der experimentellen autoimmunen

Enzephalomyelitis

Nach Durchfilhrung der ersten Tollwut-Impfungen 1885 mit Emulsionen aus
getrocknetem Riickenmark infizierter Kaninchen durch Louis Pasteur traten z.T. schwere,
meist reversible, aber teils auch tédliche Lihmungserscheinungen bei Geimpften auf, die
weder klinisch noch histologisch mit einer Tollwut zu vereinbaren waren (Baxter 2007).
Ein Zusammenhang zu den verabreichten ZNS-Bestandteilen wurde vermutet und
versucht, in Tierversuchen nachzuweisen, was schlieBlich Rivers et al. in Rhesusaffen
gelang (Stuart und Krikorian 1930, Hurst 1932, Rivers et al. 1933, Rivers und Schwentker
1935). Eine schnellere Induktion der perivaskulir demyelinisierten, inflammatorischen
Lisionen konnte durch die Verwendung eines Adjuvans mit abgetotetem Mycobacterium
tuberculosis erreicht werden (Kabat et al. 1946). Obwohl urspriinglich zur Untersuchung
der akuten disseminierten Enzephalomyelitis nach Impfungen gedacht, war eine
Ahnlichkeit zu anderen demyelinisierenden Erkrankungen wie der MS augenscheinlich,
sodass die experimentelle ,,allergische” Enzephalomyelitis — heute meist experimentelle
mautoimmune Enzephalomyelitis genannt — auf andere Tiere tbertragen und erweitert
wurde und so verschiedene Varianten entstanden (Wolf et al. 1947, Pachner 2011, Baxter
2007).

1.2.2 Aktuelle EAE-Modelle

Heute werden verschiedene Verfahren zur aktiven Induktion der EAE angewendet.
Neben der Immunisierung mit Rickenmarkshomogenaten werden vor allem einzelne
Bestandteile der Myelinscheiden mit Adjuvans appliziert. Dabei wird meist das komplette
Freund-Adjuvans, eine Wasser-in-Ol-Emulsion mit abgetéteten Mykobakterien, seltener
das inkomplette Freund-Adjuvans ohne Mykobakterien verwendet (Libbey und Fujinami
2011). Zusitzlich kénnen zur Augmentation der EAE-Induktion in Mdusen Bordetella
pertussis oder das Pertussis-Toxin genutzt werden, die in Abhingigkeit von
Applikationszeitpunkt und gewihltem Mausstamm unterschiedliche Verlaufsformen der
Erkrankung auslésen oder sogar protektiv wirken kénnen (Tsunoda et al. 2000, Lehmann
und Ben-Nun 1992, Ben-Nun et al. 1993). Dass nur Myelinbestandteile und nicht
vollstindiges ZNS-Gewebe zur EAE-Induktion bendétigt werden, konnte bereits in den
1960er Jahren anhand des zytosolischen basischen Myelinproteins (zyelin basic protein, MBP)
nachgewiesen werden (Laatsch et al. 1962). Sukzessive folgten zahlreiche Epitope der
Transmembranproteine  Proteolipidprotein ~ (PLP) und  Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG), die im Gegensatz zum MBP ZNS-spezifisch sind (Sobel et al. 1994,
Amor et al. 1994).

Durch den Transfer von Zellen aus den Lymphknoten immunisierter Tiere kann eine EAE
passiv induziert werden (Paterson 1960). Neben Myelin-spezifischen CD4'-T-Zellen
vermogen auch CD8'-T-Lymphozyten eine solche Adoptiv-Transfer-BEAE (AT-EAE)



14

auszul6sen (Zamvil et al. 1985, Huseby et al. 2001, Ji und Goverman 2007). Die AT-EAE
hat viel zum Verstindnis der Effektorphase der EAE und der ablaufenden T-Zell-

vermittelten inflammatorischen Prozesse beigetragen (Constantinescu et al. 2011, Gold
2000).

Heute werden meist Inzuchtstimme oder genetisch homogene Versuchstiere verwendet.
Vor allem Mausmodelle sind aufgrund der verhiltnismiflig einfachen genetischen
Manipulierbarkeit und Verfugbarkeit suszeptibler Stimme geeignet (Gold 2006, Robinson
et al. 2014).

Der Kklinische Verlauf der EAE  wvariiert abhingle von der Wahl des
Immunisierungsverfahrens und des Versuchstiers sowie dessen individueller Suszeptibilitit
(Libbey und Fujinami 2011). Auf diese Weise kénnen sowohl schubférmige als auch primar
und sekundir progrediente Verliufe der EAE erzeugt werden (Levy et al. 2010). Im
Rahmen der ,klassischen EAE werden die Mduse meist nach einer Prodromalphase von
10 — 15 Tagen durch eine vom Schwanz aufsteigende Lihmung und Gewichtsverlust

symptomatisch, die ,,atypische” EAE zeigt einen weit heterogeneren Verlauf (Robinson et
al. 2014, Stromnes und Goverman 2000).

1.2.3 Histopathologie und Immunopathologie der EAE

Obwohl die EAE vornehmlich das Ruckenmark betrifft und sich MS vor allem zerebral
oder zerebellir manifestiert, teilen beide zahlreiche histopathologische Merkmale, wie die
perivaskuliren Infiltrate, den augenscheinlichen Befall der weilen Substanz und die
ausgepragte Demyelinisierung bei relativem Erhalt der Axone (Procaccini et al. 2015, Wolf
et al. 1947, Baxter 2007). Die sehr unterschiedlichen EAE-Modelle kénnen die vielféltigen
Krankheitsverliufe und pathologischen Muster der MS abbilden und weisen
unterschiedliche Stirken und Schwichen auf (van der Star et al. 2012, Baker und Amor
2014). Als eine Art ,,Goldstandard® hat sich die in C57BL/6]J-Mausen durch das MOG-
Peptid 35-55 induzierte EAE etabliert, die eine progressive, nicht-remittierende
Verlaufsform hervorruft (Ben-Nun et al. 2014, Mendel et al. 1995, Recks et al. 2011).
Dieses EAE-Modell ist durch multifokale, teils konfluierende mononukleire,
inflammatorische Infiltrate und Demyelinisierung in der peripheren weillen Substanz des
Rickenmarks gekennzeichnet (Day 2005). Die Infiltrate bestehen vor allem aus T- und
B-Lymphozyten sowie — als wichtigste Effektoren der Gewebszerstorung — Makrophagen
(Day 2005, Lassmann 2008).

Jahrzehntelang wurden die unter Einfluss von 11.-12 differenzierten CD4"-T};1-Zellen, die
Interferon-y (IFN-y) sezernieren, als alleinige Effektor-T-Zellen angesehen, wihrend T),2-
Zellen als protektiv galten (Domingues et al. 2010, Liblau et al. 1995). Dieses stark
vereinfachte ,, Ty 1-Paradigma® wurde inzwischen jedoch durch zahlreiche Studien
widerlegt. So konnte gezeigt werden, dass weder IFN-y- noch IL.-12- defiziente Miuse eine
erniedrigte EAE-Suszeptibilitit aufweisen (Ferber et al. 1996, Becher et al. 2002, Gran et al.
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2002). Vielmehr scheint ein Mangel (genetisch oder durch Antikérperbehandlung
hervorgerufen) an IL-23, einem mit IL-12 strukturverwandten Zytokin, zu einer
herabgesetzten Empfinglichkeit fiir eine EAE zu fihren (Cua et al. 2003, Chen 2000).
Unter Einfluss von IL-23 differenzieren naive T-Helferzellen allerdings zu den 2005
erstbeschriebenen T};17-Zellen, fir die mittels adoptiven Transfers eine hohes
enzephalitogenes Potenzial belegt wurde (Langrish et al. 2005). Tatsiachlich koénnen
vermutlich sowohl T};1- als auch T(17-Lymphozyten eine EAE induzieren, wenn auch mit
unterschiedlichem histopathologischen Muster und anderer Chemokinexpression im ZNS
(Kroenke et al. 2008, Domingues et al. 2010).

Nach heutigem Erkenntnisstand scheint das Zytokin GM-CSF, das von T;17-, T};1- und
womoglich weiteren Helferzellen gebildet wird, fiir die Enzephalitogenitit der T-
Helferzellen entscheidend zu sein (El-Behi et al. 2011, Kroenke et al. 2008, Grifka-Walk et
al. 2015). T};17-Zellen zeigen eine hohe Plastizitit und konnen einen zytotoxischen T}1-
Phinotyp annehmen, aber vermutlich ebenfalls ein T, 2-artiges Zytokinprofil entwickeln
(Domingues et al. 2010, Cosmi et al. 2010). Widerspriichliche Studienergebnisse lassen
beztiglich der Bedeutung der T-Helferzellen-Subpopulationen fir die EAE noch zahlreiche
Fragen offen (Batoulis et al. 2011). Ahnlich verhilt es sich mit den CD8-Zellen, die zwar
einerseits die Immunantwort im Rahmen der EAE vermitteln konnen, denen aber
anderseits regulatorische, protektive Effekte zugeschrieben werden (York et al. 2010,
Linker et al. 2005, Montero et al. 2004).

B-Lymphozyten und Plasmazellen kénnen vermutlich ebenfalls durch Antikérperbildung
gegen ZNS-Bestandteile sowohl zur Pathogenese der MS als auch der EAE beitragen
(Lassmann  2008). B-Zellen konnten dabei zusitzlich als proinflammatorische
antigenprisentierende Zellen agieren und regulatorische Aufgaben wahrnehmen (Weber et
al. 2010). Eine B-Zell-Depletion kann jedoch in Abhingigkeit vom gewihlten Modell und
Zeitpunkt sowohl positiv als auch negativ den Verlauf einer EAE beeinflussen (Weber et
al. 2010, Matsushita et al. 2008).

1.2.4 Kritik an der EAE

Zwischen EAE und MS bestehen offensichtliche Unterschiede: MS ist eine spontan
auftretende Erkrankung, deren Ausloser nicht bekannt ist; die EAE wird aktiv induziert,
meist mit starken Adjuvantien. Ein solcher ,,immunologischer Boost® ist bei der MS nicht
bekannt. Die EAE-Forschung findet zudem an genetisch homogenen Tieren statt,
wodurch unmdéglich die Heterogenitit der MS-Population widergespiegelt werden kann
(Gold 2006). Wihrend im klassischen EAE-Modell in den Lisionen CD4"-Zellen
dominieren, tiberwiegen die CD8"-Zellen in MS-Lisionen. Auch das Verteilungsmuster der
EAE-Lisionen sowie der im klassischen EAE-Modell meist monophasische

Krankheitsverlauf unterscheiden sich von der MS. Viele der im Tiermodell getesteten
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therapeutischen Ansitze haben sich daher in der Therapie der MS als ineffektiv oder gar

schidlich erwiesen (Sriram und Steiner 2005).

Dennoch ist die EAE auch heute noch ein etabliertes Modell. Wie in Kapitel 1.2.2 und
1.2.3 beschrieben sind zahlreiche weitere atypische EAE-Modelle entstanden, die einige
Aspekte der MS besser abbilden. Ein groBler Teil des Wissens iiber immunologische
Prozesse sowie Wirkmechanismen neuer Therapien hat seinen Ursprung im Tiermodell.
Trotz allem wird kein EAE-Modell das vollstindige Krankheitsbild der MS simulieren
kénnen, sondern immer nur einzelne Teilbereiche (Steinman und Zamvil 2006, Gold
20006). Werden aber neue Erkenntnisse aus der MS-Forschung in das Tiermodell integriert
und dieses kontinuierlich verbessert, wird die EAE auch zukiinftig als nutzliches Mittel zur
Erforschung einzelner Gesichtspunkte der Erkrankung dienen koénnen (Handel et al
2011a).

1.3 Interleukin-3

Der Begriff , Interleukin-3* wurde 1980 durch Ihle et al. fur ein neu entdecktes Zytokin
geprigt, das die Expression des fiir reife T-Lymphozyten vermeintlich spezifischen
Enzyms 20-a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (20aSDH) induzierte (Thle et al. 1981).
Dieses Bild von 1L-3 wurde alsbald revidiert, da zum einen 20a«SDH bei verschiedenen
proliferierenden hidmatopoetischen Zelllinien nachgewiesen wurde und auch von anderen
Zytokinen induziert werden konnte, zum anderen IL-3 ebenso auf weitere Zellreihen
wirkte und Kolonie-stimulierende Aktivitit entfaltete (Garland et al. 1982, Garland und
Dexter 1982, Hapel et al. 1985, Ihle et al. 1983). Da das Zytokin von verschiedenen
Arbeitsgruppen nachgewiesen und benannt wurde, existieren einige synonym zu
verwendende Bezeichnungen, wie persisting cell-stimulating factor, mast cell growth factor oder multi
colony-stimulating factor (multi-CSF) (Clark-Lewis und Schrader 1988). Obwohl ,,multi-CSF*
gut die weitreichenden Effekte sowohl auf Zellen der lymphatischen als auch der
myeloischen Reihe bzw. deren Vorliuferzellen widerspiegelt, konnte sich ,,Interleukin-3%,
das félschlicherweise eine rein leukozytire Wirkung vermuten ldsst, durchsetzen (Metcalf
1986). Heute wird IL-3 wie GM-CSF, der Granulozytenkolonie-stimulierende Faktor und
der Monozytenkolonien-stimulierende Faktor zu den Kolonie-stimulierenden Faktoren
gezihlt (Metcalf 1990). Mit GM-CSF und Interleukin-5 zihlt IL-3 zu den Zytokinen der
GM-CSF/IL-3/IL-5-Rezeptorfamilie (Goodall et al. 1993). Fuir das mit I1.-3 eng verwandte
GM-CSF wird heute ein wichtige Rolle bei der Induktion der EAE angenommen
(Ponomarev et al. 2000, El-Behi et al. 2011).

1.3.1 IL-3-Gen und Proteinstruktur

Die benachbarten 11.-3- und GM-CSF-Gene befinden sich in einem Cluster mit anderen

himatopoetisch wichtigen Genen auf dem langen Arm von Chromosom 5 (Le Beau et al.
1987, van Leeuwen et al. 1989). Humanes IL-3 (hIL-3) wird zunichst als ein aus 152
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Aminosiduren bestehendes Protein synthetisiert, durch Abspaltung eines Signalpeptids und
Glykosylierung entsteht ein 133-Aminosiduren-Glykoprotein, das zwei fur Faltung und
biologische Aktivitit wichtige Cysteinreste beinhaltet (Yang et al. 1986, Dorssers et al.
1987, Otsuka et al. 1988, Yang und Clark 1988). Interleukin-3 bildet vier #p-up-down-down-
ausgerichtete a-Helices aus und gehort damit zu einer Gruppe von Zytokinen, denen allen
die vier a-Helices gemein sind (Mott und Campbell 1995, Feng et al. 1996). Innerhalb
dieser Gruppe besteht eine besondere Ahnlichkeit zu GM-CSF und IL.-5 (Feng et al. 1996).
Bedingt durch einen Einzelnukleotid-Polymorphismus im IL-3-Gen und folgende
Anderung in der Aminosiuresequenz existiert mindestens eine weitere 11.-3-Variante, die
sich in ihrer Wirkung vermutlich z.T. unterscheidet (Dorssers et al. 1987, Gillis et al. 1988,
Jeong et al. 1998, Schweiger et al. 2001).

Im Gegensatz zum hIL-3 wird das murine Interleukin-3 (mlIL-3) als ein aus 166
Aminosauren bestehendes Protein kodiert, nach Abspaltung des Signalpeptides und
weiterer Prozessierung verbleiben 134 Aminosiuren im Glykoprotein, das ebenfalls eine
4-a-Helices-Faltung einnimmt (Fung et al. 1984, Yokota et al. 1984, Yao et al. 2011).

1.3.2 IL-3-Rezeptor

Die IL-3-Rezeptoren werden in cher kleiner Anzahl exprimiert, allerdings variieren die
Studienergebnisse hier erheblich in Abhingigkeit von der untersuchten Zelllinie und
Spezies. So werden fiir murine, IL.-3-abhingige Zelllinien Rezeptorzahlen in vitro von
unter 500 bis 13.000 pro Zelle angegeben (Palaszynski und Ihle 1984, Park et al. 1986,
Nicola und Metcalf 1986). In murinen, aber auch humanen Knochenmarkszellen fanden
sich sogar noch geringere Rezeptorzahlen von < 60 — 130 pro Zelle (Nicola und Metcalf
1986, Park et al. 1989).

Der humane IL-3-Rezeptor (hIL-3R) besteht aus zwei Komponenten (Kuwaki et al. 1989).
Die mit 120kDa groBere Bc-Untereinheit (hIL-3RBc) wird mit den Rezeptoren fir GM-
CSF und IL-5 geteilt, wohingegen die 70kDa kleine o-Untereinheit (hIL-3Ro) IL-3-
spezifisch ist (Budel et al. 1990, Kitamura et al. 1991b, Kitamura et al. 1991a, Tavernier et
al. 1991). Aufgrund strukturell dhnlicher a-Untereinheiten und der gemeinsamen [c-
Untereinheit werden die Rezeptoren der drei genannten Zytokine als GM-CSF/IL-3/IL-5-
Rezeptorfamilie bezeichnet, welche wiederum zur tbergeordneten Zytokin-Rezeptorfamilie
der Klasse I gehort (Goodall et al. 1993, Bazan 1990b, Abbas et al. 2014). Die extrazellulire
Region der Rezeptoren dieser Ubergeordneten Familie enthdlt mindestens ein
Zytokinbindungsmodul, das aus zwei Fibronektin-Typ-III-dhnlichen Dominen besteht.
Dabei sind vier Cysteinreste in der N-terminalen und eine WSXWS-Sequenz
(W = Tryptophan, S = Serin, X = beliebige Aminosiure) in der membrannahen Domaine
enthalten. Wichtig fir die Bindung der Liganden sind die a-Helices der entsprechenden
Zytokine (Bazan 1990a).
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Die humane a-Untereinheit, auch als CD123 bezeichnet, ist ein aus 360 Aminosiduren
bestehendes Glykoprotein mit einer groBlen extrazelluliren Region (287 Aminosduren),
einem transmembranen Anteil (20 Aminosduren) und einer mit 53 Aminosiuren recht
kleinen intrazelluliren Domine, die keine typischen Signalsequenzen enthilt (Kitamura et
al. 1991a). Wie die anderen o-Untereinheiten der GM-CSF/IL-3/1L-5-Rezeptorfamilie
verfigt hIL-3Ra extrazellulir, zusitzlich zu der eigentlichen Bindungsstelle, tiber eine N-
terminale Domaine, die die Bindungskapazitit fur IL-3 um ein Vielfaches erhoht (Goodall
et al. 1993, Barry et al. 1997). Im Detail ist die hIL-3Ra-Struktur noch nicht bestimmt,
allerdings wird in Analogie zum IL-5-Rezeptor eine aus drei Fibronektin-Typ-III-dhnlichen
Dominen bestehende Einheit vermutet (Broughton et al. 2014b, Hercus et al. 2013). IL-3
bindet an hIL.-3Ra nur schwach und benoétigt die Bc-Untereinheit, die selbst keine Bindung
mit dem Zytokin einzugehen scheint, zur Bildung des hochaffinen hIL-3-Rezeptors
(Kitamura et al. 1991a). Humaner und muriner IL-3Ra (mIL-3Ra) existieren in zwei

Isoformen, die moglicherweise entsprechend verschiedene intrazellulire Prozesse auslosen
koénnen (Chen et al. 2009, Mirza et al. 2010).

Die aus 881-Aminosduren bestechende menschliche [c-Rezeptoruntereinheit bildet
extrazellulir ein verwundenes, bogenférmiges Dimer, dessen zwei Ketten aus jeweils vier
Fibronektin-Typ-III-dhnlichen Dominen aufgebaut sind, wodurch zwel
Zytokinbindungsmodule entstehen (Hayashida et al. 1990, Sato 1993, Carr et al. 2001, Carr
et al. 2006). Weiter zihlen zu den Bestandteilen eine kleine Transmembrandomine sowie

eine grof3e intrazellulire Region, die sich aus etwa 450 Aminosiureresiduen zusammensetzt
(Bagley et al. 1997).

Wie fur den GM-CSF-Rezeptor wird auch fur IL-3R die Formation eines Dodekamers in
Anwesenheit des Liganden vermutet, vgl. Abbildung 1.1 (Hansen et al. 2008, Dey et al.
2009, Broughton et al. 2014a). Weder a- noch [-Untereinheit besitzen selbst eine
intrinsische Kinaseaktivitit, stattdessen ist der Rezeptor Kinase-gekoppelt (Barry et al.
1997, Sakamaki et al. 1992, Morla et al. 1988). Vermutlich wird die Formation des
Dodekamers benétigt, um die mit Bc-assoziierte Januskinase 2 (JAK2) zu phosphorylieren
(Dey et al. 2009).
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Abbildung 1.1: Struktur des I1.-3-Rezeptors

IL-3Ra und Bc liegen zunichst dissoziiert vor, IL-3Ra in offener und geschlossener Form.
Aus IL-3Ra und IL-3 entsteht ein bindrer Komplex. Aus zwei Bindrkomplexen und dem fc-
Dimer bilden sich Hexamere. Ein Dodekamer besteht aus zwei Hexameren.

Abkurzungen: NTD: N-terminale Domine; D: Domine; JAK2: Januskinase 2

Roter Pfeil: mégliche Interaktionsstelle

(Abbildung modifiziert nach Broughton et al. 2014a [Creative-Commons-Lizenz CC BY
3.0])

Die zytoplasmatischen Tyrosinkinasen koénnen einerseits die Transkriptionsfaktoren der
STAT-Familie (signal transducers and activators of transcription) aktivieren, andererseits werden
durch Phosphorylierung von Tyrosinresten am Rezeptor auch zahlreiche andere

Signalwege angesto3en (Groot et al. 1998, Hercus et al. 2013).

Bei der Maus existieren zwei verschiedene Varianten der 3-Untereinheit des IL.-3-Rezeptors
(Gorman et al. 1990). Neben der murinen Bc-Untereinheit (mIL-3RBc¢) existiert, vermutlich
im Laufe der Evolution durch Genduplikation entstanden, eine mausspezifische, ebenfalls
bogenformige Variante mlIL-3R,, ;, die IL-3 mit niedriger Affinitit direkt binden kann
oder wie mIL-3RBc mit mIL-3Ra eine hochaffine IL-3-Bindung erméglicht (Gorman et al.
1992, Murphy et al. 2004, Hara und Miyajima 1992, Carr et al. 2014). Die murine
Rezeptoruntereinheit By 5 ist jedoch IL-3-spezifisch und ist nicht an einer Bindung von
GM-CSF oder IL-5 beteiligt (Carr et al. 2014).

1.3.3 Funktionelle Bedeutung

Sowohl murines als auch humanes Interleukin-3 wird vor allem, aber nicht ausschlief3lich
von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert (Otsuka et al. 1988, Niemeyer et al. 1989, Ihle
1992). Als weitere wichtige IL-3-Produzenten gelten Mastzellen, die tber IL-3 an der
Basophilenregulation beteiligt sind und so immunologische Reaktionen auf parasitire
Infektionen oder auch allergische Geschehen beeinflussen (Plaut et al. 1989, Wodnar-
Filipowicz et al. 1989, Spiegl et al. 2008). Basophile Granulozyten kénnen wiederum selbst
zur 1L-3-Sekretion angeregt werden und so autokrin wirken (Schroeder et al. 2009). Auch
eosinophile sowie im geringeren Malle neutrophile Granulozyten und natirliche
Killerzellen sezernieren IL-3 (Kita et al. 1991, Wimperis et al. 1989). Neben den genannten
Immunzellen kénnen auch im Gehirn zahlreiche Zellen, wie Mikroglia, Astrozyten und
sogar Neurone, IL-3 bilden (Appel et al. 1995, Konishi et al. 1994, Farrar et al. 1989).
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Mit dem von allen himatopoetischen Wachstumsfaktoren breitesten Zielspektrum nimmt
IL-3 auf Proliferation und Differenzierung von pluripotenten himatopoetischen
Stammzellen, Progenitorzellen von Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen,
Erythrozyten, Megakaryozyten und Mastzellen Einfluss und wirkt somit sowohl auf die
lymphatische als auch auf die myeloische Zellreihe (Metcalf et al. 1986, Clark-Lewis und
Schrader 1988). Dabei wirkt das Zytokin insbesondere auf zahlreiche sehr frithe und frithe
Vorliuferzellen und nur wenige reifere Zellen, wie z.B. Mikrogliazellen, eosinophile und
basophile Granulozyten sowie einige Monozytensubpopulationen (Giulian und Ingeman
1988, Barreda et al. 2004).

Wihrend IL-3 fir die Aufrechterhaltung der Himatopoese beim Gesunden entbehrlich zu
sein scheint, entfaltet es sein ganzes Potenzial im Rahmen immunologischer Reaktionen
und kann als Schnittstelle zwischen Immunsystem und Hidmatopoese gesehen werden (Ihle
1992). So wird IL-3 beispielsweise als Reaktion auf parasitire Erkrankungen lokal vermehrt
exprimiert und kann zu einer Erhéhung der Mastzell- und Basophilenzahlen beitragen
(Lantz et al. 1998, Sveti¢ et al. 1993). Nach Helmintheninfektionen férdert das Interleukin
die Proliferation und Migration von Basophilen in Lymphknoten (Shen et al. 2008, Kim et
al. 2010). Auch auf ecosinophile Granulozyten hat IL-3 einen proinflammatorischen
Einfluss und bewirkt eine erhohte Zytotoxizitit gegeniiber Parasiten (Rothenberg et al.
1988).

IL-3 kann in inflammatorischen Geweben zur Endothelzellproliferation und Angiogenese
beitragen, hat aber ebenso regulatorischen Finfluss auf die Endothel-Leukozyten-
Interaktion und kann so die Leukozytenrekrutierung mit beeinflussen (Brizzi et al. 1993,
Brizzi et al. 2001). Die Adhidsion von Monozyten am Endothel kann durch IL-3 wie auch
durch GM-CSF verstirkt werden (Elliott et al. 1990). IL.-3 kann aullerdem die Anzahl
dendritischer Zellen erhShen, deren Antigenprisentationskapazitit verbessern und so zu

einer vermehrten T-Zell-Aktivierung fithren (Storozynsky et al. 1999).

1.3.4 Mogliche Rolle in Krankheitsprozessen

Interleukin-3 wird in Zusammenhang mit verschiedenen malignen Erkrankungen gebracht.
Sowohl eine erhdhte 11.-3-Produktion als auch eine Uberexpression des IL-3Ra (CD123)
auf malignen Zellen wurden bei verschiedenen leukdmischen Erkrankungen beobachtet,
sodass eine autokrine Wachstumsférderung durch IL-3 vermutet werden kann (Jiang et al.
1999, Liu et al. 2015). Im Rahmen solider Tumorerkrankungen kann IL.-3 vermutlich durch

Stimulation der Neoangiogenese zu Tumorwachstum beitragen (Dentelli et al. 2004).

Dartiber hinaus wird das Zytokin bezlglich einer Vielzahl entztindlicher Erkrankungen
untersucht. So gehen Erkrankungen wie Asthma bronchiale, allergische Rhinitis, atopische
Hauterkrankungen oder entziindliche Darmerkrankungen mit einer Eosinophilie einher.
Dabei ist IL-3, wie IL-5 und GM-CSF, in das Priming der eosinophilen Granulozyten
involviert und inhibiert gleichzeitig die Apoptose der Granulozyten (Lampinen et al. 2004).
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Des Weiteren wird fur Interleukin-3 in Zusammenhang mit chronischer Urtikaria eine
wachstums- und differenzierungsférdernde sowie Apoptose-hemmende Wirkung auf die
Basophilen vermutet, letztlich mit einer erhohten Histaminausschiittung einhergehend
(Lourenco et al. 2008).

Zahlreiche neurologische Erkrankungen sind mit deutlich erhohten Spiegeln einiger
Zytokine im ZNS assoziiert (Zhao und Schwartz 1998). Angesichts der hier bereits
beschriebenen proinflammatorischen Wirkungen von IL-3 liegt zudem eine Beteiligung an
der Pathogenese neuroinflammatorischer Krankheitsbilder nahe. Tierexperimentell deuten
Versuche mit transgenen Mdusen, die ausgeprigte neurologische Storungen durch eine
vermehrte astrozytire IL-3-Expression entwickelten, in diese Richtung. Diese Tiere bilden
vor allem in der weilen Substanz von Kleinhirn und Hirnstamm ausgeprigte
demyelinisierte Plaques mit zahlreichen Makrophagen- und Mikrogliainfiltraten aus, die
eine Ahnlichkeit mit MS- oder EAE-Lisionen zeigten (Chiang et al. 1996). Hierzu passt der
Nachweis einer IL-3-Sekretion durch myelinspezifische T-Helferzellen im Rahmen der
EAE-Forschung (Hofstetter et al. 2005, Karulin et al. 2012, Sheng et al. 2014).
Bemerkenswerterweise verursachte jedoch eine generelle IL.-3-Uberexpression in
transgenen Miusen klinisch und histologisch ein Bild, das mit seiner Motoneuron-

Degeneration eher an eine amyotrophe Lateralsklerose denken lasst (Chavany et al. 1998).

Unter Bertcksichtigung dieser Beobachtungen scheint eine relevante Rolle von IL-3 an
Entzindungsprozessen auch im Rahmen der MS moglich. Zwar wies eine
Genexpressionsstudie an postmortalen Proben von MS-Patienten eine vermehrte IL-3-
Expression in den MS-Lisionen nach, doch tberwog die Expression anderer, fir eine T};1-
Immunreaktion typischer Zytokine (Baranzini et al. 2000). Demgegentiber stehen
Untersuchungen von Huberman et al. (1993), die bei RRMS-Patienten sogar erniedrigte
I1.-3-Spiegel in Uberstinden peripherer mononukleirer Zellen im Schub gegeniiber stabilen
Krankheitsphasen  zeigten.  Spekuliert wurde  diesbeztglich, dass  vermehrte
Rezeptorexpression und Zytokinbindung hierfiir verantwortlich gewesen wiren. Insgesamt
ist der Zusammenhang zwischen I1.-3 und multipler Sklerose aber wenig erforscht, sodass

eine abschlieBende Beurteilung bislang nicht méglich ist.

1.4  Ziele der vorliegenden Arbeit

Interleukin-3 ist ein besonders von aktivierten T-Lymphozyten und Mastzellen
produziertes Zytokin, das erheblichen Einfluss auf Proliferation und Funktion
himatopoetischer Stamm- und Vorlduferzellen sowie einiger reifer Zellen hat. Seine
wachstumsstimulierende Wirkung entfaltet das Zytokin vor allem im Rahmen
immunologischer Reaktionen, zeigt dann deutlich proinflammatorische Eigenschaften und
kann daher als Schnittstelle zwischen Immunsystem und Himatopoese angesehen werden.
So ist 1L-3 an der Pathogenese einiger Autoimmun- und allergischer Erkrankungen

beteiligt. Einige Untersuchungen lassen zudem eine wichtige Rolle im Rahmen
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neuroinflaimmatorischer Erkrankungen, wie der multiplen Sklerose oder ihrem Tiermodell,
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, vermuten. Fir das eng mit IL-3
verwandte Zytokin GM-CSF, mit dem sich IL-3 zudem eine Rezeptoruntereinheit teilt,
konnte bereits eine essentielle Bedeutung fir die Induktion einer EAE nachgewiesen

werden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, den FEinfluss von Interleukin-3 auf
neuroinflaimmatorische Prozesse nidher zu untersuchen. Hierfr sollte die Auswirkung von
IL-3 und einem anti-IL-3-Antikérper auf die in Miusen induzierte EAE anhand der
Lisionslast und T-Zell-Infiltration in Riickenmarksquerschnitten sowie der klinischen

Scores analysiert werden.
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe von Prof. Dr.
Matthias Mack, Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin II am Klinikum der Universitit
Regensburg, durchgefiihrt. Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, erfolgt eine
Aufteilung dieses Kapitels in extern durchgefithrte Arbeiten (Kapitel 2.1) und solche, die
im hiesigen Institut fiir Neuropathologie (Kapitel 2.2) durchgefihrt wurden.

21 Extern durchgefiihrte Arbeiten

Wir erhielten in Paraffin gebettete Riickenmarkspriparate aus insgesamt vier
Experimenten. In einem ersten Versuch wurde der Einfluss von intraperitoneal (i.p.)
verabreichtem IL-3 auf die EAE untersucht. Die weiteren Versuche dienten der Analyse
des Effektes einer fruhzeitigen i p.-anti-IL-3-Antikérper-Applikation und beinhalteten

Wiederholungsversuche mit leicht verdnderten Therapieprotokollen.

2.1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um zum Versuchsbeginn 8-12 Wochen alte Mause
vom C57BL/6 (H-2")-Stamm der Firma Charles River Deutschland (Charles River
Laboratories, Research Models and Services Germany, GmbH, Sulzfeld, Deutschland).

Die Tiere wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in der zentralen
tierexperimentellen Einrichtung der Universitit Regensburg unter einem 12-stiindigen

Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Futter und Wasser erhielten die Tiere ad libitum.

Alle Tierversuche wurden von den vor Ort zustindigen Behorden genehmigt.

2.1.2 Verwendete Materialien und Chemikalien

Die verwendeten Materialien und Chemikalien sind in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2

zusammengefasst.

Tabelle 2.1: In externen Versuchen verwendete AntikGrper

Bezeichnung Klon Hersteller Verabreichung
Ratte-anti-Maus-IL-3, LS- MP2-8F8 (IgG, LifeSpan .

C149564 monoklonal) BioSciences! S0ug in 20041 PBS
ChromPure Ratten-IgG, 012-000- Jackson .

003 i ImmunoResearch? S0ug in 200l PBS

1) LifeSpan BioSciences, Inc., Seattle, WA, USA
2)  Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket, Suffolk, UK
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Tabelle 2.2: In externen Versuchen verwendete Zytokine, Adjuvantien und weitere
Materialien

Bezeichnung Hersteller

Inkomplettes Freund-Adjuvans, F5506 Sigma-Aldrich!

MOG-Peptid 35-55 (MOGss.55) F7Biolab?

(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)

Mycobacterium butyricum, 264010

Becton Dickinson France3

Pertussis-Toxin

von Bordetella pertussis, P7208 Sigma-Aldrich

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) mit 1%

bovinem Serumalbumin (BSA), P 3688 Sigma-Aldrich

Peptide-N-Glycosidase I New England Biolabs*

Rekombinantes murines I11.-3 PeproTech®

1)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

2) EZBiolab Inc., Carmel, IN, USA

3) BD Diagnostic Systems Europe, Becton Dickinson France, Le Pont de Claix, Frankreich
4)  New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland

5) PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA

2.1.3 EAE-Induktion und Behandlung der Miuse

An Versuchstag 0 erhielt jedes Tier zur Immunisierung eine subkutane Injektion von
insgesamt 100 pl einer MOG-Peptid-Emulsion, verteilt auf beide Flanken. Diese Emulsion
beinhaltete 200pug MOG-Peptid 35-55 in komplettem Freund-Adjuvans, bestehend aus
inkompletten Freund-Adjuvans mit Zusatz von 1mg Mycobacterium butyricum. Des
Weiteren wurde den Miusen an Tag 0 und 2 intraperitoneal 0,25ug Pertussis-Toxin in
200ul  Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) mit 1%igem bovinen Serumalbumin

verabreicht.

Zur Untersuchung des Einflusses von Intetleukin-3 erfolgte bei je 15 Tieren ab Tag 5
taglich bis Versuchsende (Tag 22) eine i. p.-Applikation von entweder 200 ng IL-3 in 200 ul
PBS oder nur 200 ul PBS in der Kontrollgruppe.

In insgesamt drei Versuchen wurde der Effekt des anti-IL-3-Antikérpers analysiert.
Daftr erhielten zunichst je 15 Tiere ab Tag 0 tdglich bis Versuchsende (Tag 20) entweder
1.p. 50pug Ratten-IgG in 200ul PBS (Kontrollgruppe) oder 50 ug anti-IL-3-Antikorper in
200ul PBS. Im Rahmen eines weiteren Experimentes mit je 10 Tieren pro Gruppe wurde
der Therapieeffekt der genannten i.p.-Dosen nach kurzerer Behandlung (11 Tage)
Uberprift. In einem dritten anti-IL-3-Antikérperversuch wurde neben der Kontroll- und
anti-IL-3-Gruppe eine weitere Gruppe mit deglykosyliertem anti-IL-3-Antikérper 14 Tage
ab Tag 0 behandelt und bis zu der Tétung an Tag 21 beobachtet. Die Deglykosylierung des
Antikérpers wurde mit Peptide-N-Glycosidase F tber Nacht bei 37°C (2000 Einheiten
Enzym pro 1 mg Antikérper) durchgefiihrt.

Die Tétung der Tiere erfolgte mittels CO,, dann Fixierung nach Organentnahme in
Formaldehyd und anschlieBend Einbettung in Paraffin. Finen zusammenfassenden
Uberblick iiber die Behandlungsprotokolle gibt Tabelle 2.3.
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Tabelle 2.3: Uberblick tber die verschiedenen Behandlungsprotokolle

Bezeichnung | Intraperitoneale Dosis ;‘;n"zahl Wi Beginn E{lde /
rdparate Totungstag
200ng 11.-3 in 200 ul PBS vs. 15 / 15
IL-3 zoofPBs TWET Tag5 | Tag22 / 23
50 pg Ratten-IgG in 200 ul PBS vs. 15 / 14
anti-IL-3 50 ug anti-1L-3-Antikérper in 15 / 13 Tag O Tag 20 / 21
200 ul PBS
113 50 ug Ratten-IgG in 200 ul PBS vs. 10 / 10
Zifr_zlf i 50 ug anti-IL-3-Antikérper in 10 / 10 Tag O Tag 10 / 11
200 ul PBS
50 ug Ratten-IgG in 200 ul PBS vs. 15 / 15
. 50 pg anti-IL-3-Antikérper in
anti-IL-3 de- |0 ﬁl PBS vs. P 15/13 Tag0 | Tag13 / 21
glykosyliert) : :
50 ug deglykosylierter anti-IL-3- 15 / 15
Antikérper in 200ul PBS

2.1.4 Verwendeter EAE-Score

Fir die klinische Beurteilung der EAE-Symptomatik wurde der in Tabelle 2.4 dargestellte
dimensionslose Score verwendet. Die Erhebung erfolgte gegeniiber der Behandlung

geblindet. Fir den anti-IL-3 (kurz)-Versuch wurden keine klinischen Daten erfasst.

Tabelle 2.4: EAE-Score
Klinik

Keine Symptome

Alleinige Schwanzlihmung

Schwiche der Hinterbeine

Vollstindige Lihmung der Hinterbeine und Schwiiche eines oder beider Vorderbeine

0
1
2
3 Vollstindige Lihmung eines oder beider Hinterbeine
4
5

Vollstindige Paralyse aller Beine oder Tod

2.2 Am Institut fiir Neuropathologie der Medizinischen Fakultit der
Universitit Gottingen durchgefiihrte Arbeiten
2.2.1 Zur Verfiigung stehende Priparate

Die aus Regensburg bereitgestellten Maus-Riickenmarkspriparate waren bereits in Paraffin
eingebettet. Aufgrund der Lingsausrichtung bzw. der zum Teil gewundenen Lage der
Priparate im Paraffinblock war ein Schneiden in Ruckenmarksquerschnitte unmoglich.
Anhand erster, durch die ungtinstige Lage im Paraffinblock bedingt, teils in Langs-, teils in

schriger Ausrichtung geschnittener Priparate (vgl.
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Abbildung 2.1) wurde eine schlechte Vergleichbarkeit der Priparate untereinander
dokumentiert. Darauthin wurde die Entscheidung getroffen, die Priparate zu
entparaffinieren und neu in Querausrichtung in Paraffinblocke einzubetten, um

vergleichbare Querschnitte erhalten zu konnen.

Abbildung 2.1: Ausrichtung der Praparate im Paraffinblock

Die heterogene Schnittfithrung durch die Rickenmarkspriparate resultierte in z.T. stark
differierenden Flichenverhiltnissen zwischen weiler und grauer Substanz und erschwerte
insgesamt die Auswertung,

2.2.2 Durchfithrung der Farbungen

Zur Beurteilung der Lisionslast wurde eine  histologische  Firbung  der
Rickenmarksquerschnitte (vgl. Kapitel 2.2.2.1) durchgefihrt. Mithilfe der erginzend
durchgefiihrten Immunhistochemie (vgl. Kapitel 2.2.2.2) konnte die T-Zell-Infiltration in

den Querschnitten ermittelt werden.

2.2.2.1 Histologische Firbung

Die histologische Firbung erfolgte mit Luxol-Fast-Blue/Perjodsdure-Schiff-Reagenz
(LFB/PAS). Das 1953 erstmals als Firbung beschriebene alkohollosliche Kupfet-
Phthalocyanin Luxol-Fast-Blue erlaubt durch seine spezifische Affinitit zu Neurokeratin
eine gute Darstellung der Myelinscheiden. Zusammen mit anderen Firbungen lassen sich
zudem schr gute kombinierte Zell- und Markscheidenfirbungen realisieren (Kluver und
Barrera 1953, Romeis 2010). Durch dementsprechende Erginzung der PAS-Firbung
stellen sich neben den tirkisblauen Markscheiden Kapillaren rot, graue Substanz und

demyelinisierte Lisionen blassrosa und Zellkerne blau oder violett dar.

Vor der eigentlichen Firbung der Schnitte musste die LFB-Losung aus 1 g Luxol-Fast-Blue,
1000 ml Ethanol 96% und 5ml Essigsdure 10% sowie die Lithiumcarbonatlésung 0,05 %
und Perjodsdure 1% in Aqua dest. hergestellt werden. Nach Auftragen der Rickenmarks-
querschnitte auf den Objekttriger erfolgte die Entparaffinierung durch Xylol und Xylol-
Isopropanol-Gemisch. AnschlieBend wurde in absteigenden Alkoholkonzentrationen bis
Isopropanol 90 % rehydriert, das Priparat in die LFB-Losung eingestellt und iiber Nacht in
den Wirmeschrank bei 60°C verbracht. Nun erfolgte die Differenzierung fiir ca. eine

Minute (nach visueller Kontrolle) in Lithiumcarbonatlésung 0,05 %, Isopropanol 70 % und
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destilliertem Wasser. Nach erneuter zweimaliger Spilung mit Aqua dest. erfolgte die
Farbung mit Perjodsiure 1% fur finf Minuten bei Raumtemperatur, dann Eintauchen in
Leitungswasser fiir weitere funf Minuten und zweimaliges griindliches Spilen mit
destilliertem Wasser. Nun wurden die Schnitte fiir 20min bei Raumtemperatur in das
Schiff-Reagenz eingebracht. Nach Spulung unter flieBendem Leitungswasser fur finf
Minuten wurde die Gegenfirbung mit Himalaunlosung fiir zwei Minuten und anschlieBend
eine kurze Differenzierung in 1%iger Salzsiure-Alkohol-Lésung durchgefithrt. Unter
flieBendem Leitungswasser wurden die Schnitte fir 5-10 min gebldut, dann in aufsteigender
Alkoholreihe bis Isopropanol 100 % dehydriert, kurz in Isopropanol-Xylol (Verhiltnis 1:1)
und dreimal fir drei Minuten in Xylol eingebracht und schlieBlich eingedeckelt.

2.2.2.2 Immunhistochemische Farbung

Zur Darstellung der T-Zell-Infiltration erfolgte eine CD3-Immunhistochemie. Das CD3-
Molekdl ist fir T-Zellen spezifisch und nicht-kovalent an den T-Zell-Rezeptor gebunden
(Abbas et al. 2014, Chetty und Gatter 1994). Die Farbung erfolgte durch eine indirekte
Immunmarkierung. Hierbei muss der primire, gegen CD3 gerichtete Antikérper, um eine
unspezifische Hintergrundmarkierung zu verhindern, aus einer anderen Spezies stammen
als das Priparat. Zudem ist bei diesem Verfahren nicht der Primirantikbrper markiert,
sondern ein — in wieder einer anderen Tierspezies hergestellter — Sekundirantikoérper.
Dieser zweite Antikérper ist dann gegen IgG der Spezies, in der der Primirantikérper

hergestellt wurde, gerichtet und bindet an dessen Fc-Region (Romeis 2010).

Ist der sekundire Antikérper mit Biotin markiert, kann durch die Avidin-Biotin-Technik
eine Signalverstirkung erfolgen. Das aus dem Hithnereiweill stammende Protein Avidin
weist vier Bindungsstellen mit hoher Affinitit zu Biotin auf. Wird Avidin mit einem
biotinylierten Marker (Biotinenzym oder Biotingold) gemischt, entsteht ein Komplex mit
zahlreichen Biotinmarkern und einigen Avidinmolekulen. Alternativ kann Avidin direkt mit
einem Enzym, beispielsweise wie in der vorliegenden Arbeit mit einer Peroxidase,
gekoppelt werden. Hierdurch erh6ht sich nochmals die Sensitivitit des Verfahrens (Romeis
2010, Ramos-Vara 2005). Wird das Avidin nun auf das Priparat gegeben, bindet es den
biotinylierten Antikorper. Auf diese Art und Weise kénnen auch geringe Antigenmengen

nachgewiesen werden, vgl. auch Abbildung 2.2 (Romeis 2010).
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Abbildung 2.2: Indirekte Immunmarkierung mit enzymgekoppeltem Avidin
Schematische  Darstellung  der  verwendeten — Signalverstirkungsmethode.
(eigene Grafik in Anlehnung an Romeis 2010, Abb. 9.8)

Nach dem Auftragen der Priparate wurde zunichst die Entparaffinierung mit Xylol
(10min) und Xjylol-Isopropanol-Gemisch und anschlieBend die Rehydrierung in
absteigender Alkoholreihe bis Isopropanol 50 % (je 5min) sowie eine Bewisserung in Aqua
dest. (5min) durchgefithrt. Um die teils durch Fixierung, Dehydrierung oder Einbettung
verinderten, nicht mehr zuginglichen Epitope der Antigene wieder fir Antikérper
zuginglich zu machen, erfolgte eine Antigendemaskierung mit Citratpuffer (10 mM) bei
pH =6,0 in der Mikrowelle bei 800 Watt fiir finfmal drei Minuten, dabei wurde
abwechselnd mit Aqua dest. oder Citratpuffer die verdunstete Menge ersetzt (Romeis
2010). Nach Abkiihlung der Praparate im Puffer wurde mit Aqua dest. und PBS gespiilt,
dann die endogenen Peroxidasen mit 3%igem Wasserstoffperoxid (H,O,) bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten geblockt und erneut, dreifach mit PBS gespilt. Ein
Einstellen in Tritonlésung zur Verbesserung der AntikOrperpenetration war bei dem
verwendeten CD3-Antikérper nicht nétig. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
eine Vorinkubation mit fetalem Kilberserum (10 %) in Phosphat-gepufferter Salzlosung fiir
10min bei Raumtemperatur blockiert. Nun wurde nach dem Abgief3en des Kilberserums
der Primdrantikérper (Kaninchen-anti-CD3, 1 : 150) ohne vorheriges Spiilen hinzugegeben
und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Jetzt konnte nach erneuter PBS-Spiilung der sekundire,
biotinylierte ~ Antikérper  (Ziege-anti-Kaninchen-IgG, 1:500) fir 60min  bei
Raumtemperatur aufgetragen werden. Im nichsten Schritt wurde nach nochmaliger PBS-
Spilung mit Peroxidase-konjugiertem Avidin fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert,
dann erneut mit PBS gespiilt. Nun wurde 3-3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)
und H,0O, 30% zugegeben, wodurch die gekoppelte Peroxidase DAB oxidieren konnte und
sich ein brdunlicher Farbniederschlag zeigte. Nach grindlicher Spilung mit Aqua dest.

erfolgten nun die Gegenfirbung in Himalaun fir 30 Sekunden, Differenzierung in
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Salzsdure-Alkohol-Lésung, Spulung mit Leitungswasser fiir 7min, Entwisserung und

Eindeckelung.

2.2.2.3 Verwendete Materialien

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.5 aufgelistet, die benutzten Antikérper
finden sich in Tabelle 2.6.
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Tabelle 2.5: Verwendete Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung

Hersteller

2-Propanol (Isopropanol) reinst

Chemsolute!

3-3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)
DAB-Lésung:

Sigma-Aldrich?

25mg DAB Sigma-Aldrich

20ul H,O, 30% Merck?

ad 50 ml PBS AppliChem
Aqua dest. und bidest.
Citratpuffer 10mM Merck
Ethanol 99 %, vergillt mit Methylethylketon 1% | Chemie-Vertriecb Hannover>
Fetales Kilberserum (FCS) Biochrom?
Fetales Kilberserum 10 %: Verdiinnung in PBS
Lithiumcarbonat Merck
Lithiumcarbonatlésung 0,05 %:

0,5 g Lithiumcarbonat Merck

auf 1000 ml Aqua bidest.

Luxol-Fast-Blue (LFB)

Clin-Tech Limited”

LFB-Lésung:
1g LFB Clin-Tech Limited
1000 ml Ethanol 96 %
5ml Essigsiure 10 % Merck
Mayers Himalaunlésung Merck
Paraffin, Paraplast Plus McCormick Scientific®
Perjodsdure Merck
1%ige Perjodsdure:
10g Perjodsdure Merck

auf 1000 ml Aqua dest.

Peroxidase-konjugiertes Avidin, ExtrAvidin,
verdunnt 1 : 1000 mit FCS 10 %

Sigma-Aldrich

Phosphat-gepufferte Salzl6sung (PBS) AppliChem
Salzsdure 25% Merck
1%ige Salzsdure-Alkohol-Losung:

1750 ml Isopropanol 100 % Chemsolute

750ml Aqua dest.

25ml 25 %ige Salzsiure Merck
Schiff-Reagenz Sigma
Wasserstoffperoxid 30 % Merck
Wasserstoff 3 %: Verdinnung mit PBS
Xylol Chemsolute

1) Chemsolute, Marke der Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland
2)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

3) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

4)  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

5) Chemie-Vertrieb Hannover GmbH & Co. Hannover KG, 30163 Hannover

6) Biochrom AG, Betlin, Deutschland

7)  Clin-Tech Limited, Unit G, Perram Works, Guildford, UK
8) McCormick Scientific Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
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Tabelle 2.6: Verwendete AntikGrper

Bezeichnung Klon Hersteller Verdiinnung
Primarantikorper

Kaninchen-anti-CD3 SP7 (IgG, monoklonal) | DCS! 1: 150 mit FCS 10%
Sekundirantikérper

Zicge-anti-Raninchen-IgG; )4y o) Dianova? 1: 500 mit FCS 10%
biotinyliert

1) DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Dr. Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg,
Deutschland
2) Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

2.2.3 Auswertung

2.2.3.1 Mikroskopie und Erfassung der Lisionslast und T-Zellinfiltration

Zur Auswertung der lichtmikroskopischen Priparate wurden die Schnitte zunichst
mikroskopiert und digital mittels der 12,5 Megapixel CCD-Kamera DP71 von Olympus
und des Programmes CellSens Dimension abfotografiert und als TIFF-Dateien (7agged image
file format) gespeichert.

Die Analyse der Lisionslast erfolgte mithilfe eines Objektivs mit 4-facher Vergrofierung
anhand der LFB/PAS-Firbungen. Setzten sich einzelne Rickenmatkquerschnitte aus
mehreren Bildern zusammen, erfolgte eine Nachbearbeitung und ein Zusammensetzen der
Querschnitte mit Photoshop CS4. Die weitere Auswertung erfolgte mittels des
Bildbearbeitungs- und Verarbeitungsprogrammes Image]. Mithilfe des Programms wurden
so die Gesamtfliche des Riickenmarksquerschnittes, der grauen und weillen Substanz
sowie der Lisionen bestimmt. Die Lisionen lieBen sich durch das verblasste Blau der
ausgediinnten Myelinscheiden sowie die auffilligen Zellinfiltrationen in der weillen
Substanz gut von gesundem Gewebe diskriminieren (vgl. Abbildung 2.3). Die erhaltenen
Messwerte wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel erfasst und
weiterverarbeitet. Fir jedes Versuchstier wurde die Lisionslast (Gesamtfliche der Lisionen

dividiert durch die Fliche der weillen Substanz in Prozent) berechnet.
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Abbildung 2.3: Ubersichtsaufnahme in der LFB/ PAS-Firbung und Ausschnitts-

vergroflerung

Links: Rickenmarksquerschnitt in der Ubersichtsaufnahme (4x-Objektiv); der
Messbalken entspricht 200 um.

Rechts: Mithilfe der digitalen VergréBerung lieBen sich in der Ausschnittsvergréfierung
graue und weille Substanz (schwarz Markierung) sowie Lisionen (rote
Markierung) vermessen.

Um die Infiltration von T-Lymphozyten in das Riickenmark zu bestimmen, wurden
die immunhistochemischen CD3-Firbungen ausgewertet. Hier erfolgte zunichst eine
Selektion des jeweils am stirksten betroffenen Querschnittes pro Tier mit dem Olympus
BX51-Mikroskop und dem 40-fach-vergréflernden Objektiv. Zur weiteren Analyse wurden
die Schnitte nun abfotografiert (Objektiv mit 4-facher und 10-facher VergroBerung) und
wie bereits oben beschrieben ebenfalls im TIFF nachbearbeitet, vgl. Abbildung 2.4.
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Abbildung 2.4: CD3-positive ~ Zellen in  der Ubersichtsaufnahme und

Ausschnittsvergroflerung

Links: Riickenmarksquerschnitt in Ubersichtsaufnahme (4x-Objektiv); der Messbalken
entspricht 500 um.

Rechts: VergroBerung des links markierten Ausschnittes (10x-Objektiv); der Messbalken
entspricht 200 um.

AnschlieBend  erfolgte  die  Zihlung  der  braungefirbten  T-Zellen im
Rickenmarksquerschnitt. In der Regel reichte fiir die Bestimmung der Zellzahl pro
Querschnitt im digitalen Bild ein Objektiv mit 10-facher VergroBerung aus, in unklaren
Fillen wurde am Mikroskop mit bis zu 400-facher Originalvergréflerung gearbeitet
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(Objektiv mit 40-facher und Okular mit 10-facher Vergréflerung). Die CD3-positiven
Zellen lieBen sich so gut an der charakteristischen Firbung erkennen (siche Abbildung 2.5).
AbschlieBend erfolgte die Berechnung der T-Zellen pro Quadratmillimeter der

Querschnittsfliche im Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel.
E *

50 ym

Abbildung 2.5: CD3-positive Zellen in der Detailaufnahme
Unter der starken VergréBerung mit dem 40x-Objektiv lassen sich
die CD3-positiven Zellen gut von anderen Zellen differenzieren.
Der Messbalken entspricht 50 pm.

2.2.3.2 Statistik

Die Weiterverarbeitung der erfassten Daten sowie die statistische Analyse erfolgten mit

Microsoft Excel und der Statistiksoftware GraphPad Prism 5.

Einen Vergleich der Erkrankungsschwere iiber den gesamten Zeitraum der Experimente
erlaubte der aus der Fliche unter der Verlaufskurve (area under the curve, AUC) berechnete

ebenfalls dimensionslose kumulative Score (Fleming et al. 2005).

In Abhingigkeit von der jeweiligen Fragestellung, des Skalenniveaus und der Verteilung
wurden fur die erhobenen Daten der Mittelwert (MW) bzw. die Differenz der
Mittelwerte (AMW), Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwertes (SEM) und
Konfidenzintervall (CI) oder Median und Quartile berechnet.

Die Normalverteilung wurde mit dem D’Agostino-Pearson-Omnibus-Test untersucht.

Im Rahmen der Signifikanzanalyse wurde zunichst ein Signifikanzniveau a von 0,05
festgelegt, ein p-Wert (Signifikanzwert) kleiner als 0,05 somit als statistisch signifikant

bezeichnet. Ein p-Wert kleiner als 0,01 wurde als hoch-signifikant angesehen.
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Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit verschiedenen Verfahren, dabei wurden beim
Vergleich zweier Gruppen nur zweiseitige Testverfahren durchgefiihrt. Fiir normalverteilte,
intervallskalierte Daten und Varianzhomogenitit wurde der parametrische t-Test
angewendet, bei sich signifikant unterscheidenden Varianzen wire entsprechend die Welch-
Korrektur erginzt worden. Der Mann-Whitney-U-Test wurde als nicht parametrisches

Verfahren benutzt.

Die einfaktorielle Varianzanalyse (one-way analysis of variance, one-way ANOIVA), ggf. mit
anschlieBendem Tukey-Kramer-Test, sollte zum Vergleich von mehr als zwei metrischen
Datensitzen und nur einem verinderten experimentellen Faktor unter der Voraussetzung
der Normalverteilung und homogener Varianzen angewendet werden. Alternativ wurde bei
Fehlen dieser Voraussetzungen fiir eine ANOVA auf den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von
multiplen Vergleichen nach Dunn als Nachtest (Dunn’s multiple comparison  test),

zurtickgegriffen.

Mit der Korrelationsanalyse sollte der Korrelationskoeffizient nach Pearson fiir
normalverteilte, mindestens intervallskalierte Daten ermittelt werden. Bei Fehlen dieser
Vorbedingungen wurde die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman durchgefihrt.

2.2.3.3 Verwendete Materialien

Fir die Auswertung verwendete Arbeitsgerite und Programme finden sich in Tabelle 2.7.

Tabelle 2.7: Verwendete Gerite und Software

Bezeichnung Hersteller

12,5 Megapixel CCD-Kamera DP71 Olympus!
Lichtmikroskop BX51 Olympus

Microsoft Excel 2010 Microsoft Deutschland?
Objektive (4-fach bis 40-fache Vergréfierung) Olympus

Okular (10-fache VergréBerung) Olympus

Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems GmbH?
cellSens Dimension 1.7.1 Olympus

GraphPad Prism 5.01 GraphPad Software, Inc.4
Image] 1.47v Image] (Open Source)>

1)  Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

2)  Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland

3) Adobe Systems GmbH, Munchen, Deutschland

4)  GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

5) Image] (Open Source), Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA
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3  Ergebnisse

Zur Ermittlung des Einflusses von Interleukin-3 und anti-IL-3 auf die EAE wurden jeweils
der extern erhobene Kklinische EAE-Score sowie die im hiesigen Institut fir
Neuropathologie der Medizinischen Fakultit Géttingen bestimmte Lisionslast und T-Zell-

Infiltration ausgewertet.

3.1 Einfluss von Interleukin-3 auf die EAE

Die Versuchstiere in diesem Experiment erhielten ab Tag 5 tiglich bis Tag 22

intraperitoneal rekombinantes Interleukin-3.

Nicht alle Tiere entwickelten nach histologischen Kriterien (s. Abschnitt 3.1.2) tatsdchlich
eine experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis. Am ehesten ist in diesen Fallen von
einer nicht gelungenen Induktion auszugehen, sodass diese Priparate bzw. der jeweilige

EAE-Score von der statistischen Auswertung hier ausgenommen wurden.

3.11 Symptomatik und Verlauf

Erste Symptome wurden mithilfe des EAE-Scores in der IL-3-Gruppe ab dem 7. Tag nach
Immunisierung erfasst, in der Kontrolle ab Tag 8. Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick tiber
die Anzahl der symptomfreien Tage bis zur erstmaligen klinischen Manifestation der EAE.
In der IL-3-Gruppe bestand eine breitere Streuung des Manifestationszeitpunktes, ein

signifikanter Gruppenunterschied konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.1: Beginn der EAE-Manifestation im I1.-3-Versuch

Dargestellt sind die symptomfreien Tage bis zur erstmaligen klinischen
Manifestation der EAE.

Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median, Mittelwert (+), Tukey-
Whiskers sowie ausreillerverdichtige Werte (). Tiere ohne Priparat oder mit nicht
gelungener EAE-Induktion ausgenommen.

MW # SD: 8,1 £ 0,9d (IL-3), 7,9 £ 0,6d (Kontrolle); Median: 8d (beide);

AMW: 0,2d; 95%-ClI: -0,4 — 0,9 d. Kein statistisch signifikanter Gruppenunterschied
(p = 0,4468, zweiseitiger t-Test bei normalverteilten Daten); n = 14 (IL-3),n = 10
(Kontrolle).

Einen Eindruck tber den Krankheitsverlauf gibt Abbildung 3.2, in der die gemittelten
Symptomverldufe mit Standardfehlern der beiden Gruppen dargestellt sind. Auffallend war
hier die ab Tag 14 zunehmende Tendenz erhéhter Score-Mittelwerte in der IL-3-Gruppe.
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Abbildung 3.2: Klinische Verldufe im IL-3-Versuch

In dem Graphen sind Mittelwert und SEM in beiden Versuchsgruppen dargestellt
(Tiere ohne Priparat oder mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen). Die
aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht verzeichnete SD ist in beiden Gruppen
hoch: sie erreicht in der 1L-3 Gruppe Werte bis 1,03 und in der Kontrollgruppe
sogar bis 1,42.

Um einen Gruppenvergleich der EAE-Scores zu ermdglichen, wurden die kumulativen
Scores der einzelnen Tiere ermittelt. Wie Abbildung 3.3 zeigt, bestitigte sich dadurch ein
signifikant schlechterer klinischer Verlauf in der IL-3-Gruppe.
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Abbildung 3.3: Vergleich der kumulativen EAE-Scores im IL.-3-Versuch

Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median, Tukey-Whiskers sowie
ausreilerverdichtige Werte (*). Tiere ohne Priparat oder nicht gelungener EAE-
Induktion ausgenommen.

Median: 37,3 (IL-3) und 29,0 (Kontrolle); Signifikanter Gruppenunterschied
(p = 0,0118, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test); n = 14 (IL-3), n = 10 (Kontrolle).

3.1.2 Vergleich der Lisionslast

Mit der LFB/PAS-Firbung lieBen sich bereits in geringer VergroBerung gut Lisionen von
gesundem Gewebe differenzieren. Nicht alle Tiere zeigten nach dem zuvor festgelegten

histologischen Kriterium (Lasion = 0,1% der weillen Substanz) tatsichlich auch
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histologisch eine EAE, wobei der Anteil der histologisch bestitigt erkrankten Tiere in der
IL-3-Gruppe leicht erhoht war (vgl. Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: EAE-Inzidenz in der IL.-3- und Kontrollgruppe

Gruppe EAE-Tiere* Gesamt Inzidenz [%]
IL-3 14 15 93%
Kontrolle 10 12 83%

* Tiere mit einer Lisionslast unter 0,1 % wurden als gesund klassifiziert.

Im Vergleich nur der erkrankten Tiere zeigte sich eine statistisch hoch-signifikante
Zunahme der Lisionslast durch die Behandlung mit IL-3 (AMW = 6,86 %; 95 %-CI: 2,76 —
10,95%; p =0,0022; zweiseitiger t-Test). Abbildung 3.4 zeigt exemplarische
Ubersichtsaufnahmen in der LFB/ PAS-Fiarbung sowie die Scatter-Dotplots der
Auswertung.
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Abbildung 3.4: Einfluss von Interleukin-3 auf die Lisionslast

Oben: Exemplarische Ubersichtaufnahmen in der LFB/PAS-Firbung aus IL-3- und
Kontrollgruppe mit 4x-Objektiv, Messbalken entsprechen 200pum; Lisionen
mit % gekennzeichnet.

Unten: Lisionslast als prozentualer Anteil der entmarkten Bereiche in Bezug zur

Gesamtfliche der weillen Substanz. Die Scatter-Dotplots zeigen Mittelwert und
Standardabweichungen. Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion
ausgenommen.
MW * SD: 13,65 £ 4,54% (L-3), 6,79 = 5,08% (Kontrolle); Median:
14,48 % (IL-3), 6,04% (Kontrolle); AMW: 6,86 %; 95%-CI: 2,76 — 10,95 %.
Statistisch hoch-signifikanter Gruppenunterschied (**p = 0,0022, zweiseitiger
t-Test bei normalverteilten Daten); n = 14 (IL-3), n = 10 (Kontrolle).

Ein Anstieg der Lisionslast ging zudem mit einem erhohten EAE-Score einher (Abbildung
3.5). So zeigte die Rangkorrelation nach Spearman einen Korrelationskoeffizienten von

r, = 0,74 (95%-CI: 0,47 — 0,88) bei einem Signifikanzwert von p < 0,0001.
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Abbildung 3.5: Kumulativer EAE-Score und Lisionslast im IL.-3-Versuch

Dargestellt  sind  kumulativer ~EAE-Score und Lisionslast sowie die
Regressionsgerade mit 95%-Konfidenzband. Tiere mit nicht gelungener EAE-
Induktion ausgenommen. Die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten erfolgte

nach Spearman fiir ordinal (Score) und metrisch (Ldsionslast) skalierte Daten.
rs = 0,74; 95 %-CI: 0,47 — 0,88; p < 0,0001; n = 24.

3.1.3 T-Zell-Infiltration

In den Ubersichtsaufnahmen des Riickenmarks lieBen sich die jeweils am stirksten

betroffenen Querschnitte gut identifizieren und die Fliche berechnen.

Die Auswertung der T-Zellen (TZ) pro Quadratmillimeter der Rickenmarksquerschnitte
zeigte zwar tendenziell erhohte T-Zellzahlen in der IL-3-Gruppe. Unter Einbeziehung nur
der erkrankten Tiere war der Mittelwert um 35,5 TZ/mm?® sowie der Median um 22,5
TZ/mm?” in der IL-3-Gruppe (MW * SD: 105,8 *+ 46,2 TZ/mm? Median: 98,3 TZ/mm?’)
gegentiber der Kontrolle (MW * SD: 70,3 £ 44,0; Median: 75,80 TZ/ mmz) erhoht, vgl.
Abbildung 3.6. Die statistische Auswertung konnte allerdings keinen signifikanten
Gruppenunterschied belegen (p = 0,1074, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test bei nicht

normalverteilten Daten).
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Abbildung 3.6: T-Zell-Infiltration unter IL.-3-Therapie

Oben:

Unten:

Exemplarische Ubersichtsaufnahmen in der CD3-Firbung aus der Gruppe der
IL-3-therapierten Tiere und der Kontrollgruppe in verschiedenen
VergroBerungen (obere Reihe 4x-Objektiv, Messbalken entsprechen 200 pum,
untere Reihe 10x-Objektiv, Messbalken entsprechen 50 um); Lisionen mit %
gekennzeichnet.

T-Zell-Infiltration als T-Zellen pro Quadratmillimeter Querschnittsfliche. Die
Scatter-Dotplots zeigen den Median sowie den Interquartilsabstand. Tiere ohne
Priparat oder mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.

Median: 98,30 TZ/mm? (IL-3), 75,80 TZ/mm? (Kontrolle); kein signifikanter
Gruppenunterschied (p = 0,1074, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test bei nicht
normalverteilten Daten); n = 14 (IL-3), n = 10 (Kontrolle).
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Der Zusammenhang zwischen Lisionslast und T-Zell-Infiltration wurde aufgrund der nicht
normalverteilten Daten mit dem Spearman-Korrelationskoeffizient r, untersucht. In
Abbildung 3.7 sind die beiden Parameter in einem Streudiagramm aufgetragen. Mit

zunehmender Lisionslast stieg auch die Anzahl der T-Zellen pro Quadratmillimeter:

r, = 0,43; p = 0,0354; n = 24.
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Abbildung 3.7: Lisionslast und T-Zell-Infiltration im IL-3-Versuch

Dargestellt sind Lisionslast und T-Zellen pro Quadratmillimeter Querschnittsfliche
sowie die Regressionsgrade mit 95%-Konfidenzband. Tiere mit nicht gelungener
EAE-Induktion ausgenommen. Die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten
erfolgte nach Spearman fiir nicht normalverteilte Daten.

ts = 0,43; 95%-CI: 0,02 — 0,72; p = 0,0354; n = 24.

Die Zahl der CD3"-Zellen korrelierte allerdings nicht mit dem kumulativen Score, vgl.

Abbildung 3.8.


file://vmware-host/Shared Folders/Doktorarbeit Neuropatho/Auswertungen/Prism Benni/16 DR/5_V3 Korrelation Läsionen und TZ.pzf

43

60-
@
o]
Q
7]
% 40
]
=2
S 201
=
= L]
X

0 . : ,
0 100 200 300

T-Zellen pro mm?

Abbildung 3.8: T-Zell-Infiltration und kumulativer Score im IL-3-Versuch

Dargestellt sind T-Zellen pro Quadratmillimeter Querschnittsfliche und
kumulativer EAE-Score sowie die Regressionsgrade mit 95 %-Konfidenzband. Tiere
mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen. Die Ermittlung des

Korrelationskoeffizienten erfolgte nach Spearman fiir nicht normalverteilte Daten.
s = 0,28; 95 %-CI: -0,16 — 0,62; p = 0,1920; n = 24.

3.2 Einfluss einer anti-IL3-Antikorper-Therapie auf die EAE

Der Einfluss der anti-IL-3-Antikorpergabe auf die EAE wurde zunichst in zwei Versuchen
untersucht, die sich hinsichtlich der Versuchsdauer (21 bzw. 11 Tage) unterschieden. In
beiden Experimenten erhielten die Tiere ab Tag 0 tiglich anti-IL-3-AntikOrper
intraperitoneal bzw. Ratten-IgG (Isotypkontrolle). In einem dritten Versuch erhielt eine
weitere Gruppe deglykosylierten anti-IL-3-Antikérper. Aus Griinden der Ubersicht werden
die genannten Versuche hier, wie in Tabelle 2.3 (S. 25) beschrieben, als anti-1L-3-, anti-IL-3
(kurz)- oder anti-IL-3 (deglykosyliert)-Versuch benannt.

Im Gegensatz zu dem IL-3-Versuch muss ein fehlender Nachweis von Lisionen in diesen
Versuchen nicht zwangsliufig auf eine mangelhafte EAE-Induktion im entsprechenden
Tier zurtuckgefithrt werden (vgl. Kapitel 3.1, S. 35), sondern konnte auch durch die
Verabreichung von anti-IL-3-Antikérper oder IgG bedingt sein. Aufgrund dessen erfolgte
fir diese Versuche die Betrachtung — soweit mdéglich — sowohl mit als auch ohne

Berticksichtigung der nach histologischen Kriterien nicht erkrankten Tiere.

Auffallend in den hier beschriebenen Versuchen war ein insgesamt klinisch wie auch nach
histologischen Merkmalen milder Verlauf der EAE in allen Versuchsgruppen einschlieBlich

der Kontrollen.
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3.2.1 Symptomatik und Verlauf

Der EAE-Score wurde nur in den beiden lingeren Experimenten erhoben, von dem

Kurzversuch lagen diesbeziiglich keine Daten vor.

Unter Einbeziehung aller Tiere traten im anti-IL-3-Versuch sowohl in der Kontroll- als
auch in der Behandlungsgruppe ab Tag 9 erste klinische Symptome auf. Dabei zeigten zwei
der mit anti-IL-3-Antikérper behandelten Tiere (entsprechend 15,4%) wihrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes keinerlei Ausfallserscheinungen, wohingegen alle Tiere
der Kontrollgruppe symptomatisch wurden. Zudem bestand in der anti-IL-3-Gruppe eine
wesentlich breitere Streuung des erstmaligen Auftretens neurologischer Auffilligkeiten.
Insgesamt bestand jedoch kein signifikanter Gruppenunterschied beziiglich des

Symptombeginns.

Wurden nur die nach histologischen Gesichtspunkten erkrankten Tiere berticksichtigt,
verblieb lediglich eine geringe Anzahl an Tieren (6 in der Kontrollgruppe und 5 in der anti-
IL-3-Gruppe). Auf die Signifikanzpriifung wurde hier daher verzichtet.

Abbildung 3.9 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der symptomfreien Tage ab
Behandlungsbeginn bis zur EAE-Manifestation (bzw. bis Versuchsende im Falle der nicht

symptomatisch gewordenen Tiere).
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Abbildung 3.9: Symptomfreie Tage vor EAE-Manifestation im anti-IL-3-Versuch:
a) mit allen Tieren und b) ohne Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion
Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median, Mittelwert (+) und Tukey-
Whiskers. Tiere ohne Priparat ausgenommen.
a) Auswertung unter Berlicksichtigung aller Tiere (mit Priparat).
MW =+ SD: 8,4 £ 0,6d (Kontrolle), 11,2 + 4,5d (anti-IL.-3); Median: 8d (beide);
AMW: 2,8d; Kein statistisch signifikanter Gruppenunterschied (p = 0,1302,
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test bei nicht normalverteilten Daten); n = 14
(Kontrolle), n = 13 (anti-1L-3).
b) Darstellung unter Ausschluss der Tiere mit fehlgeschlagener EAE-Induktion.
MW % SD: 8,0 £ 0,0d (Kontrolle), 12,4 + 4,6d (anti-11.-3); Median: 8d (Kontrolle),
Median: 11d (anti-1L-3); AMW: 4,4d; n = 6 (Kontrolle), n = 5 (anti-IL-3). Auf eine
Signifikanzpriifung wurde verzichtet.
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Im Wiederholungsversuch mit deglykosyliertem anti-IL-3 wurden Scores ab Tag 9
erfasst. Ab diesem Tag traten erste klinische Symptome in allen drei Gruppen auf. In der
anti-IL-3-Gruppe blieben ein Tier und in der anti-IL-3 (deglykosyliert)-Gruppe zwei Tiere
symptomfrei, entsprechend 7,7 % bzw. 13,3 %. Auch hier zeigte sich in der Kontrollgruppe
der friheste Krankheitsbeginn, Miuse der mit deglykosyliertem anti-IL.-3 behandelten
Gruppe erkrankten am spitesten. Fin statistisch signifikanter Unterschied konnte zwar
nicht nachgewiesen werden, allerdings liel3 sich eine Tendenz (p =0,0813) zu einem
spateren Symptombeginn unter der Antikorpertherapie erkennen, vgl. Abbildung 3.10. Auf
die Auswertung nur der histologisch Erkrankten wurde aufgrund der geringen Fallzahl (vgl.
Tabelle 3.2, S. 48) verzichtet.
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Abbildung 3.10: Symptomfreie Tage vor EAE-Manifestation im anti-IL-3
(deglykosyliert)-Versuch

Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median, Mittelwert (+), Tukey-
Whiskers sowie austeiBlerverdichtige Werte (). Tiere ohne Priparat ausgenommen.
MW * SD: 8,4 £ 0,6d (Kontrolle), 9,9 + 3,3d (anti-1L-3), 11,2 + 42d (deglyk. anti-
IL-3); Median: 8d (Kontrolle), 9d (anti-IL-3 und deglyk. anti-IL-3); AMW
(Kontrolle — anti-1L-3): 1,5d, AMW (Kontrolle — deglyk. anti-IL-3): 2,8d; Keine
statistisch signifikanten Gruppenunterschiede (p = 0,0813, Kruskal-Wallis-Test);
n =15 (Kontrolle), n = 13 (anti-IL-3), n = 15 (deglyk. anti-1L.-3).

Abbildung 3.11 gibt einen Uberblick iiber die Symptomverliufe der Versuche. Erneut
werden hier mehrere Graphen mit und ohne Berticksichtigung der Tiere, die histologisch
keine EAE entwickelten, gezeigt. Der dargestellte Symptomverlauf aller kann somit Tiere
mit fehlgeschlagener EAE-Induktion beinhalten. Demgegeniiber kénnen bei Ausschluss
der histologisch Gesunden durch anti-IL-3 oder IgG wirksam therapierte Tiere
unterschlagen werden. Fir den anti-IL-3 (deglykosyliert)-Versuch ist eine Darstellung nur
der Tiere mit histologisch nachgewiesener EAE aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht

sinnvoll (s.0.).
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Abbildung 3.11: EAE-Verlauf der anti-IL-3- und Kontrollgruppen
In dem Graphen sind Mittelwert und SEM der Versuchsgruppen dargestellt.

Oben:

Mitte:

Unten:

Anti-IL-3-Versuch: Alle Tiere mit Priparat wurden beriicksichtigt:
n = 14 (Kontrolle), n = 13 (anti-1L-3).

Anti-IL-3-Versuch: Tiere ohne Pridparat oder mit nicht gelungener
EAE-Induktion ausgenommen: n = 6 (Kontrolle), n = 5 (anti-1L-3).
Anti-IL-3 (deglykosyliert)-Versuch: Alle Tiere mit erhaltenem Priparat
wurden bertcksichtigt: n = 15 (Kontrolle), n = 13 (anti-IL-3), n = 15
(deglyk. anti-1L-3).
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Zum Vergleich der Gruppen untereinander kann erneut der kumulative EAE-Score
herangezogen werden. Sowohl mit als auch ohne Einbeziehung der Versuchstiere, deren
Priparate keine EAE aufzeigen konnten, lisst sich im anti-IL-3-Versuch ein signifikant
erniedrigter Gesamtscore in der mit anti-IL-3 behandelten Gruppe nachweisen, vgl.
Abbildung 3.12. Dies bestitigt sich auch im anti-IL-3 (deglykosyliert)-Versuch, bei dem
sich ein hoch-signifikanter Gruppenunterschied nachweisen lisst, vgl. Abbildung 3.13.
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Abbildung 3.12: Vergleich der kumulativen EAE-Scores im anti-IL-3-Versuch
Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median und Tukey-Whiskers. Tiere
ohne Priparat ausgenommen.
a) Alle Tiere mit Priparat wurden beriicksichtigt.
Median: 23,0 (Kontrolle) und 21,0 (anti-IL-3); statistisch signifikanter
Gruppenunterschied (*p = 0,0193, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test); n = 14
(Kontrolle), n = 13 (anti-1L-3).
b) Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.
Median: 24,5 (Kontrolle) und 13,0 (antd-IL-3); statistisch signifikanter
Gruppenunterschied (*p = 0,0129, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test); n = 6
(Kontrolle), n = 5 (anti-11.-3).
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Abbildung 3.13: Vergleich  der  kumulativen  Scores im  anti-IL-3
(deglykosyliert)-Wiederholungsversuch

Die Boxplots zeigen die 25. und 75. Perzentile, den Median und Tukey-Whiskers.
Tiere mit nicht erhaltenem Priparat ausgenommen. Aufgrund einer niedrigen
Fallzahl ist eine Auswertung nur der auch histologisch Betroffenen nicht méglich.
Median: 41,0 (Kontrolle), 23,0 (and-IL-3), 28,0 (deglyk. anti-IL-3); hoch-
signifikanter Gruppenunterschied (p < 0,0001, Kruskal-Wallis-Test; *p < 0,001 im
Gruppenvergleich der Kontrolle gegen anti-IL-3 und #p < 0,001 im Vergleich der
Kontrolle gegen deglyk. anti-IL-3, aber kein signifikanter Unterschied zwischen den
Therapiegruppen, Post-hoc-Test nach Dunn); n =15 (Kontrolle), n = 13 (anti-
IL-3), n = 15 (deglyk. anti-IL-3).

3.2.2 Vergleich der Lisionslast

Insgesamt zeigte sich in den Experimenten sowohl in der Behandlungs- als auch in der

Kontrollgruppe nur eine geringe EAE-Inzidenz, vgl. Tabelle 3.2.

Tabelle 3.2: EAE-Inzidenz in anti-IL-3- und Kontrollgruppen

Versuch Gruppe EAE-Tiere* Gesamt Inzidenz [%]
anti-11.-3 5 13 38%
anti-IL-3
Kontrolle 6 14 43%
anti-11.-3 1 10 10%
anti-IL-3 (kurz)
Kontrolle 5 10 50%
anti-11.-3 (deglyk.) | 1 15 7Y
anti-TL-3 HIL (deglyle) ’
(deglykosyliert) anti-11.-3 1 13 8%
e osyliert
SR Kontrolle 3 15 20%

* Tiere mit einer Lisionslast unter 0,1 % wurden als gesund klassifiziert.
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Ein Vergleich der Lisionslasten im 21-tdgigen anti-IL-3-Versuch, nur unter
Berticksichtigung der tatsdchlich erkrankten Tiere, zeigte einen geringen Unterschied der
Mediane (Kontrolle: 1,82 %; anti-IL.-3: 0,82 %), dies allerdings nicht signifikant (p = 0,5368,
Mann-Whitney-U-Test), vgl. Abbildung 3.14. Wurden alle Tiere einbezogen, ergaben sich
aufgrund der zahlreichen Tiere ohne histologische Merkmale einer EAE noch weitaus
niedrigere Mediane von 0,05% in der Kontrollgruppe gegeniiber 0,01 % in der anti-1L.-3-
Gruppe (p = 0,5634, Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 3.14: Lisionslast im anti-IL-3-Versuch
Oben: Exemplarische Ubersichtaufnahmen in der LFB/PAS-Firbung aus Kontroll-

und anti-IL-3-Gruppe mit 4x-Objektiv, Messbalken entsprechen 200 pm;
Lisionen mit % gekennzeichnet. Das Beispielbild aus der anti-IL-3-Gruppe
zeigt nur sehr kleine entmarkte Areale der weillen Substanz, die nur fraglich als

Lisionen zu bewerten sind.

Unten: Lisionslast als prozentualer Anteil der entmarkten Bereiche in Bezug zur
Gesamtfliche der weillen Substanz. Die Scatter-Dotplots zeigen den Median

sowie den Interquartilsabstand.
a) Alle Tiere mit erhaltenem Priparat wurden bertcksichtigt.

Median: 0,05% (Kontrolle), 0,01 % (anti-IL-3); kein signifikanter
Gruppenunterschied (p = 0,5634; zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test);

n = 14 (Kontrolle), n = 13 (anti-IL-3).
b) Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.

Median: 1,82% (Kontrolle), 0,82% (anti-1L-3); kein

signifikanter

Gruppenunterschied (p = 0,5368; zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test);

n = 6 (Kontrolle), n = 5 (anti-1L-3).

Im 11-tigigen anti-IL-3 (kurz)-Versuch lie sich eine noch schwicher ausgeprigte EAE
beobachten. In der Kontrollgruppe erkrankten nur 5 Tiere nach histologischen

Gesichtspunkten, in der behandelten Gruppe sogar nur eins. Eine statistische Auswertung

nur der Erkrankten wurde daher unterlassen. Wurden jedoch alle Praparate berticksichtigt,
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lie3 sich ein signifikanter Gruppenunterschied nachweisen, vgl. Abbildung 3.15:
Median: 0,09 % (Kontrolle), 0,00 % (anti-IL-3); p = 0,0205, Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 3.15: Lisionslast im 11-tigigen anti-IL.-3-Versuch
Lisionslast als prozentualer Anteil der entmarkten Bereiche in Bezug zur Gesamtfliche der
weillen Substanz. Die Scatter-Dotplots zeigen den Median sowie den Interquartilsabstand.
a) Alle Priparate wurden berticksichtigt.
Median: 0,09 % (Kontrolle), 0,00 % (anti-IL-3); signifikanter Gruppenunterschied
(p = 0,0205, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test); n = 10 (beide Gruppen).
b) Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.

Median: 0,26% (Kontrolle), 0,11 % (anti-IL-3); keine statistische Auswertung erfolgt.
n =5 (Kontrolle), n = 1 (anti-1L-3).

Im anti-IL-3 (deglykosyliert)-Wiederholungsversuch konnte allerdings kein relevanter
Gruppenunterschied beztiglich der Lisionslast nachgewiesen werden:

Median:  0,00% (alle  drei  Gruppen); MW £8D: 0,93%0,22%  (Kontrolle),
0,32 £ 1,15% (anti-1L-3), 0,35 * 1,33% (deglyk. anti-IL-3); p = 0,4834, Kruskal-Wallis-
Test; n = 15 (Kontrolle), n = 13 (anti-IL-3), n = 15 (deglyk. anti-IL-3). Es erfolgte keine

Auswertung nur der histologisch betroffenen Tiere (insgesamt nur 5).

Eine Korrelation zwischen Lisionslast und dem kumulativen EAE-Score konnte im
21-tdgigen anti-IL-3-Experiment nicht nachgewiesen werden. Dabei verfehlte der p-
Wert unter Berticksichtigung nur der Erkrankten allerdings mit p = 0,0528 nur knapp das
Signifikanzniveau, Abbildung 3.16 gibt einen Uberblick. Wurden alle Priparate einbezogen,
ergab sich ein weitaus héherer p-Wert von p = 0,3937, bedingt durch zum Teil recht hohe

kumulative Scores trotz geringer Lasionslast oder Lisionsfreiheit.

Solche Diskrepanzen — vergleichsweise hohe klinische Scores bei geringer Lisionslast —
fielen auch im anti-IL-3 (deglykosyliert)-Versuch auf. Hier lieBen sich zudem bei einem
der insgesamt nur 5 erkrankten Tiere keinerlei Symptome feststellen. Auf eine

Korrelationsanalyse (Lidsionslast und Kumulativscore) wurde daher fur diesen Versuch

verzichtet.
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Abbildung 3.16: Kumulativer EAE-Score und Liasionslast im anti-IL-3-
Versuch

Dargestellt sind kumulativer EAE-Score und Lisionslast sowie die Regressionsgrade
mit  95%-Konfidenzband. Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion
ausgenommen. Die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten erfolgte nach
Spearman fiir ordinal (Score) und metrisch (Lasionslast) skalierte Daten.

s = 0,60; 95 %-CI: -0,03 — 0,89; p = 0,0528; n = 11.

3.2.3 T-Zell-Infiltration

Entgegen der Erwartungen zeigte unter den EAE-Tieren (Lasionslast = 0,1% in der
LFB/PAS-Firbung) im 21-tigigen anti-IL-3-Versuch die Behandlungsgruppe (MW £ SD:
9,66 £ 9,22 TZ/mm? Median: 11,5 TZ/mm?) erhohte T-Zellzahlen gegeniiber der
Kontrolle (MW % SD: 2,65 £ 1,76 TZ/mm?* Median: 2,45 TZ/mm?®. Die Zellzahlen
bewegten sich allerdings in beiden Gruppen auf niedrigem Niveau mit hoher
Standardabweichung, zudem war der Gruppenunterschied nicht signifikant (p = 0,5368,
Mann-Whitney-U-Test), vgl. Abbildung 3.17. Unter Einbeziehung aller Tiere ergaben sich
noch geringere Unterschiede im Mittelwert und Median, dies mit einem p-Wert von
p = 0,2858 (Mann-Whitney-U-Test):

MW * SD: 4,63 £ 6,89 TZ/mm’, Median: 1,3 TZ/mm’ (anti-11-3);
MW % SD: 1,23 £ 1,72 TZ/mm’, Median: 0,3 TZ/mm’ (Kontrolle).

Aufgrund der noch schwicher ausgeprigten EAE und der noch geringeren T-Zellzahlen

pro Querschnitt wurde auf die Auswertung der weiteren Versuche verzichtet.
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Abbildung 3.17: T-Zell-Infiltration im anti-IL-3-Versuch
CD3-Firbung korrespondierend mit den LFB/PAS-Schnitten aus Abbildung

3.14, stirkerer vergroBert (10x- und 40x-Objektive, Messbalken oben
entsprechen 50um, unten 25um). Hier in der anti-IL-3-Gruppe in den

fraglichen Lisionen kein Nachweis von T-Zellen.
T-Zell-Infiltration als T-Zellen pro Quadratmillimeter Querschnittsfliche.
Scatter-Dotplots zeigen den Median sowie den Interquartilsabstand.

Oben:

Unten:

2)

b)

Alle Priparate wurden berticksichtigt.

Median: 0,3 TZ/mm? (Kontrolle), 1,3 TZ/mm? (anti-IL-3); kein
signifikanter Gruppenunterschied (p = 0,2858, zweiseitiger Mann-Whitney-
U-Test); n = 14 (Kontrolle), n = 13 (anti-1L-3).

Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.

Median: 2,45 TZ/mm? (Kontrolle), 11,50 TZ/mm? (anti-11.-3); kein
signifikanter Gruppenunterschied (p = 0,5368, zweiseitiger Mann-Whitney-
U-Test); n = 6 (Kontrolle), n = 5 (anti-1L-3).
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Unter Beriicksichtigung aller erhobenen Daten des anti-IL-3-Versuches ergab sich eine
positive  Korrelation — zwischen — Lisionslast  und ~ T-Zellzahl  (Spearman-
Korrelationskoeffizient r, = 0,55; 95%-CI: 0,21 -0,78; p =0,0027; n =27). Diese
Korrelation wurde mal3geblich durch die zahlreichen Wertepaare der Tiere ohne
histologisch nachgewiesene EAE-Induktion beeinflusst. Wie Abbildung 3.18 zeigt, konnte
hingegen keine Korrelation mehr nachgewiesen werden, wenn diese Tiere ausgenommen
wurden (Spearman-Korrelationskoeffizient r, = 0,04; 95%-CI: -0,59 — 0,64; p = 0,9155;
n =11).
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Abbildung 3.18: Lisionslast und T-Zell-Infiltration im anti-IL-3-Versuch

Das Streudiagramm zeigt nur den 21-tigigen anti- IL-3-Versuch. Dargestellt sind
Lisionslast und T-Zellen pro Quadratmillimeter Querschnittsfliche sowie die
Regressionsgrade mit 95%-Konfidenzband. Zwei Datenpunkte befinden sich
auBerhalb der Grafik. Tiere mit nicht gelungener EAE-Induktion ausgenommen.
Die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten erfolgte nach Spearman.

ts = 0,04; 95%-CI: -0,59 — 0,64; p = 0,9155; n =11.

Eine Korrelation zwischen T-Zellzahl und dem kumulativen Score konnte nicht gezeigt
werden. Sowohl mit als auch ohne Einschluss der Tiere, die nach dem Kriterium der
LFB/PAS-Firbung eine EAE entwickelten, ergab sich zwar entgegen der Erwartung ein
negativer Korrelationskoeffizient, dieser war statistisch in beiden Fillen nicht signifikant
und durch wenige Extremwerte beeinflusst. In Abbildung 3.19 sind die T-Zell-Infiltration
und die kumulativen EAE-Scores in einem Streudiagramm in beiden oben genannten

Varianten aufgetragen.
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Abbildung 3.19: T-Zell-Infiltration und kumulative Scores im anti-IL-3-Versuch
Die Streudiagramme zeigen den 21-tdgigen Versuch. Dargestellt sind T-Zellen pro
Quadratmillimeter Querschnittsfliche und die kumulativen EAE-Scores sowie die
Regressionsgraden mit 95 %-Konfidenzbidndern.
Die Ermittlung der Korrelationskoeffizienten erfolgte nach Spearman.
a) Alle Priparate berticksichtigt.
rs = -0,11; 95%-CI: -0,48 — 0,30; p = 0,5989; n =27.
b) Tiere ohne histologischen Nachweis einer EAE ausgenommen.
ts = -0,29; 95%-CI: -0,76 — 0,40; p = 0,3863; n =11.
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4 Diskussion

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis ist eine meist durch Myelinbestandteile
kinstlich induzierte demyelinisierende Erkrankung des ZNS, die mit einer durch T-
Helferzellen vermittelten, ausgeprigten T-Zell- und Monozyteninfiltration einhergeht
(Robinson et al. 2014). Trotz zahlreicher Unterschiede zwischen der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis und der multiplen Sklerose gelten die vielen heute
verwendeten Subtypen der EAE noch immer als duflerst nttzliches Modell zur

Untersuchung einzelner Aspekte der MS (Procaccini et al. 2015).

Das urspriinglich als Kolonie-stimulierender Faktor eingeordnete Interleukin-3 wurde bald
als pluripotentes immunregulatorisches Zytokin bewertet und gilt heute als wichtiger
Mediator physiologischer, aber auch pathologischer Prozesse im ZNS (Frendl 1992, Sugita
et al. 1999). Wie das strukturell und funktionell eng verwandte GM-CSF und IL-5 gehort es
zu einer 4-a-Helices-Zytokingruppe (Feng et al. 1996). Die Rezeptoren der drei Botenstoffe
teilen sich die gemeinsame Rezeptoruntereinheit 3¢ und werden daher als GM-
CSFE/IL-3/1L-5-Rezeptorfamilie zusammengefasst (Goodall et al. 1993). Fiur GM-CSF wird
heute eine wichtige Rolle in der Induktion der EAE angenommen und eine Beteiligung an
der Pathogenese der multiplen Sklerose vermutet (McQualter et al. 2001, Ponomarev et al.
2000, El-Behi et al. 2011, Rasouli et al. 2015). Im Gegensatz dazu ist wenig tber die

Bedeutung von Interleukin-3 fiir neuroinflaimmatorische Erkrankungen bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von rekombinantem murinen Interleukin-3
sowie anti-IL-3-Antikérpern auf die Lisionslast einer durch MOG;; ss-induzierten EAE in
C57BL/6 (H-2")-Miusen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass intraperitoneal
verabreichtes IL-3 die EAE deutlich verstirken kann. Die Therapie mit anti-IL-3-
Antikoérpern scheint zwar klinisch den Verlauf zu verbessern, histologisch war jedoch kein
wesentlicher Erfolg nachweisbar. Somit erlauben die experimentellen Ergebnisse keine

klaren Schliisse Giber die Effektivitit einer Therapie mit anti-IL-3-Antikérpern.

4.1 Wandel im Verstindnis der experimentellen autoimmunen

Enzephalomyelitis

Lange galten CD4"-T};1-Zellen als hauptverantwortlich fiir die Entstehung der EAE. Dies
wurde u.a. mit dem hohen Anteil von T-Helferzellen, vor allem vom T, 1-Typ, in EAE-
Lisionen sowie der Moglichkeit, durch adoptiven Transfer autoreaktiver, Interferon-y-
produzierender T};1-Zellen eine EAE zu induzieren, begriindet (Sriram et al. 1982, Merrill
et al. 1992, Segal und Shevach 1996). Zudem fiithrte in Miusen eine Defizienz des fir die
T, 1-Zellentwicklung wichtigen Transkriptionsfaktors T-bet zu einer Resistenz gegentiber
der EAE-Induktion (Bettelli et al. 2004). Antiinflammtorische, protektive Effekte wurden
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vor allem den T} 2-Zellen zugesprochen (van der Veen und Stohlman 1993, Falcone und
Bloom 1997, Cua et al. 1995).

Uberraschenderweise zeigten Gendeletionsstudien eine Unabhingigkeit der EAE-
Induktion sowohl von dem T},1-Zellen-induzierenden Zytokin I1.-12 als auch von den von
T, 1-Zellen produzierten Botenstoffen, wie IFN-y. Stattdessen schien im ZNS das neu
entdeckte Interleukin-23 maf3geblich fir die T-Zell-Pathogenitit verantwortlich (Becher et
al. 2003). Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Interleukin die Entwicklung von T-
Helferzellen zu duflerst enzephalitogenen T},17-Zellen férdern kann (Langrish et al. 2005).
Diese T}17-Zellen koexprimieren neben dem stark proinflaimmatorischen IL-17 u.a. das
synergistisch wirkende IL-22 und sind vermutlich in zahlreiche Autoimmunerkrankungen
involviert (Aggarwal et al. 2003, Liang et al. 2006). Sowohl T,1- als auch T};17-Zellen sind
in den entztindlichen MS- und EAE-Lisionen zu finden. Die T(17-Lymphozyten kénnen
durch Verletzung der Blut-Hirn-Schranke die Rekrutierung anderer CD4"-Lymphozyten
erleichtern und zudem direkt Neurone abtéten (Kebir et al. 2007). Wihrend IL-6 und
TGE-3 (transforming growth factor-beta) fir die Differenzierung der T-Zellen zu T} 17-Zellen
verantwortlich gemacht werden, entfalten diese vermutlich erst unter Einfluss von IL-23
ihre Pathogenitit (McGeachy et al. 2007). Die Zellen zeigen eine hohe Plastizitit und
konnen so womdglich auch einen echer regulatorischen, remodulierenden Phinotyp
annehmen (Sie et al. 2014). Obwohl zahlreiche Hinweise auf ein breites Spektrum
neurotoxischer und proinflammatorischer Wirkungen von IL-17 bestehen, wurde in
mehreren Studien belegt, dass das Zytokin fiir die Ausbildung einer EAE verzichtbar ist
(Sie et al. 2014).

Die proinflammatorische Wirkung der T,;17-Zellen scheint also durch andere Faktoren
vermittelt. Bereits vor Entdeckung dieser neuen Zelllinie war bekannt, dass GM-CSF
unverzichtbar fiir die EAE-Induktion ist (McQualter et al. 2001). Wenngleich dieses
Zytokin von vielen Zellen produziert wird, scheint nur die GM-CSF-Produktion
autoreaktiver T-Zellen fiir die mikrogliale Aktivierung und die Ausbildung einer EAE notig
(Ponomarev et al. 2006). GM-CSF wurde eine entscheidende Bedeutung fir die
Enzephalitogenitit sowohl der T 1- als auch der T;17-Zellen zugesprochen. Da jedoch
angenommen wurde, dass die autoreaktiven T,1-Zellen letztendlich aus Ty 17-Zellen
hervorgehen wiirden, wurde die ,,IL-23-T};17-GM-CSF-Achse® hauptverantwortlich fir die
Pathogenese entzindlicher ZNS-Erkrankungen gemacht (El-Behi et al. 2011). Doch so,
wie das T},1-T};2-Paradigma durch die entdeckten T}17-Zellen tberholt wurde, war zu
erwarten, dass auch die T} 17-Hypothese Modifikationen erfihrt (Steinman 2007). So
wurde inzwischen eine antagonistische Regulation der IL-17- und GM-CSF-Expression
beobachtet und eine neue, vornehmlich GM-CSF-produzierende T-Helferzellpopulation
beschrieben, die sich unter Einfluss von IL-7 entwickelt (Noster et al. 2014, Sheng et al.
2014). Einen Uberblick iiber aktuell diskutierte Helferzell-Subpopulationen gibt Abbildung
4.1.
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Abbildung 4.1: T-Helferzell-Subpopulationen

Vereinfachtes Modell. Eine neue Subpopulation, die THGM-Zellen, wird diskutiert.

Tu17-Zellen zeigen eine hohe Plastizitit und kénnen sowohl gewebsschidigende

als auch protektive Phinotypen annehmen.

*  IL-23 ist vor allem fiir die Entwicklung zu enzephalitogenen Helferzellen von
Bedeutung.

(eigene Grafik in Anlehnung an Herndler-Brandstetter und Flavell 2014 sowie
Abbas et al. 2014)

Innerhalb der GM-CSF/IL-3/IL-5-Familie bestehen komplizierte Wechselwirkungen und
Uberlappende Funktionen. Die Zytokine konnen gegenseitig Bindungen an den Rezeptor
verhindern oder die Rezeptordichte auf Zelloberflichen beeinflussen (Lopez et al. 1992,
Gregory et al. 2003). So kann die IL-3-Rezeptorexpression durch alle Zytokine der Familie
hochreguliert werden (Gregory et al. 2003). Angesichts dieser gegenseitigen Beeinflussung
und der funktionellen Ahnlichkeiten der Zytokine scheint die Bedeutung von Interleukin-3
tir die Entstehung oder Unterhaltung entziindlicher Erkrankungen des ZNS, insbesondere
der MS und des Tiermodells EAE, von groflem Interesse. Bezeichnenderweise konnte von
Sheng et al. erst kirzlich gezeigt werden, dass die neu entdeckten T\;GM-Zellen im hohen
Maf3e auch Interleukin-3 exprimieren, sodass tatsichlich eine Beteiligung des Zytokins an

neuroinflammatorischen Prozessen zu vermuten ist (Sheng et al. 2014).

4.2 Die Bedeutung von Interleukin-3 im ZNS

Innerhalb des ZNS besteht, z. B. von Astrozyten und Mikroglia, die Kapazitit Interleukin-3
zu bilden (Gebicke-Haerter et al. 1994, Sugita et al. 1999). Dabei hat IL-3 wie GM-CSF
eine stark aktivierende und mitogene Wirkung auf mononukleire Phagozyten im Gehirn
und kann so als Mediator inflaimmatorischer Reaktionen fungieren (Giulian und Ingeman
1988, Frei et al. 1986, Htain et al. 1998). Andererseits sind auch wachstumstérdernde
Effekte auf zentrale cholinerge Neurone beschrieben (Kamegai et al. 1990). Neben den

genannten Zytokinen konnen jedoch zahlreiche weitere sowohl pro- als auch
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antiinflammatorische und sogar himatopoetische Zytokine im ZNS gebildet werden.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass das zentrale Nervensystem vermutlich dhnlich
dem peripheren Immunsystem mit einem fein abgestimmten Zytokinnetzwerk ausgestattet
ist, das addquate Abwehrantworten innerhalb dieses Systems erlaubt. Andererseits kénnen
unter bestimmten pathologischen Umstidnden lokal oder zeitlich begrenzte Dysregulationen

auftreten, die schlieBlich zu neurologischen Stérungen beitragen (Campbell 1998).

Anhand verschiedener Modelle mit transgenen Miusen konnte eine dysregulierte IL-3-
Expression im ZNS erzeugt werden. Diese Tiere entwickelten ausgeprigte neurologische
Stérungen, einhergehend mit schweren histopathologischen Verinderungen. Chiang et al.
zeigten, dass hohe intrazerebrale IL-3-Spiegel zu einer letalen, frih einsetzenden
Neuroinflammation fiihrten, wihrend niedrigere Spiegel eine eher chronisch progressive
Erkrankung hervorriefen, die histopathologisch einige Ahnlichkeiten mit EAE-Lisionen
und MS-Plaques hatte (Chiang et al. 1996). Vergleichbare Lisionen konnten bei Tieren mit
peripherem I1.-3-Mangel und zentraler Uberexpression gezeigt werden (Sugita et al. 1999).
Dagegen fanden Chavany et al. bei Miusen mit generalisierter 11.-3-Uberexpression vor
allem eine starke autoimmune Reaktion gegen Motoneurone des Rickenmarks (Chavany et
al. 1998). Demnach koénnen erhohte Interleukin-3-Spiegel innerhalb des komplexen
Zyokinnetzwerkes im zentralen Nervensystem sowohl in Abhingigkeit von der Dosis als
auch von den Begleitfaktoren zu verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern

beitragen.

Mit den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen wurde Einfluss auf gleich mehrere
Faktoren genommen: Zum einen wurde bei allen Tieren mit der Induktion der EAE durch
MOG-Peptid und Adjuvans eine heftige immunologische Reaktion im ZNS hervorgerufen,
die sich in Form eciner EAE manifestierte. Zum anderen wurde entweder durch die
intraperitoneale 1L-3-Applikation ab Tag 5 oder Antikérpergabe ab Tag 0 nach
Immunisierung der periphere IL-3-Spiegel manipuliert. Durch dieses Vorgehen sollte
geklirt werden, inwieweit peripher hohe IL-3-Konzentrationen uberhaupt Einfluss auf
zentralnervose, entzindliche Prozesse nehmen konnen. Die IL-3-Blockade diente
erginzend der Untersuchung, ob das Interleukin einen entscheidenden Anteil an der
Lisionsbildung hat oder hierfiir verzichtbar ist. Letztendlich sollten damit Hinweise
gefunden werden, ob die periphere Blockade eine therapeutische Moglichkeit zur

Behandlung neuroinflammatorischer Erkrankungen, insbesondere der MS, darstellt.

4.3 Interleukin-3 kann die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis verstirken
Interleukin-3 kann in Kultur die Enzephalitogenitit MBP-spezifischer, autoreaktiver T-

Zellen aus SJI./] (H-2")-Miusen erhohen (Zhao et al. 1993). In der vorliegenden Arbeit

wurde der Einfluss von II-3 in vivo auf eine MOG,, -induzierte EAE in
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C57BL/6 (H-2")-Miusen untersucht. Dieses EAE-Modell bietet eine gute und etablierte
Moglichkeit, autoimmunologische Prozesse im ZNS zu untersuchen (Mendel et al. 1995,
Rangachari und Kuchroo 2013).

In den hier ausgewerteten Experimenten wurde durch i.p.-IL-3 (ab Tag 5) der Zeitpunkt
des Auftretens erster klinischer Manifestation der EAE nicht beeinflusst. Allerdings waren
die Tiere der Behandlungs- gegeniiber der Kontrollgruppe im Verlauf wesentlich starker

betroffen, wie der signifikant héhere kumulative EAE-Score zeigt.

Nach histologischen Kriterien entwickelten in der IL-3-Gruppe geringfiigic mehr Tiere
eine EAE als in der Kontrollgruppe (93% in der 1L-3-Gruppe gegeniiber 83% in der
Kontrollgruppe). Insgesamt schlug allerdings nur bei zwei Tieren der Kontrollgruppe und
einer mit IL-3 behandelten Maus die EAE-Induktion fehl, sodass sich hieraus kaum
Schliisse beziiglich eines IL-3-Effektes ziehen lassen. Von groB3erer Bedeutung ist jedoch
die in der LFB/PAS-Firbung nachgewiesene hoch-signifikante Zunahme der Lisionslast in
der IL-3-Guppe um ca. 7 Prozentpunkte, was etwa einer Verdoppelung der
durchschnittlich betroffenen Fliche der weilen Substanz entspricht.

Die Lisionslast korrelierte mit dem Kumulativ-Score sowie der Anzahl von CD3"-Zellen
pro Quadratmillimeter im gesamten Riickenmarksquerschnitt. Fiir die CD3"-Zellen konnte
zwar ebenfalls eine tendenzielle Erhéhung in der IL-3-Gruppe nachgewiesen werden, diese
allerdings nicht signifikant (p = 0,1074). Auch eine signifikante Korrelation zwischen
T-Zellzahl und Score bestand nicht. Zu beachten ist hier allerdings, dass jeweils nur der am
stirksten betroffene Querschnitt eines Priparates beziiglich der CD3"-Zellen untersucht
wurde und nicht alle Schnitte gleichermallen ausgewertet wurden. Zudem wurde die
Zellinfiltration des gesamten Querschnitts erfasst, sodass auch ein diffuser, nicht auf
Lisionen beschrinkter Zelleinstrom in das Riickenmark in die Auswertung miteinfloss.
Dieses Verfahren ist somit ungenauer und fehleranfilliger als die Auswertung der
LFB/PAS-Priparate, kann aber dennoch als sekundires Kritetium bei der

Gesamtinterpretation helfen.

Insgesamt deuten die hier erhobenen Ergebnisse auf ein starkes Potenzial von IL-3 hin,
eine EAE sowohl nach klinischen als auch nach histologischen Gesichtspunkten zu
verstirken. Peripher erhohte IL-3-Spiegel vermégen demnach in der Ausnahmesituation
eines starken, autoimmun-neuroinflammatorischen Prozesses eine proinflammatorische
Wirkung zu erzielen. Insbesondere die ausgeprigte Zunahme der Lisionslast kann hier als
starkes Kriterium angefiihrt werden. Die — wenn auch nicht signifikante — Erhohung der T-
Zellanzahl in der IL-3-Gruppe, die positiv mit der Lisionslast korreliert, weist ebenfalls in

diese Richtung.

Der Pathomechanismus, durch den IL-3 diesen Effekt erzielt, kann hiermit allerdings nicht

aufgedeckt werden. Die schon beschriebenen tierexperimentellen Untersuchungen, in
deren Rahmen sich MS- und EAE-dhnliche Lasionen der wei3en Substanz durch eine 11.-3-
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Uberexpression im ZNS nachweisen lieBen, kénnen dafiir vergleichend herangezogen
werden (Chiang et al. 1996, Powell et al. 1999). Dem Interleukin wurde hier u.a. auch ein
permeabilititserhohender Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke zugesprochen, wodurch das
Einwandern weiterer Entziindungszellen, v.a. von Makrophagen und Mastzellen, erleichtert
werden konnte (Powell et al. 1999). Vermutlich besitzt 11.-3 zudem Leukozyten-Endothel-
Adhisions- und Diapedese-fordernde Eigenschaften (Brizzi et al. 1993, Lampinen et al.
2004). So konnte auch in dem hier durchgefiihrten Versuch das i. p.-verabreichte 1L-3 die
Migration von Entziindungszellen in das ZNS erleichtert haben.

Durch seine Wirkung als hochpotenter himatopoetischer Wachstumsfaktor, vor allem im
Rahmen immunologischer Reaktionen, konnte das Zytokin zudem die Zahl der
inflammatorischen Zellen erheblich erhéht haben. Aus einer aktuellen Studie zur
Sepsisforschung geht hervor, dass 11.-3 so als starker Aktivator einer ,,Notfall-Myelopoese®
einen Zytokinsturm indirekt — durch die vermehrte Bildung Zytokin-produzierender Zellen

— auszulosen vermag, wodurch wiederum Entziindungsreaktionen amplifiziert werden
(Weber et al. 2015).

Die Entdeckung der GM-CSF- und IL-3-sezernierenden T-Helferzellen als fiir die EAE-
Induktion wichtige Zellpopulation lisst neben den eher unspezifischen Effekten auf die
Himatopoese eine direkte lokale Wirkung des Interleukins in den Lidsionen vermuten
(Sheng et al. 2014). Hierbei konnte die Fihigkeit Makrophagen bzw. Mikroglia zu
aktivieren und die Antigenprasentationskapazitit zu regulieren von Bedeutung sein (Frendl
1992). Mikroglia ist dann selbst in der Lage, IL.-3 zu exprimieren und damit autokrin das
eigene Wachstum zu fordern. Gebicke-Haerter et al. (1994) interpretierten eine lokale
mikrogliale IL-3-Expression als ein Frithzeichen entziindlicher Prozesse im Gehirn, dem
eine Produktion zahlreicher anderer Zytokine und die Rekrutierung immunkompetenter

Zellen in die Lisionen folgen.

Insgesamt ldsst sich demnach spekulieren, dass Interleukin-3 sowohl durch lokale als auch
periphere Effekte die Bildung weiterer proinflammatorischer Zytokine zu orchestrieren, die
Myelopoese zu steigern und die Rekrutierung weitere Entziindungszellen in die Lisionen
zu erleichtern vermag und damit letztendlich zu einer Aggravation der Neuroinflammation

beitragt. Mogliche 11.-3-Effekte sind in Abbildung 4.2 zusammengefasst.
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Abbildung 4.2: Mogliche IL-3-Effekte auf die EAE
(eigene Grafik)

4.4  Der Einfluss des anti-IL-3-Antikoérpers auf die EAE-Induktion

erfordert weitere Untersuchungen

Weniger eindeutig sind die Ergebnisse der frithen IL-3-Blockade durch anti-IL-3-
Antikoérper bzw. deglykosylierte anti-IL-3-Antikorper. Insgesamt entwickelte weit weniger
als die Hilfte aller Tiere in den Versuchen tiberhaupt eine EAE.

Sowohl in den Behandlungs- als auch in den Kontrollgruppen traten jeweils ab Tag 9 erste
Symptome der EAE auf. Tendenziell schienen die Tiere der Kontrollgruppen etwas frither
zu erkranken, dies aber nicht signifikant. Der kumulative Score der behandelten Tiere war
dann allerdings signifikant erniedrigt gegentiber der Kontrollgruppe, unabhingig davon, ob
den Tieren deglykosylierter oder nicht vorbehandelter anti-IL-3-Antikérper verabreicht

wurde.

In allen drei Versuchen konnte in der histologischen Begutachtung nur eine duflerst geringe
Liasionslast beobachtet werden, diese zudem innerhalb der einzelnen Versuche ohne
relevante Gruppenunterschiede. Die erginzend in dem lingeren anti-IL-3-Versuch
durchgefithrte Auswertung der CD3"-Zellen dokumentierte ebenfalls sehr niedrige, nicht

signifikant divergierende Werte.

Unklar ist, warum sich in diesen Experimenten die EAE so schlecht induzieren lief3, zumal
sich das Immunisierungs-Protokoll nicht von dem unterschied, mit dem eine gut

ausgeprigte EAE im IL-3-Versuch erzielt werden konnte. Eine mogliche Ursache kénnte
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in der parallel zur Immunisierung der Behandlungsgruppe tiglichen i. p.-Verabreichung von
IgG aus Rattenserum in den Kontrollen gesucht werden. Die unspezifischen, gegen keine
bekannten Antigene gerichteten Immunglobuline wurden, in Analogie zum anti-II.-3-
Antikorper, ab dem Tag der Immunisierung bis Versuchsende verabreicht. Angesichts der
auch in den Kontrollgruppen nur geringen EAE-Ausbildung scheint auch denkbar, dass die
eigentlich als Kontrolle gedachten Immunglobuline selbst einen hemmenden Finfluss auf
die EAE-Induktion gehabt haben kénnten. Vergleichend seien hier die EAE-protektiven
Effekte von humanen, intravends verabreichten Immunglobuline (IVIg) aus gepooltem
Plasma gesunder Spender erwihnt, die vermutlich tiber eine Induktion regulatorischer T-
Zellen durch natirliche Killerzellen vermittelt werden (Achiron et al. 1994b, Achiron et al.
1994a, Ephrem et al. 2008, Chong et al. 2013). Obwohl sogar durch intraperitoneale
Applikation von IVIg in C57BL/6]J-Miusen eine EAE verhindert werden kann, spricht
gegen einen derartigen Einfluss auch von Ratten-IgG, dass in dhnlichen Versuchen
durchaus in den mit den Kontroll-Immunglobulinen aus Ratten behandleten Mausen eine
EAE induziert werden konnte (Ephrem et al. 2008, Serada et al. 2008). Ohne eine nicht mit
Immunglobulinen behandelte Referenzgruppe bleibt letztlich ungewiss, inwieweit in den
verschiedenen Versuchen mit anti-IL-3-Antikérpern die Ergebnisse in der Kontrollgruppe
durch IgG beeinflusst wurden. Sollte jedoch tatsichlich ein IgG-Effekt vorliegen, wiirde
ein Vergleich der mit anti-IL-3-Antikérpern behandelten Versuchstiere mit der
Kontrollgruppe keine Schlussfolgerung tber die Effektivitit der anti-IL-3-Therapie

erlauben, sondern lediglich zwei Therapiealternativen gegentiberstellen.

Sollten die Ergebnisse des Experimentes allerdings nicht durch das in der Kontrollgruppe
verabreichte IgG beeinflusst sein, wire der Grund fir die miBige EAE-Induktion weiter
unklar. Folglich misste dann ein unbeabsichtigtes Abweichen vom Induktionsprotokoll
diskutiert werden. Hiergegen spricht jedoch, dass alle drei Versuche eine nur schwach
ausgeprigte EAE zeigen. Werden die Ergebnisse dennoch unter dieser Annahme
analysiert, ist der oben beschriebene fehlende signifikante Unterschied zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe nicht tiberraschend: Eine derart schwach ausgeprigte EAE hitte auch
einen sehr kleinen Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe zur Folge, der
zudem statistisch mit einer ethisch vertretbaren Anzahl an Versuchstieren nur dullerst

schwer nachzuweisen wire.

Abseits dieses statistischen Effektes hdtten selbstverstindlich auch andere Faktoren zu
dhnlichen Lisionslasten oder T-Zellzahlen in beiden Versuchsgruppen fithren kénnen. Die
wohl einfachste Erklirung wire, dass eine periphere IL-3-Blockade keinen positiven
Einfluss auf zentralnervése inflammatorische Prozesse hitte. Sugita et al. zeigten 1999
sogar mithilfe transgener Miuse, dass eine periphere IL-3-Depletion durch unbekannte
Mechanismen zu einer zentralnervésen Uberexpression des Zytokins und schweren
neurologischen Defiziten fiihren kann. Dabei beobachtete die Arbeitsgruppe plaqueartige
Lisionen und Demyelinisierung vor allem in Kleinhirn, Hirnstamm und Ruckenmark.

Auch wenn in der vorliegenden Arbeit eine zentrale 11-3-Uberexpression angesichts der



64

wenigen Lisionen unwahrscheinlich erscheint, da in der Behandlungsgruppe dann gréBere
ZNS-Schidigungen zu erwarten wiren, verdeutlichen die Ergebnisse von Sugita et al. doch
eindriicklich die Komplexitit des Zytokinnetzwerkes und demonstrieren, welche
unerwarteten Folgen ein Eingriff in dasselbe durch eine periphere IL-3-Depletion
hervorrufen kann. Daher widerlegt aber auch ein Ausbleiben eines therapeutischen
Effektes durch die periphere anti-IL-3-Applikation nicht zwangsliufig eine Beteiligung von

IL-3 in der Pathogenese der EAE oder anderer neuroinflammatorischer Erkrankungen.

Ein weiterer moglicher Grund fur die Ineffektivitit einer IL-3-Blockade konnte in den
komplizierten Wechselwirkungen der Rezeptoren der GM-CSF/IL-3/IL-5-Familie liegen.
Fir Zellen, wie Monozyten und eosinophile und basophile Granulozyten, die Rezeptoren
fiir mehr als eins der Zytokine besitzen, wurde eine Konkurrenz an der gemeinsamen Bc-
Rezeptoruntereinheit beobachtet. So kann z.B. an Eosinophilen die Bindung von IL-3
durch GM-CSF verhindert werden. Eine solche kompetitive Bindung kann vermutlich eine
exzessive Stimulation durch die drei in ihrer Funktion dhnlichen Zytokine mit potenziell
schidlicher Wirkung fiir den Organismus limitieren (Lopez et al. 1992). Hierzu passend ist
auch die Beobachtung, dass sich die adhidsionsférdernde Wirkung von IL-3 und GM-CSF
auf Monozyten bei gleichzeitiger Verabreichung beider gegeniiber einer Monotherapie mit
einem der Zytokine nicht wesentlich verstirkt (Elliott et al. 1990). Umgekehrt konnte an
einem Tiermodell der zerebralen Malaria gezeigt werden, dass durch Antikorper gegen nur
einen der extrazelluliren Botenstoffe keine entziindungshemmende Wirkung erzielt werden
konnte, wohingegen eine duale Therapie deutlich protektiv wirkte (Grau et al. 1989).
Folglich kénnte auch im Falle der EAE eine auf I1.-3 und GM-CSF gleichzeitig abzielende
Therapie deutlich effektiver sein.

Neben einer kompetitiven Hemmung am Rezeptor scheinen die Zytokine aber ihre
Wirkung auch durch eine Modulation der Rezeptorexpression gegenseitig beeinflussen zu
konnen. Eine solche wurde von Walker et al. schon 1985 vermutet, nachdem eine
verminderte GM-CSF-Bindung an Knochenmarkszellen nach Kultivierung in IL-3
beobachtet worden war (Walker et al. 1985). Heute ist bekannt, dass die Expression der o-
Rezeptoruntereinheiten zum Teil auch durch die jeweils nicht spezifischen Zytokine der
GM-CSF/IL-3/1L-5-Familie moduliert werden kann. Diese Erkenntnisse beziehen sich
allerdings im Wesentlichen auf humane eosinophile Granulozyten, an denen exemplarisch
gezelgt werden konnte, dass alle drei Zytokine die hIL-3Ra-Expression hochregulieren
koénnen, wohingegen der GM-CSF-Rezeptor nicht durch IL-3 oder IL-5 reguliert werden
konnte (Gregory et al. 2003, Yoshimura-Uchiyama et al. 2003). Anhand des IL-5-Rezeptors
konnte aber gezeigt werden, dass ein solcher Zusammenhang nicht statisch sein muss: Die
Expression dieses Rezeptors auf humanen Eosinophilen reagiert beispielsweise in
Abhingigkeit vom Reifestadium der Zelle auf einen IL-5-Stimulus sehr unterschiedlich
(Gregory et al. 2003). Das Mausmodell wird weiter durch die zusitzliche, IL-3-spezifische
murine @3, ;-Rezeptoruntereinheit verkompliziert (Carr et al. 2014). Wie also IL-3 und GM-

CSF  gegenseitig ihre Rezeptorexpression auf verschiedenen Zellpopulationen und
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Reifestadien beeinflussen, bleibt schwer abzuschitzen. Sollte allerdings GM-CSF seine
Wirtkung in Gegenwart von IL-3 nicht voll entfalten konnen, koénnte eine IL-3-
Inaktivierung durch einen Antikérper tatsichlich sogar den GM-CSF-Effekt steigern und

verstiarkt im Sinne einer EAE-Induktion wirken.

Folglich lassen die Ergebnisse der II.-3-Blockadeversuche insgesamt viel Interpretations-
spielraum. Ursichlich fiir die wenig ausgepragte EAE in allen drei Versuchen kénnten zum
einen Schwierigkeiten bei der Induktion der Erkrankung sein. Der Nachweis eines
Therapieeffektes, sofern tatsichlich vorhanden, wire dann nur schwer zu erbringen. Zum
anderen konnte sowohl durch die spezifische Antikérperblockade als auch durch das
unspezifische IgG die Lisionslast reduziert worden sein. Letzteres ldsst sich mangels einer
adiquaten Kontrolle aber nicht belegen. Zieht man jedoch zum Vergleich die
Kontrollgruppe des IL-3-Versuchs heran, fillt eine wesentlich héhere Lisionslast der
ginzlich Untherapierten auf. Trotz desselben Induktionsprotokolls kénnen allerdings
zwischen zwei Versuchen, beispielsweise durch geringe Abweichungen in den
Haltungsbedingungen der Tiere oder eine gering differierende Versuchslinge, diskrepante
EAE-Ausprigungen entstehen, sodass ein solcher Vergleich nicht sicher ist und allenfalls

als schwaches Indiz gelten kann.

4.5 Schlussfolgerung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche dokumentieren einen
ausgepragt proinflaimmatorischen Effekt durch eine i.p.-Applikation von Interleukin-3.
Das peripher verabreichte Zytokin fithrt zur klinischen Verschlechterung und erhéht
signifikant die Lidsionslast nach Induktion einer experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis. Mit den hier verwendeten Methoden lisst sich jedoch kein spezifischer
Wirkmechanismus belegen. Die heute vorliegenden Erkenntnisse zu IL-3 lassen jedoch
vermuten, dass das Zytokin als Bindeglied zwischen Entziindungsreaktionen und
Himatopoese fungiert und so zum einen durch eine drastische Erhéhung der Anzahl von
Immunzellen, zum anderen durch Erleichterung der Migration dieser Zellen ins ZNS, die

Enzephalomyelitis verstirkt.

Trotz des fehlenden Nachweises eines protektiven Effektes einer anti-IL-3-Therapie in
allen drei Versuchen, unabhingig vom Glykosylierungsstatus des Antikérpers, kann keine
endgtltice Beurteilung des Behandlungsnutzens erfolgen. Ursichlich hierfir ist die
methodische Schwiche im Versuchsaufbau, der keine ginzlich unbehandelte
Kontrollgruppe vorsah. Somit scheint moglich, dass die IgG-Kontrollgruppe durch die
Immunglobuline eine deutliche Reduktion der Lisionslast erfuhr und damit ein
Therapieerfolg durch die IL-3-Blockade maskiert wird. Fur i. p.-verabreichtes, gepooltes
humanes IgG wurden in EAE-Versuchen protektive Effekte beschrieben. Analog wird
beim Menschen die intravendse Immunglobulintherapie im Rahmen der MS seit

Jahrzehnten erforscht und diskutiert, bislang ist diese Therapie jedoch nicht zugelassen
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(Bayry et al. 2015, Berger et al. 2014, Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen
Gesellschaft fur Neurologie 2012). Als weitere Moglichkeit fir die geringen Lasionslasten
in den anti-IL-3-AntikOrperversuchen muss aber vor allem auch eine unzureichende
Induktion gehandelt werden. Zur Klirung kénnen hier nur Wiederholungsversuche mit

tatsachlich nicht therapierten Kontrollen beitragen.

4.6  Ausblick

Interleukin-3 ist als potenter Stimulator der Himatopoese im Kontext immunologischer
Reaktionen in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der Forschung geraten. Erst
kurzlich konnte eine entscheidende Rolle als indirekter Ausloser einer unkontrollierten,
auflerst gefihrlichen systemischen Wirtsreaktion im Rahmen der Sepsisforschung
nachgewiesen werden (Weber et al. 2015). Der Einfluss des Zytokins auf
neuroinflaimmatorische Erkrankungen, insbesondere auf die multiple Sklerose, ist bislang
wenig erforscht. Allerdings wird diesbeziiglich heute dem eng verwandten GM-CSF eine
wachsende Bedeutung zugeschrieben, sodass eine Beteiligung von IL-3 in der Pathogenese
der EAE ebenfalls méglich erscheint.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-3 eine EAE verschlechtern kann, allerdings
konnte nicht geklirt werden, ob IL-3 fiir die Ausbildung der EAE unabdingbar ist. In der
Folge bleibt zu untersuchen, ob die periphere Blockade des Interleukins alleine oder auch
in Verbindung mit der Blockade anderer Zytokine wie GM-CSF tatsichlich die Ausbildung
der Enzephalomyelitis verhindern bzw. ihr Ausmal3 signifikant reduzieren kann.
Tatsichlich haben die aufsehenerregenden Arbeiten, die GM-CSF eine Schliisselrolle fur
die Entstechung der EAE zusprachen und eine solche fiur die MS prognostizierten,
inzwischen zu klinischen Versuchen mit einer GM-CSF-Antikorpertherapie gefiihrt.
Bislang liegen hier aber nur FErgebnisse zur Medikamentensicherheit vor, eine
abschlieBende Beurteilung der Effektivitit einer solchen Therapie ist noch nicht erfolgt
(Constantinescu et al. 2015). Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen innerhalb der
GM-CSF/IL-3/1L-5-Rezeptorfamilie erscheint auch eine Blockade aller drei Zytokine eine
erwigenswerte therapeutische Option. Ein moglicher Ansatzpunkt wire hierfur die von
den drei Zytokinen gemeinsam genutzte [c-Rezeptoruntereinheit, wie es fir die
Behandlung anderer entztindlicher Erkrankungen kiirzlich vorgeschlagen wurde (Panousis
et al. 2015). Im Mausmodell wire hier allerdings die Besonderheit des murinen IL-3-
Rezeptors zu beachten, der IL-3 auch ohne mIL-3RBc mithilfe der B ;-
Rezeptoruntereinheit bindet. Zudem bleibt abzuwarten, welche unerwiinschten Wirkungen
durch eine solche Ausschaltung des Signalweges gleich aller drei Zytokine hervorgerufen

werden konnen.

Erst wenn sich in weiteren tierexperimentellen Untersuchungen ein positiver Einfluss einer
IL-3-Antikérpertherapie oder der oben beschriebenen Rezeptorblockade sicher nachweisen

lisst und keine schweren Nebenwirkungen zu beobachten sind, koénnen neue



67

therapeutische Konzepte fiir neuroinflammatorische Erkrankungen des Menschen,

insbesondere der multiplen Sklerose, erarbeitet werden.
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5 Zusammenfassung

Die multiple Sklerose ist eine entziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems,
deren Ursache trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung weiterhin im Unklaren bleibt.
Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, eine im Labortier induzierte
neuroinflaimmatorische Erkrankung, hat viel zum Verstindnis der sich im Rahmen von
zentralnervésen  Entziindungen abspielenden Prozesse beigetragen. Trotz einiger
offensichtlichen Unterschiede zur MS wird die EAE daher heute weiterhin als Tiermodell

zur Erforschung einzelner Teilaspekte der Erkrankung herangezogen.

Als fiir die Ausbildung einer EAE wichtige Zellgruppe wurden lange CD4'-T1-
Lymphozyten gehandelt. Dieses Modell wurde durch eine neu entdeckte T,17-Helferzell-
Subpopulation erweitert, der fortan im Rahmen der EAE enzephalitogene Eigenschaften
zugesprochen wurden. Das von diesen Zellen sezernierte IL.-17 scheint hingegen fiir eine
EAE-Induktion entbehrlich. Zunehmende Aufmerksamkeit wurde jedoch dem GM-CSF
gewidmet, da gezeigt werden konnte, dass dieses Zytokin essentiell fiir die Ausbildung einer
EAE ist. Diskutiert wird, ob eine eigenstindige GM-CSF-produzierende T-Helferzell-
Subpopulation besteht, die sowohl fiir EAE als auch MS von pathogenetischer Bedeutung
ist. Die enzephalitogenen Zellen sezernieren zudem Interleukin-3. Zwischen GM-CSF und
IL-3, die beide einer gemeinsamen Zytokinfamilie zugerechnet werden, besteht eine enge
Verwandtschaft. Gemeinsam mit IL-5 teilen sich die Wachstumsfaktoren die Bc-
Untereinheit ihrer Rezeptoren und sind tber verschiedene Mechanismen in der Lage, sich

gegenseitig zu beeinflussen.

Durch seine Fihigkeit, Zellwachstum in immunologischen Ausnahmesituationen erheblich
zu steigern, nimmt Interleukin-3 eine Art Schnittstellenfunktion zwischen Himatopoese
und Inflammation ein. Gleichzeitig besitzt das Interleukin zahlreiche direkte Wirkungen
auflerhalb seines Kolonie-stimulierenden FEinflusses und vermag so beispielsweise die
Zellmigration ins ZNS zu erleichtern. Dies vorweggenommen, scheint eine Beteiligung an
neuroinflammatorischen Prozessen plausibel, die bisherige Forschung diesbeziiglich
beschrinkt sich allerdings auf wenige Arbeiten, die bis jetzt keine abschlieBende Bewertung

erlauben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Interleukin-3 auf die Lisionslast der
EAE zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde in C57BL/6 (H-2b)-Miusen durch MOG-
Peptid 35-55 eine EAE induziert. In einem ersten Versuch wurde den Tieren nach finf
Tagen IL-3 ip. appliziert. In insgesamt drei weiteren Versuchen erfolgte parallel zur
Immunisierung eine anti-IL-3-Antikérperbehandlung, wihrend eine Kontrollgruppe IgG
erhielt. Der klinische Verlauf wurde mittels einer fiinfstufigen EAE-Skala erfasst. Nach

Totung der Tiere erfolgte die histologische Aufarbeitung der Priparate. Anhand der
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LFB/PAS-Firbung konnten die Lisionen gut detektiert und vermessen werden. Mittels der
immunhistochemischen CD3-Firbung wurde die T-Zellzahl pro Quadratmillimeter im

gesamten Riickenmarksquerschnitt als Zweitkriterium erfasst.

Die anschlieBende Auswertung der Ergebnisse zeigte eine deutliche Zunahme der
Lisionsfliche unter dem Einfluss der Behandlung mit I1.-3 sowie eine, wenn auch nicht
signifikante, Zunahme der T-Zell-Infiltration. Auch klinisch waren die Tiere unter 1L-3-

Einfluss starker betroffen.

Insgesamt entwickelten nur verhiltnismaBig wenige Tiere eine EAE. Bei diesen waren dann
die Lisionslasten niedrig und die T-Zell-Infiltration nicht ausgeprigt. Dies betraf sowohl
die Therapie- als auch die Kontrollgruppe. Ursichlich fur die auch in der Kontrollgruppe
niedrigen Lasionslasten konnte das diesen Tieren parallel zur Immunisierung verabreichte
IgG sein. In diesem Fall wire allerdings auch von einem therapeutischen Effekt der anti-
IL-3-Behandlung auszugehen, der sich allerdings dann nicht signifikant von dem durch die
Immunglobulinapplikation erreichten unterscheiden wiirde. Alternativ. muss eine
mangelhafte EAE-Induktion in den anti-IL-3-Versuchen, beispielsweise durch
versehentliches Abweichen vom Immunisierungsprotokoll, als Ursache erwogen werden.
Eine Klirung dieser Frage kann letztlich nur durch Wiederholungsversuche mit einer

ginzlich unbehandelten Kontrollgruppe erfolgen.

Insgesamt erlauben die Ergebnisse dieser Arbeit also den Schluss, dass Interleukin-3 eine
entziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems deutlich zu verstirken vermag und
somit sehr wohl eine pathogenetische Bedeutung fiir EAE und letztlich auch MS haben
konnte. Allerdings konnte nicht geklirt werden, ob 1L.-3 essentiell fur die Ausbildung einer
EAE ist und somit einen sinnvollen therapeutischen Ansatzpunkt zur Behandlung
neuroinflaimmatorischer Erkrankungen wie der MS bietet. In der Folge wiren weitere
Studien zur therapeutischen Blockade des Interleukins, ggf. auch in Kombination mit einer
GM-CSF-Blockade, im Tiermodell sinnvoll. Sollten sich hier positive Ergebnisse zeigen,

wiren Studien zu einer solchen Antikorpertherapie auch bei MS-Patienten zu erwigen.
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