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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine unheilbare demyelinisierende Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS). Atiologie und Pathogenese sind noch nicht vollstindig geklirt.
Es wird jedoch angenommen, dass die Krankheit durch Autoimmunprozesse verursacht wird,
die eine Immunantwort gegen Komponenten des ZNS richten (Noseworthy 1999; Keegan und
Noseworthy 2002). Um ein besseres Verstindnis der komplexen Vorginge im Kérper von MS
Patienten zu erlangen und so die Entwicklung von Therapien voranzutreiben, werden in der
Forschung hiufig Studien an Tiermodellen durchgefiihrt, so auch in der hier vorliegenden

Arbeit.

1.1 Multiple Sklerose

Bei der MS handelt es sich um eine unheilbare chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung
des ZNS. Auch als Encephalomyelitis disseminata bezeichnet, gilt sie als die haufigste neurologische
Erkrankung bei jungen Erwachsenen in Industrielindern und verursacht nach Angaben der
Gesundheitssysteme europaweit jahrliche Kosten von bis zu 15 Milliarden Euro. Ihr zu Grunde
liegen autoimmune Krankheitsprozesse, die haufig im frithen Erwachsenenalter entstehen. Die
Ursachen sind bisher noch nicht vollstindig geklirt, jedoch lassen Studien eine Abhingigkeit
von diversen Umweltfaktoren sowie der Ethnie vermuten (Gustavsson et al. 2011). Die MS
zeigt bei Betroffenen schwere neurologische Behinderungen und Ausfille (Lassmann et al.
2001), die sich teilweise vollstindig zurlickbilden oder persistieren konnen. Aktuelle
Therapieansitze und -strategien beruhen auf Symptomkontrolle und Schubpravention. Eine

kausale Therapie ist derzeit noch nicht bekannt.

1.2 Epidemiologie

Die MS ist die haufigste entziindliche Autoimmunerkrankung des ZNS und betrifft etwa 2,8
Millionen Menschen weltweit (Multiple Sclerosis International Federation 2020). Mit einer
Geschlechterverteilung der Krankheit in einem Verhaltnis von 2,3:1 zwischen Frauen und
Minnern sind annahrend zwei Drittel Frauen betroffen (Alonso und Hernan 2008).
Epidemiologischen Studien zufolge zeigt die MS nicht nur in Bezug auf Inzidenz und Privalenz
eine ausgepragte Variabilitit, sondern auch deutliche Diskrepanzen hinsichtlich geographischer
und ethnischer Verteilung. So ist bei der Krankheitsprivalenz vom Aquator ausgehend ein

Gefille zuerkennen. Es zeigt sich ein Nord-Stud-Gefille auf der Nordhalbkugel und ein
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Std-Nord-Gefille auf der Siidhalbkugel (Hogancamp et al. 1997). Wihrend die niedrigste
Pravalenz in Asien, Afrika und dem Mittleren Osten beobachtet wird, ist sie in West-Europa,
Nordamerika, Australien und Neuseeland am hoéchsten (Poser 1994; Koch-Henriksen und
Serensen 2010). Aktuell sind in Europa schitzungsweise mehr als eine Millionen Menschen von
einer MS betroffen, das hei3t die Zahl der MS Erkrankten ist seit 2017 um mehr als 35%
gestiegen. Davon betroffen sind alleine in Deutschland schitzungsweise 252.000 Menschen, die
ihre Diagnose im Schnitt zwischen dem 20. und 40. Lebensalter erhalten (Deutsche Multiple
Sklerose Gesellschaft Bundesverband e.V. 2022). Dabei ist die Zahl der neuen MS-Diagnosen
pro Jahr im Westen mit 19 zu 15 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner etwa ein Viertel
hoher als im Osten (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bundesverband e.V. 2020). Die
Wahrscheinlichkeit an einer MS zu erkranken, scheint auch von der Ethnie abhingig zu sein. So
konnten Studien zeigen, dass Kaukasier circa zehn Mal hiufiger erkranken als Nicht—Kaukasier,
ebenso zeigen Skandinavier eine besonders hohe Anfilligkeit, an MS zu erkranken (Page et al.
1993). In den Vereinigten Staaten wurde lange angenommen, dass Afroamerikaner ein
geringeres Risiko hitten, an einer MS zu erkranken als Europier. Eine Studie in Kalifornien
ergab jedoch, dass Afroamerikaner die hochste MS-Inzidenz aller amerikanischen Rassen
zeigen, im Gegensatz zu Asiaten und Hispanics mit den niedrigsten Raten (Langer-Gould et al.
2013). Interessanterweise gibt es auch Studien, die zeigen, dass erwachsene Migranten, die aus
Lindern mit niedriger Privalenz in Lander mit hoher Privalenz ziehen, weiterhin einem
geringen Risiko ausgesetzt sind. Dagegen nehmen Menschen, die zum Zeitpunkt der
Einwanderung jinger sind als 15 Jahre alt, die Erkrankungswahrscheinlichkeit ihres neuen

Aufenthaltsortes an (Marrie 2004).

1.3 Atiologie

Das erste Mal beschrieben wurde die MS 1868 von Jean-Martin Charcot. Seither werden
Atiologie und Pathophysiologie eingehend untersucht, um mégliche Therapien zu entwickeln
(Da Mota Gomes et al. 2013). Trotzdem sind die genauen Ursachen der Erkrankung bis zum
heutigen Tag noch nicht vollstindig geklirt. Beschrieben wird sie als eine multifaktorielle
Autoimmunerkrankung, bei der einige der folgenden Faktoren eine Rolle spielen und zu einer

Fehlreaktion des Immunsystems fiihren.
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1.3.1 Genetische Pridisposition

Die erhohte Inzidenz der MS in Familien weist auf eine genetische Veranlagung hin. Verwandte
ersten Grades von MS Erkrankten haben ein Risiko von 3-5% die Krankheit zu entwickeln, und
somit ein 30- 50-fach hoheres Erkrankungsrisiko, vergleichsweise zu einem Risiko von 0,1% in
der Normalbevélkerung (Sadovnick und Baird 1988). Verschiedene Zwillingsstudien zeigten,
dass eineiige Zwillinge von MS Patienten mit einer Wahrscheinlichkeit von 21-40% ebenfalls an
MS erkranken, wihrend dieser Wert bei zweieiigen Zwillingen bei nur 0-4,7% liegt. Genen des
humanen Leukozytenantigen-Systems (Link et al. 2012) und Proteinen der MHC-Familie wird
ein grofler Einfluss auf die MS-Anfilligkeit zugeschrieben. Dartiber hinaus wurden tber 100

weitere Gene identifiziert, die das MS-Risiko beeinflussen kénnen (Beecham et al. 2013).

1.3.2 Geographische Verteilung

Wie eingangs erwihnt, zeigen epidemiologische Studien, dass die Wahrscheinlichkeit an einer
MS zu erkranken mit zunehmender Entfernung vom Aquator steigt. Hier wird ein
Zusammenhang mit der Sonneneinstrahlung und der davon abhingigen Menge an UVB-
Strahlung vermutet. Linder mit hoher Sonneneinstrahlung, wie Afrika und Asien, zeigen im
Vergleich zu weiter nordlich und sudlich gelegenen Gebieten ein geringeres MS-Risiko
(Makhani et al. 2014; Sun et al. 2017; Rojas et al. 2018). Die UVB-Strahlung ist fur die
korpereigene Synthese von Vitamin D in der Haut essentiell, wodurch Menschen, die naher am
Aquator leben, héhere Vitamin D-Spiegel aufweisen (Solomon und Whitham 2010). In den
meisten Zellen des menschlichen Korpers wird der Vitamin D-Rezeptor (VDR) exprimiert.
Dessen Aktivierung hat einen protektiven Effekt in Bezug auf Autoimmunerkrankungen
(Pandit et al. 2013; Pierrot-Deseilligny et al. 2013; Alharbi et al. 2015; Christakos et al. 2016).
Einige weitere Studien haben gezeigt, dass die Erginzung einer normalen Erndhrung mit mehr
als > 400 1U/d Vitamin D die Wahrscheinlichkeit, an einer MS zu erkranken, um 40% senkt
(Munger et al. 2004). Der aktuelle Forschungsstand ist noch nicht hinreichend geklirt, um eine
definitive Behandlung im Sinne einer Primirprivention zu empfehlen. Dennoch wird MS
Patienten empfohlen, einen nachgewiesenen Vitamin D-Mangel auszugleichen (Solomon und

Whitham 2010).
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1.3.3 Geschlecht

Ahnlich wie bei andere Autoimmunerkrankungen zeigt die MS bei Frauen ein deutlich hoheres
Vorkommen als bei Minnern (Whitacre 2001). Als Ursache dafiir das Frauen ein 2-3-mal
hoheres Risiko haben als Minner (Alonso und Hernan 2008) an einer MS zu erkranken, wird
der unterschiedliche Hormonhaushalt, geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Genexpression und die Erndhrung diskutiert (Do6rr et al. 2013; Compston und Coles 2008). So
beeinflusst beispielsweise das weibliche Ostrogen das Immunsystem, indem es eine Thl-
dominante Immunantwort auf immunogene Stimuli hervorruft (Whitacre 2001). Bei einer
Schwangerschaft, insbesondere im dritten Trimenon, treten Schiibe in signifikant reduzierter
Hiufigkeit auf, wihrend das Risiko fir Krankheitsschiibe in den ersten sechs Monaten nach der
Geburt erhoht ist (Damek und Shuster 1997). Dies kann daran liegen, dass das Immunsystem

wihrend der Schwangerschaft gegen eine Th2-Antwort reagiert. (Whitacre 2001).

1.3.4 Ernihrung

In Laborversuchen stellten Wissenschaftler einen zunehmenden Zusammenhang zwischen der
Erndhrung, der Darmflora und MS Erkrankungen fest. Scheinbar konnen
Ernihrungsgewohnheiten die MS beeinflussen, insbesondere ein hoher Konsum an Fett (Swank
et al. 1990; Harbo et al. 2013), Salz (Farez et al. 2015; McDonald et al. 2016) und vielen
Ballaststoffen (Lauer et al. 1997; Riccio et al. 2015; Wilck et al. 2017). Eine grof3e
Lingsschnittstudie aus dem Jahr 2012 ergab, dass die Mittelmeerdiit Lisionen in der weil3en
Substanz verhindern kann, indem kleine Gefille im Gehirn geschiitzt werden (Mische et al.
2018). Diese Art der Erndhrung ist mit einem verringerten MS-Risiko verbunden, da sie eine
hohe Zufuhr an Obst, Gemiise, Fisch, Vollkornprodukten, Hilsenfriichten und Nissen
beinhaltet (Gardener et al. 2012; Berer et al. 2012; Hubbard et al. 2017). Neben dem
Ernihrungsstatus sind Fettleibigkeit (Hedstrom et al. 2014; Sedaghat et al. 2016; Guerrero-
Garcia et al. 2016) und Mangelernahrung (Langer-Gould et al. 2013) ebenfalls mit der MS in
Verbindung gebracht worden.

1.3.5 Viruserkrankungen

In Verbindung mit der MS sind eine Reihe von Infektionen, die itiologisch wichtige
Umweltfaktoren sind, zu nennen (Gilden 2005; Giovannoni et al. 2006). Bei mehr als 90% der
MS-Patienten weisen Immunglobuline im Liguor cerebrospinalis auf eine Infektion hin (Gilden
2005). Zahlreiche Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen Viren (wie zum Beispiel

das Epstein-Barr-Virus, humane Herpesvirus, TorqueTeno-Virus, sowie Retroviren) und MS
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(Koprowski et al. 1985; Greenberg et al. 1989; Perron et al. 1989; 1991; Rozenberg et al. 1991;
Hackett et al. 1996; Rasmussen et al. 1997; Ascherio und Munch 2000; Cermelli et al. 2003;
Mancuso et al. 2013). Dennoch konnte bis heute nicht bewiesen werden, dass ein Virus als MS-
Ausl6ser in Frage kommt. Derzeit werden auch tber Erreger von Atemwegserkrankungen, wie
das intrazellulire Bakterium Chlamydia pneumoniae, als mégliche MS-Pathogene debattiert (Sriram
et al. 1998; 1999; Yao et al. 2001; Sotgiu et al. 2001; Derfuss et al. 2001; Roulis et al. 2013). Es
gab sogar kurze, aber hitzige Diskussionen iiber die sexuelle Ubertragbarkeit der Erkrankung,
ohne schlissige Beweise hietfir zu finden (Hawkes 2002; Stewart 2002; O'Donovan 2003;
Lidegaard und Svendsen 2008). Die Zunahme der Zahl chronisch entziindlicher
Autoimmunerkrankungen sei einer Hygienchypothese zufolge das Ergebnis von
Immunregulationsstérungen, die auf erhéhte Hygienestandards und die damit verbundene
Eliminierung von Organismen zuriickzufithren, die sich mit dem menschliche Immunsystem
koevolutionir entwickeln (Rook 2012). Dies wird als Erkldrung fiir die hdhere MS-Privalenz in
Regionen mit besserem Hygienestandard herangezogen. Auflerdem konnte weiterhin gezeigt
werden, dass eine frihe Konfrontation von Kindern mit Krankheitserregern durch
beispielsweise ~ Geschwister im  Sduglings- und  Kleinkindalter, der friihzeitige
Kindergartenbesuch oder das stidtische Leben das Krankheitsrisiko in Liandern mit hohen
Hygienestandard verringert (Leibowitz et al. 1966; Stefano et al. 2003; Ponsonby 2005; Conradi
et al. 2011; Hughes et al. 2013).

1.3.6 Weitere Faktoren

Weiterhin diskutiert werden Erkrankungen, wie die Dyslipidimie oder Hypertonie (Payne 2001;
Weinstock-Guttman et al. 2011), sowie Umweltfaktoren wie das Zigarettenrauchen, das durch
immunmodulatorische und/oder neurotoxische Wirkungen mit einem hoéheren MS-Risiko
verbunden ist (Hernan et al. 2001; Riise et al. 2003; Handel et al. 2011; O’Gorman et al. 2012;
Hedstrom et al. 2013; Salzer et al. 2013). Studien zufolge erkranken Raucher 1,5-mal hiufiger
an MS als Nichtraucher (Hubbard et al. 2018). Auch der Alkoholkonsum wird als Risikofaktor
debattiert (Hawkes 2005; Massa et al. 2013; Hedstrém et al. 2014). All diese Erkenntnisse deuten
bei der MS Erkrankung insgesamt auf eine polygenetische Erkrankung hin, bei der bestimmte
Umweltfaktoren fiir den Krankheitsausbruch oder -progress eine Rolle spielen (Giovannoni et

al. 2006; Kurtzke 2013).
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1.4  Klinik

1.4.1 Stadien

Die heterogenen Erscheinungsformen der MS erfordern aufgrund der verschiedenen klinischen
Verldufe eine Kategorisierung, da sie sich in  Prognose, Erkrankungsalter,
Geschlechterverteilung (Lublin und Reingold 1996) und Ansprechen auf verschiedene
Behandlungsstrategien unterscheiden (Bitsch und Briick 2002). Ein Schub wird definiert, wenn
neue Symptome mindestens 24 Stunden andauern und nicht beispielsweise durch Fieber
erklirbar sind. Meistens sind dann seit dem Beginn des letzten Schubes mehr als 30 Tage
vergangen. Seelische und korperliche Belastungen, wie beispielsweise Infektionen, psychischer
Stress oder seelische Belastungssituationen kénnen einen Schub begtinstigen. Ein Schub kann
dabei einige Tage bis mehrere Wochen anhalten, wobei die Abstinde zwischen zwei Schitben
Wochen oder auch Monate bis Jahre betragen kénnen. Im Gegensatz zu Schitben mit
kompletter Remission, wo sich anschlieBend die Symptome komplett zuriickbilden, verbleiben
bei Schitben mit unvollstindiger bzw. inkompletter Remission meistens Funktionsstérungen,
welche sich vor allem in spateren Krankheitsstadien zeigen. Die am haufigsten vorkommende
Verlaufsform ist die schubfoérmige MS (relapsing-remitting MS, RR-MS), sie wird in etwa 80% aller
Fille diagnostiziert (Bitsch und Brick 2002). Gekennzeichnet ist diese Verlaufsform durch
einen Schubverlauf mit teilweise vollstindiger oder unvollstindiger Ruckentwicklung der
Symptome in den Phasen zwischen den Schiiben. Bleibt die schubférmige MS unbehandelt,
geht diese in 25—40% der Falle in eine sekundir chronisch progrediente MS (secondary progressive
MS, SP-MS) tber. Diese wird diagnostiziert, wenn eine klinische Verschlechterung fir
mindestens sechs Monate und unabhingig von einem Schub anhalt (Katz Sand und Lublin
2013). Trotzdem kann es dabei phasenweise dazu kommen, dass das Voranschreiten der
Erkrankung vorldufig stoppt. Typisch fur SP-MS ist jedoch ein fortschreitender
Krankheitsverlauf ohne vollstindige Ruckbildung der Symptome mit anhaltender
Beeintrichtigung des Patienten. Selten gibt es einen von Anfang an schon chronisch
voranschreitenden Verlauf (primary progressive, PP-MS) ohne Auftreten von erkennbaren
Erkrankungsschiben. Dieser tritt bei ungefahr 10-15% aller MS-Patienten auf, wobei sich der
Krankheitszustand und die Symptomatik von Beginn an langsam verschlechtern. Auch hier
kann es phasenweise zum klinischen Stillstand der FErkrankung kommen. Das
Durchschnittsalter von Patienten bei Erstdiagnose einer PP-MS liegt mit ungefahr 40 Jahren,
circa zehn Jahre hoher als bei der RR-MS (Miller und Leary 2007). Diese Verlaufsform hat

normalerweise eine schlechtere Prognose hinsichtlich der Behinderung (Bitsch und Briick
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2002). In Abbildung 1 wird der unterschiedliche Verlauf eines sekundir-progredienten und
eines primir-progredienten Krankheitsverlaufs schematisch dargestellt. Tritt erstmals eine uni-
oder multifokale Manifestation einer ZNS-Entziindung ohne Zeit fiir eine Ausbreitung zu
haben, dann wird von einem klinisch isolierten Syndrom gesprochen (Clinically Isolated Syndrome,
CIS), d.h. der Patient hat nur einen Schub (Marcus und Waubant 2013). Zeigen sich im MRT
(Magnetresonanztomografie) MS-typische Befunde ohne klinischen Vergleich, dann wird von

einem radiologisch isolierten Syndrom gesprochen (Miller et al. 2012).

Sekundir chromsch-progredient Primirir chronisch-progredient

Abbildung 1: Graphische Darstellung der sekundir und primir chronisch-progredienten Verlaufsform
der MS (modifiziert nach Vhancer 2011 [Creative Commons CCO 1.0 License]).
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1.4.2 Symptome

Die Symptome der MS sind verschieden, gleichzeitig aber abhingig von der Lokalitit der
entziindlichen Lisionen im ZNS. Hiufigste Anfangssymptome sind neben einseitigen
Sehstérungen durch eine Optikusneuritis und Empfindungsstérung, der Ausfall des
Vibrationssinns bzw. ein Taubheitsgefiihl unterer Extremititen sowie Muskelschwiche
(Mumenthaler und Mattle 2008). Nach 10-15 Jahren treten 65% der RR-MS Patienten in eine
sekundar progrediente Verlaufsform (SP-MS) tber. Hiufiges Symptom der MS ist das Fatigue-
Syndrom (abnorme Mudigkeit), welches in circa 70% aller MS Patienten zu beobachten ist
(Minden et al. 2006). Typische weitere Symptome sind Kleinhirn-Schidigungssymptome
(Zittern der Gliedmal3en, Storung der Bewegungskoordination, Sprechstérungen), spastische
inkomplette Lahmung zweier symmetrischer Extremititen oder Storungen in der Miktions
und/oder Defikation (Mumenthaler und Mattle 2008). Ebenfalls treten neuropsychische
Symptome wie Psychosen (Patten et al. 2005), Depressionen (Sadovnick et al. 1996) und/oder
unangemessene Euphorie (Mumenthaler und Mattle 2008) auf. Die Vielfalt der Symptome
fihrte zur Entwicklung von Klassifikationen wie die Expanded Disability Status Scale (EDSS) oder
Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) (Roxburgh und Seaman 2005). Durch diese Scores soll der
Grad der Beeintrichtigung durch die MS Erkrankung in unterschiedliche Stadien unterteilbar

sein und trotz Symptomvielfalt einen Vergleich ermdéglichen.
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1.4.3 Diagnostik

Um das heterogene Erscheinungsbild der MS Erkrankung kategorisieren zu kénnen, bedient
man sich als Goldstandard in der Diagnostik der Giberarbeiteten McDonald-Kriterien aus dem
Jahre 2017 (McDonald et al. 2016; Thompson et al. 2018). Wichtigste Grundlage der Diagnostik
Ist neben der grindlichen neurologischen Untersuchung, die MRT zur Bestimmung der
rdumlichen und zeitlichen Ausbreitung der Lisionen im ZNS. Auch die Untersuchung von
oligoklonale Immunglobulin G (IgG)-Antikorper im Liguor cerebrospinalis oder die Messung
visuell evozierter Signale (VES) kann wegweisend sein (Polman et al. 2005). Auftretende
Symptome koénnen, missen aber nicht charakteristisch fiir die Krankheit sein (Keegan und
Noseworthy 2002; Compston und Coles 2008). So stellt beispielsweise die Charcot-Trias aus
Intentionstremor, Nystagmus und skandierender Sprache allgemein giltige zerebellire
Symptome dar (Kumar et al. 2011; Gafson et al. 2012). Als typische Charakteristika werden
dennoch das Lhermitte-Zeichen (Schockgefithl im Kérper und den Gliedmallen beim Beugen
des Kopfes) oder das Uhthoff-Phinomen (eine temporire Verschlimmerung der Symptome bei
steigender Korpertemperatur) beschrieben (Compston und Coles 2008). Fir die Diagnostik
gewinnt die Kernspintomographie immer mehr an Bedeutung, sodass andere Kriterien erginzt
oder sogar ersetzt werden kénnen. Dies reflektieren die McDonald-Kiriterien, die 2001 vom
International Panel on Diagnosis of Multiple Sclerosis empfohlen und in der zweiten Ausgabe
verwendet wurden (vgl. Tab. 1) (McDonald et al. 2001; Polman et al. 2011; Katz Sand und
Lublin 2013).

Tabelle 1: Uberarbeitete McDonald-Kriterien von 2017 (cigene Darstellung, modifiziert nach Thompson et al.
2018).

Klinische Lisionen Zusitzliche Parameter, die fiir eine MS- Diagnose
Prisentation gegeben sein miissen
Schubférmige MS (relapsing-remitting, RR-MS)
1 | = 2 klinisch =2 Keine
nachgewiesene Schiibe
2 | = 2 klinisch 11 Keine
nachgewiesene Schiibe
3 | 22 klinisch 1 Riumliche Dissemination:
nachgewiesene Schiibe entweder cin klinisch nachgewiesener Schub einer
zweiten, raumlich getrennten klinisch nachgewiesenen
Lision
oder Nachweis der raumlichen Dissemination im MRT
4 | 1 klinisch =2 Zeitliche Dissemination:
nachgewiesener Schub entweder cin weiterer klinisch nachgewiesener Schub
oder Nachweis der zeitlichen Dissemination im MRT
oder oligoklonale Banden im Liquor, die im Serum nicht
vorhanden sind
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Klinische Lisionen Zusitzliche Parameter, die fiir eine MS-
Prisentation Diagnose gegeben sein miissen
5 | 1 klinisch 1 Riumliche und zeitliche Dissemination

nachgewiesener Schub
Primir progrediente MS (PPMS)

6 | =1 Jahr klinische Zutreffen von mindestens zwei der folgenden drei
Behinderungs- Punkte:
progression ohne e mindestens eine T2-Lision petiventrikulr,
Schiibe kortikal/juxtakortikal oder infratentortiell

e mindestens 2 T2 Lisionen im spinalen MRT

e  Nachweis von oligoklonalen IgG-Banden im Liquor

1.4.4 MS Therapieansitze

Da die Ursachen der MS bis heute noch vollstindig geklart sind, zielen medikamentéser
Therapien der MS darauf ab, das Immunsystem so zu modifizieren, dass sich entziindliche
Verinderungen im Gehirn erst gar nicht entwickeln. Hierzu gibt es mittlerweile einige
Medikamente, die sich in ihren Wirkungsmechanismen, ihrer Wirkungsstirke und Anwendung
sowie in thren Nebenwirkungen unterscheiden. Therapeutisch unterschieden wird zwischen der
kurzfristigen Schubtherapie und einer verlaufsmodifizierenden Therapie. Ziel ist eine
Langzeittherapie, um den Schweregrad und die Hiufigkeitsanzahl von Schiiben so zu
verringern, dass der Grad der fortschreitenden Erkrankung positiv beeinflusst wird. In
Abhingigkeit vom Schweregrad der Erkrankung wird bei der verlaufsmodifizierenden Therapie
zwischen einer immunmodulatorischen  Schubprophylaxe und immunsuppressiven
Schubtherapie unterschieden. Bei der Immunmodulation wird durch therapeutisch eingesetzte
Botenstoffe die Kommunikation zwischen den Immunzellen und somit die Immunantwort im
Korper  beeinflusst, d.h. das  Gleichgewicht zwischen immunstimulierenden und
immunsuppressiven Mechanismen kann durch Immunmodulatoren wiederhergestellt werden.
Nachteilig koénnen sie das Immunsystem schwichen. Doch vorteilhafterweise kénnen sie
eventuell auch zum Wiederherstellen beschidigter Myelinscheiden beitragen und damit
Narbenbildungen im ZNS verhindern. Die Immunsuppression beschreibt eine milde Art der
Chemotherapie. Hierbei werden Funktionen von Immunzellen unterdriickt und/oder einzelne
Komponente des korpereigenen Abwehrsystems gehemmt. Zusitzlich sollen funktionelle
Fahigkeiten des Patienten durch psychologische Therapie, Logopadie sowie Physio- und Ergo-
verbessert werden. Die therapeutischen Ma3nahmen der MS sind somit von der Verlaufsform
der Erkrankung abhingig und wird in Deutschland nach dem Kompetenznetz Multiple Sklerose
und der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie (Leitliniengruppe Multiple Sklerose der
Deutschen Gesellschaft fir Neurologie 2012) angelegt (vgl. Tab. 2). Da sich die chronisch
progredienten Formen PP-MS und SP-MS tendenziell behandlungsresistent darstellen, stehen

die meisten therapeutischen Méglichkeiten der RR-MS zur Verfiigung,.
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1.4.4.1 Schubtherapie

Therapie erster Wahl bei der Behandlung eines akuten Schubes ist in der Regel Kortison. In
einer Vielzahl von MS-Zentren wird eine intravendse Behandlung mit 1g Methylprednisolon
tber drei bis funf Tage als optimal angesehen. Eine Kurzzeittherapie mit hochdosiertem
Methylprednisolon zeigt moderate Nebenwirkungen. Hierzu zihlen neben einer schlechten
Magenvertriglichkeit, gelegentliche Insomnie und Stimmungsschwankungen auch ein
metallisches Geschmacksgefiihl im Mund. Die von den meisten Patienten befiirchteten
Nebenwirkungen von Kortison wie eine Zunahme des Gewichts, Verlust der Knochendichte
und Verinderungen der Haut sind eher Folgen einer Langzeittherapie. Zwar zeigt die
Steroidtherapie eine gute Wirkung, kann ferner weitere Schiibe noch das Fortschreiten der
Erkrankung langfristic authalten (Filippini et al. 2000). Bessern sich die Symptome unter
Kortikoidbehandlung nicht, dann stellt die Plasmapherese eine alternative Therapieoption dar,
die eine gute Wirksamkeit zeigt, aber teilweise mit schwerwiegenden Nebenwirkungen
verbunden ist (Weinshenker et al. 1999; Keegan und Noseworthy 2002; Schilling et al. 2000;
Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012).

Tabelle 2: Aktuelle Empfehlung zur Stufentherapie der MS (eigene Darstellung, modifiziert nach Vorlage der
Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012).

I

1. Wahl Mit aufgesetzten Schitben
Alemtuzumab
Fingolimod

Natalizumab

2. Wahl

Mitoxantron
(Cyclophospharmd)*

3. Wahl

Exzperimentelle Verfahren

Ohne aufgesetzte Schibe

Therapie
hochaktiver Verlauf

IFN-Bia1m. Glatirameracetat IFN-Bi s.c. (Cyclophosphamid)*
IFN-fus.c TFN-Buim. Mitoxzantron

IFN-fus.c. IEN-Bi.s.c. (Cyclophosphamid)”

IFN-.S:}: s.C.
PEG-IFN-fis.c.
Teriflunomd
(Azathioprin)®
IVIg-

Verlaufsmodifizierende

T
I
I
I
I
1
1
I
I
I
I
1
Glatirameracetat Dimethylfumarat IFN-Bus.c. : Mitozantron
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Milder oder moderater

Verlauf

I

. Wahl Plasmaseparation

Schub-
therapie

1. Wahl Methylprednisolonpuls

Substanzen nach alphabetischer Reihenfolge
" nur besondere Indikation
*nur postpartal im Einzelfall
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1.4.4.2 Immunmodulatorische Therapie

Als Therapie erster Wahl kommt es bei der immunmodulatorischen Therapie zum Einsatz von
Interferon-3 (IFN-B) und Glatirasmeracetat. Beide Arzneimittel werden als sogenannte
Basistherapien eingesetzt. Das heil3t, es handelt sich hierbei um Wirkstoffe, die durch ihr
optimaleres Nebenwirkungsprofils im frithen Krankheitsverlauf angewendet werden kénnen
und Schibe um bis zu circa 30% deutlich reduzieren. B-Interferone haben regulatorische und
entziindungshemmende Wirkungen, moglicherweise durch Regulierung der
entziindungsférdernden Zytokinexpression und der Th17-Zell-Differenzierung und reduzieren
dadurch nicht nur die Schubrate, sondern auch die Narbenbildung im Gehirn (Ramgolam et al.
2009; Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012).
Zudem soll im Gegensatz zu Glatirameracetat das Interferon-3 den Krankheitsverlauf um 12
Monate verzégern kénnen (Rejdak et al. 2010). Gleichzeitig fuhrt die Therapie mit Interferon-
B zu einer Ausbildung neutralisierender Antikérper, wodurch die Wirksamkeit der Therapie
reduziert werden kann (Deisenhammer 2009). Als Nebenwirkung rufen Interferone
grippedhnliche Symptome hervor, wodurch es zu Gliederschmerzen, Schiittelfrost und Fieber

kommen kann. Typische IFN-beta Medikamente und ihr Applikationsschema sind wie folgt:

Interferon-beta 1la (Avonex®) 6 MIU 1x/Woche, intramuskulire Injektion
Interferon-beta 1a (Rebif®) 6 MIU 3x/Woche oder 12 MIU 3x/Woche,
subkutan

Pegyliertes Interferon-beta 1a (Plegridy®) 2x/Monat, subkutan

Interferon beta 1b (Betaferon®) 8 MIU jeden 2. Tag, subkutan

Glatirameracetat ist eine Aminosdurekombination, in der die Aminosiuren Alanin, Lysin,
Glutamat und Tyrosin zufillig polymerisieren. Diese haben dhnlich wie Interferone eine
immunmodulatorische, antiinflammatorische, neuroprotektive und schubreduzierende
Wirkung mit Unterdriickung der Narbenbildung (Blanchette und Neuhaus 2008; McGraw und
Lublin 2013).

Glatirameracetat (Copaxone®) 20 pg 1x tiglich subkutan

Zeigt die Therapie mit beiden Substanzen keinen Effekt, konnen weitere Zweite-Wahl-
Medikamente versucht werden. Hierzu zihlen beispielsweise Teriflunomid, welches
vermehrungshemmend auf sich schnell teilende T- und B-Lymphozyten wirkt (Brunetti et al.
2013), wihrend Dimethylfumarat im Gegensatz dazu zusitzlich zellschiitzende Auswirkungen
im ZNS zeigt und die zellulire Resistenz gegen oxidativen Stress verbessert (Scannevin et al.

2012).
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1.4.4.3 Immunsuppressive Therapie

Gegen VLA-4-Integrine gerichtete monoklonale Antikérper, wie beispielsweise Natalizumab,
haben in Studien gezeigt, dass eine Reduktion der Schubhiufigkeit im ersten Jahr um 68% und
in 42% der Fille eine Unterbrechung der Krankheitsprogression moglich ist (Polman et al.
2000), indem sie den Austritt von Abwehrzellen durch die Blutgefi3e in das Gehirn blockieren
und dadurch die Entziindungsaktivitit unterdriicken (Pucci et al. 2011; Pawate und Bagnato
2015; Leitliniengruppe Multiple Sklerose der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2012).
Dabei wurden schwere Nebenwirkungen wie die Entwicklung von Therapie-assoziierter
progressiver multifokaler Leukenzephalopathie (PML) registriert und sollten im Auge behalten
werden. Wichtig ist hierbei die genaue Medikamentendosierung. Es wird als 300 mg (15 ml)
Konzentrat in 100 ml Kochsalzlosung verdinnt und tber eine Dauer von 60 Minuten als
Infusion verabreicht. Da das Risiko einer PML nach circa 1,5 Jahren steigt, sollte eine lingere
Therapie sehr sorgfiltig abgewogen werden. Die Nutzungsbewertung ist jedoch meistens
frihestens erst nach einem Jahr moglich. Ein dhnlich wirkender monoklonaler Antikérper ist
das Alemtuzumab, welches CD52-positive Immunzellen depletiert. Auflerdem zu erwihnen
sind die B-Zell-depletierenden Antikorper, wie beispielsweise das Rituximab, Ocrelizumab oder
Ofatumumab, von denen einige sogar fiir die progrediente MS genutzt werden. Andere
immunsuppressiv wirkende Medikamente wie beispielsweise Azathioprin, Methotrexat,
Mitoxantron oder Cyclophosphamid werden kaum noch genutzt (Rejdak et al. 2010).
Natalizumab (Tysabri®) Infusion alle 4 Wochen

1.5  Pathophysiologie

Zentrale Merkmale der MS sind Neuroinflaimmation und —degeneration. Akute
Krankheitsschiibe werden durch Entziindungsherde im ZNS hervorgerufen, welche primir in
der weilen Substanz zu finden sind. Diese sind mit 50% bevorzugt im Riickenmark, mit 25%
in den Nervi optici, mit 20% im Hirnstamm/Kleinhirn und der periventrikuliren weillen Substanz
lokalisiert (Rejdak et al. 2010). Wie es zur Bildung von Entziindungsherden kommt, ist nicht
komplett verstanden, es ist jedoch weithin akzeptiert, dass eine initiale Einschrinkung der
Barriere-Funktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS) dazu fihrt, dass T-Zellen die BHS
tberwinden und eine Entzindung des ZNS hervorrufen. Dadurch kommt es zu einer erhéhten
Produktion von Adhisionsmolekiilen an den Endothelien, sodass weitere Leukozyten in das
normalerweise ,,immun-privilegierte ZNS eindringen kénnen. Im Blut befinden sich T-Zellen,
welche gegen verschiedene Antigene gerichtet sind. Einige von ihnen, sogenannte autoreaktive

T-Zellen, kénnen auch gegen korpereigene Strukturen, wie zum Beispiel Myelin gerichtet sein.
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Sollten sich in dem Infiltrat, welches die BHS tberwindet und ins Parenchym eindringt, nun
gegen Myelinbestandteile gerichtete autoreaktive T-Zellen befinden, kann dies die Bildung einer
entziindlich demyelinisierenden Lision auslésen (Frohman et al. 2006). Denkbare Autoantigene
sind unterschiedliche Myelinbestandteile, wie das Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG),
Myelin Basic Protein (MBP) oder Proteo Lipid Protein (PLP). Nach dem Passieren der BHS
registrieren autoreaktive T-Zellen tiber ihren TCR-Antigen, welche von antigenprisentierenden
Zellen auf Haupthistokompatibilititskomplex-II-Molektlen (MHC-II) dargestellt werden
(Lodygin et al. 2013). Dadurch wird die Freisetzung entziindungsférdernder Zytokine wie
beispielsweise von Interleukin-12 (IL-12), Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o
(TNF-o) ausgel6st, die wiederum zur Anschaffung und Aktivierung weiterer Immunzellen wie
zum Beispiel Monozyten/Makrophagen fuhren (Murphy et al. 2008; Fletcher et al. 2010). Die
entziindliche Entmarkung bei der MS beruht auf einem komplexen und nicht komplett
verstandenen Zusammenspiel verschiedener Immunzellen. Im Folgenden werden die
wichtigsten beteiligten Zelltypen und ihre Bedeutung fiir die Pathophysiologie der MS kurz

vorgestellt.

1.5.1 T-Zellen

Wichtigste Mediatoren der Immunantwort bei der MS Erkrankung sind T-Zellen (Frohman et
al. 2000). T-Zellen gehoren zur Zellgruppe der Lymphozyten und damit zur Familie der weillen
Blutzellen. Gemeinsam mit den B-Lymphozyten zihlen sie zum adaptiven Immunsystem. Das
T im Namen steht fir den Thymus, wo die Ausdifferenzierung der Zellen stattfindet, nachdem
diese im Knochenmark erzeugt und tiber die Blutbahn zum Thymus transportiert wurde. Durch
eine positive und eine anschlieBende negative Selektion werden T-Zellen aussortiert, die
entweder korpereigene MHC-Rezeptoren nicht identifizieren oder auf koérpereigene Proteine
anspringen konnen. Die restlichen T-Zellen erkennen dadurch nur noch koérperfremde
Antigene und sind nicht autoreaktiv bzw. bekimpfen nicht den eigenen Kérper. Aufgabe der
T-Zellen im Organismus ist die stindige Uberwachung der Membranzusammensetzung von
Korperzellen auf krankhafte Verinderungen. Auf diese Weise konnen auf der Zelloberfliche
verinderte oder fremdartige Substanzen, hervorgerufen durch eine Mutation der Erbsubstanz
oder Virusinfektion, erkannt werden. Genauer gesagt dienen hierzu TCR in der Zellmembran,
die vergleichbar zu den von B-Lymphozyten produzierten Antikérper Fremdstoffe erkennen.
Anders als die Antikorper nur dann, wenn das Antigen an MHC auf der Oberfliche anderer
Zellen gebunden ist und von antigenprasentierenden Zellen aktiv vorgefiihrt wird (sog. MHC-
Restriktion). Fingeteilt werden die T- Lymphozyten nach ihrer Oberflichenantigene CD4 und
CD8. Bei den CD4+ T-Lymphozyten handelt es sich um Helferzellen, deren Rezeptor MHC-
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Klasse-II-Molekiile erkennt. CD8+ T-Lymphozyten werden wiederum als zytotoxische T.-
Zellen angesehen. Ihre Rezeptoren erkennen Antigene, tber MHC-Klasse-I-Molekdile, die von
den meisten Koérperzellen prisentiert werden. Tatsdchlich gibt es aber auch CD4+ T-Zellen
und CD8+ Ty-Zellen. CD4+ T-Zellen befinden sich hauptsichlich im peripheren Blut sowie
in stark durchbluteten lymphatischen Geweben, wie zum Beispiel den parafollikuliren Regionen
von Tonsillen, Milz und Lymphknoten. Im Gegensatz dazu sind CD8" T-Zellen cher in den
lymphatischen Geweben der Atmungsorgane, der Magen-Darm-Schleimhaut und der
Harnwege vertreten. Zusammen mit dem mit MHC-II wird das Antigen von der
antigenprisentierenden Zelle dem T-Zell-Antigenrezeptor prisentiert. Jeder TCR T-Zell-
Antigenrezeptor peripherer T-Zellen ist an ein CD3-Rezeptormolekiil gekoppelt und leitet
Aktivierungssignale ins Zellinnere weiter. Binden kann dieses an TCRaf und TCRyd
Rezeptoren. Ahnlich wie der Antigenrezeptor der B-Lymphozyten gehort der TCR zur
Immunglobulin-Gen-Superfamilie. Hierbei sind zwei von vier Proteinketten («, 3, y, 8) tber
Disulfidbriicken gekoppelt. Dabei handelt es sich meistens beim TCR um ein aB-Heterodimer,
weniger um ein yd-Heterodimer. Somit werden bei den T-Zellen zwischen zwei
Subpopulationen unterschieden, den TCRaf und TCRyS (Simpson et al. 2011). Wahrend mit
95-98% aller T-Zellen die «f- Subpopulation in den lymphatischen Organen und im
Blutkreislauf, wozu auch die CD4+ und CD8+ T-Zellen zihlen, vertreten sind, iiberwiegen mit
bis zu 50% die y8-T-Zellen in epithelialen Geweben der Haut, den Geschlechtsorganen und der
Darmschleimhaut. Passt nun ein tber MHC-I- oder MHC-II prasentiertes Antigen zu einem
spezifischen Rezeptor einer T-Zelle dhnlich wie beim Schliissel-Schlossprinzip, kommt es zu
einer Co-Stimulation (Oberflichenprotein B7-1 wird prasentiert). Das heil3t, es kommt zu einer
Aktivierung bestimmter Gene des Zellkerns und die T-Zelle geht in den aktivierten Zustand
tber, sodass die Zelle sich zu einer Effektor-bzw. Gedichtniszelle entwickelt. Abhangig von der
Zellart unterscheiden sich die Effektorzellen in ihrer Funktionsweise, die folgend naher erklart
werden. Wihrend T-Killerzellen (gekennzeichnet durch den CD8-Rezeptor) kranke Zellen
direkt zerstoren, kommt es bei den Tu-Zellen (mit CD4-Rezeptor) zu einer Ausschittung
l6slicher Botenstoffe (Zytokinen), wodurch weitere Immunzellen angelockt werden. Tr,-Zellen

dienen der Selbsttoleranz und verhindern GiberschieSende Angriffe auf intakte Korperzellen.
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Abbildung 2: Bildliche Darstellung der T-Zell Aktivierung. Links: MHC-I-Interaktion auf Korperzelle mit
dem Antigenrezeptor der Te-Zellen, wobei CD8 ein fiir MHC-I-Molekiile spezifischer Korezeptor ist. Rechts:
MHC-II-Interaktion auf antigenprisentierenden Zellen mit dem Antigenrezeptor auf Tu-Zellen, wobei CD4 ein
fir MHC-II-Molekiile spezifischer Korezeptor ist. (Mit freundlicher Genehmigung durch Prof. Hinghofer Szalkay
2022).

1.5.1.1 T-Helferzellen

T-Helferzellen, auch Tu-Zellen abgekirzt, gehéren zur Familie der T-Lymphozyten. Diese
werden aufgrund der von ihnen abgegebenen Zytokine in zwei Untergruppen mit
unterschiedlichen Funktionen unterteilt. Bei der einen Subpopulation handelt es sich um Typ1-
Tu-Zellen, die CD4+ oder CD8+ Lymphozyten mit einem T-Zell-Antigenrezeptor sein konnen
und typischerweise mit der Ausschiittung von IFN-y, IL-2 und TNF-a an der geluliren
Immunantwort beteiligt sind, indem eine Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen
erfolgt. Typ2- Tu-Zellen konnen ebenfalls sowohl CD4+ als auch CD8+ Lymphozyten sein,
die Zytokine wie 1L.-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL.-13 ausschutten und somit an der lumorale
Immunantwort beteiligt sind. Hier kommt es zu einer Interaktion mit B-Lymphozyten und
damit einer Produktion und Ausschiittung von Antikorpern. Ein weiterer T-Helferzelltyp, der
2005 entdeckt wurde, induziert unter anderem IL.-17 und spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Entziindungsprozessen (Girardi et al. 2006). IL-6 hat hierbei eine wichtige
Schliisselfunktion, indem es die Transformation einer jungen CD4+ T-Zelle zu einer Ty17-
Zelle bewirkt. Genaue Funktionen der Tu17-Lymphozyten ist noch nicht vollstindig erlautert
und Gegenstand laufender Forschung. Aullerdem gibt es Typ0-T-Zellen; T-Zellen mit einem
gemischten Zytokinmuster. Tim Mosmann beschrieb erstmals 1986 die unterschiedlichen
Charakteristika der Typ1-T-Zellen und Typ2-T-Zellen (Harrington et al. 2005). CD4+ Th17-
Zellen sollen vor allem in der Entstehungsphase der MS eine wichtige Rolle iibernehmen

(Fletcher et al. 2010).
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1.5.1.2 Zytotoxischen T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen (T-Zellen) gehoren zum adaptiven Immunsystem und in der Regel zu
den CD8+ Zellen. Sie erkennen Antigene, die auf MHC-I-Molekiilen dargestellt werden, vor
allem aber Tumorzellen und andere viral infizierte Zellen. Durch Freisetzung zytotoxischer
Proteine, wie Perforin, Granzyme und Granulysin kommt es in den fehlerhaften Zellen zu
einem programmierten Zelltod bzw. einer Apoptose. Tc-Zellen arbeiten mit einer sehr hohen
Geschwindigkeit, da sie die vorgefertigten Granula in sich tragen und somit sofort einsatzbereit
sind. Wihrend eine Zielzelle getStet wird, fillen sich die internen Granulaspeicher bereits
wieder auf, sodass die nichste Zielzelle sofort angegriffen werden kann. Auflerdem kommt es
zu einer Ausschiittung bestimmter Zytokine, wie TNF-o, welche zu einer Verlangsamung der
Ausbreitung der Viren und eine verstirkte Wirkung von MHC-Klasse-I-Molekiilen fihren. Da
Te-Zellen sehr selektiv arbeiten, indem sie nur die Zellen, die mit den Pathogenen befallen sind,
zerstoren, kann der Organismus weitestgehend geschont werden. In MS Lisionen dominieren
unter den T-Zellen klonal vermehrte CD8+ Zellen (Babbe et al. 2000). Tierexperimente zeigen,
dass antigenbeladene dendritische Zellen (DC) aus dem ZNS in zervikale Lymphknoten
eindringen und durch Prisentation von Autoantigenen antigenspezifische T-Lymphozyten
erregen. Dadurch erfolgt der Ubergang enzephalitogener Zellen in das zentrale Nervensystem
(Karman et al. 2004, Furtado et al. 2008). Durch Aktivierung dieser Zellen kommt es zum
weiteren FEinstrom von Immunzellen tber des sonst nicht— oder nur wenig— fiir Leukozyten

durchgingigen BHS-Endothels (Steinman 1996, Reboldi et al. 2009).

1.5.1.3 Regulatorischen T-Zellen

Um gleichzeitig Krankheitserreger und/oder Krebszellen vernichten, aber auch die
Autoimmunitit gegen normales Gewebe blockieren zu kénnen, muss die Wirkungsstiarke der
Immunantwort kontinuierlich Gberwacht werden. Durch Kontrollmechanismen, die zum Teil
von regulatorischen T-Zellen (TiweZellen) gesteuert werden, koénnen Reifung und
Nachproduktion von Leukozyten konstant gehalten werden. Gelenkt werden diese
Kontrollmechanismen von Ti.-Zellen tiber Zytokine wie TGF-§ und I1.-10 oder durch CTLA4-
vermittelte Einschrinkung der klonalen Ausdehnung von B-Zellen, durch das Abtoten von
Uberzihligen T-Zellen tber Fas/FasL-vermittelte Signale sowie durch Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren oder durch das Abfangen von Antigenen. Anhand ihrer
Zytokinprofile werden die T.,-Zellen weiter unterteilt, in CD4+ CD25+ T Zellen, CD8+
regulatorische Zellen, Trl-Zellen, Tu3-Lymphozyten und NK-Zellen. Wichtig fir den
Krankheitsverlauf von Autoimmunerkrankungen und damit auch fir die MS sind die CD4+

Trep-Zellen. Allgemein werden natiirliche Ti.-Zellen von adaptiven T..,-Zellen unterschieden.
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Wihrend sich natitliche Ty, Zellen schon im Thymus differenzieren, entwickeln sich adaptive
Tre-in der Peripherie durch Einflisse von aullen aus naiven T-Zellen. Die Aktivierung von
0T e~ sowie Tiep-Zellen erfolgt durch die Freisetzung von TGF-§ oder IL-10, die unterdriickend
auf andere Immunzellen wirken und eine ubermiBige Entzindungsreaktion verhindern.
Scheinbar hemmen besonders nTi,-Zellen auch gleichzeitig autoreaktive Immunzellen (Murphy
et al. 2008). Studien zeigen, dass sich in absoluten Zahlen die nTr;-Zellen von an MS erkrankten
Patienten nicht von gesunden Menschen unterscheiden. Dennoch wurde bei MS erkrankten
Patienten durch den reduzierten Spiegel von IL-10 eine verminderte Aktivitit der nTree-Zellen

nachgewiesen (Viglietta et al. 2004; Haas et al. 2005).

1.5.1.4 T-Gedichtniszellen

T-Gedichtniszellen, die sowohl CD4+ als auch CD8+ sein konnen, entwickeln ein
wimmunologisches Gedichtnis®, da sie nach ihrer Aktivierung im Blutkreislauf bleiben und bei
erneuter Ansteckung mit demselben Erreger aktive werden. Durch die Gegenwart von

Gedichtniszellen kommt es zu einer Zunahme antigenspezifischer T-Zellen um mehr als das

10- bis 100-fache.

1.5.1.5 NK-Zellen

Ebenfalls zu den Lymphozyten zihlen die natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Wesentlich
grof3er als die T- und B-Lymphozyten kénnen sie funktionell abnorme Zellen, wie Krebszellen
oder virusinfizierte Zellen via Rezeptoren identifizieren und zerstoren (Mosmann et al. 1986).
Als Teil des angeborenen Immunsystems besitzen sie keine Antigen-spezifischen Rezeptoren
und bilden bei gesunden Menschen einen Anteil von 5-15% (Baggio et al. 2017). Ihr wichtigstes
Merkmal ist der CD56 Rezeptor. Wihrend NK-Zellen mit einer hohen Expression von CD56
(CD56bright) eher Zytokine herstellen, sind NK-Zellen mit einer geringeren Expression von
CD56 an zytotoxische Aufgaben beteiligt (Claus et al. 2008). Tumor- und virusinfizierte Zellen
werden in der Regel von den zytotoxischen T-Lymphozyten tiber MHC-I-Molekiile auf ihrer
Oberfliche entdeckt und eliminiert. Diejenigen, die der Eliminierung durch T-Lymphozyten
entgehen, konnen an dieser Stelle von den NK-Zellen identifiziert werden und zu einem
programmierten Zelltod der Zielzelle fihren. Der Immunologen Klas Kirre bezeichnete diese
Gesetzmailligkeit als Missing-self-Hypothese. NK-Zellen haben somit eine wichtige Aufgabe an der
Kreuzung zwischen angeborener und adaptiver Immunitit und férdern die Modellierung der
erworbenen Immunantwort (Cooper et al. 2003; Moretta et al. 2008). Es bedarf dabei keiner
Aktivierung NK-Zellen. Thre Aktivitit kann jedoch durch Interferone wie IFN-a und IFN-f
oder IL-2 und IL-12, die durch Makrophagen freigesetzt werden, gesteigert werden, sodass eine

erhohte Produktion von IFN- y méglich ist und ebenfalls eine Infektion eindimmen kann.
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Neuroimmunologen und Neuropathologen der Universititen Miinchen und Minster
entdeckten, dass Killerzellen des angeborenen Immunsystems von MS erkrankten Patienten
ihre Schutzfunktion nicht mehr erfillen kénnen. Die Wissenschaftler belegten aul3erdem, dass
mit der Hilfe des monoklonalen Antikérpers gegen den IL-2-Rezeptor (Daclizumab) ein
Wirkstoff entdeckt wurde, der die immunregulatorische Funktion der NK-Zellen stirken kann
(Reschner et al. 2008). 2018 wurde allerdings das Daclizumab wieder vom Markt genommen,
da in einigen Fillen eine immunvermittelte Enzephalitis bei MS erkrankten Patienten bekannt

und damit die Krankheit aggraviert wurde.
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Abbildung 3: Wirkungsmechanismus unterschiedlicher Lymphozyten, die sich durch Antigenerkennung
zu Effektorzellen differenzieren. (Mit freundlicher Genehmigung durch Prof. Hinghofer Szalkay, modifiziert
nach Abbas et al. 2014). B-Zellen entdecken Oberflichenantigenen und differenzieren sich dadurch zu
antikérpersezernierenden Zellen. Helfer-T-Zellen kénnen Oberflichenantigene antigenprisentierender Zellen
identifizieren, wodurch eine Zytokinausschiittung und damit Entziindungsvorginge und Immunmechanismen
angeregt werden. Zytotoxische T-Zellen kénnen MHC-gebundene Antigene identifiziere und durch Apoptose
infizierte Zellen eliminieren. Regulatorische T-Zellen regulicren die Aktivitit anderer T-Zellen, wodurch eine
Autoimmunitit verhindert wird. Natiitliche Killerzellen gehéren zum angeborenen, alle anderen zum adaptiven

Immunsystem und kénnen umgeformte Oberflichenmerkmale infizierter Zellen identifiziere und diese eliminieren.
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1.5.2 Weitere Immunzellen

Antigenprisentierende Zellen, auch APC oder APZ genannt, sind vor allem Monozyten,
Makrophagen, B-Zellen und DCs. Es koénnen zwar auch andere Zellen Antigene
prisentieren, aber nur bei der Prisentation durch diese Zellen kommt es zu einer T-Zell-
Aktivierung. Nach Aufnahme mittels Phagozytose oder Pinozytose werden diese Antigene

schlieBlich iber MHC II-Molekiile prisentiert.

1.5.2.1 Makrophagen/Mikroglia, Monozyten

Monozyten sind die groten zelluliren Bestandteile des menschlichen Bluts und gehéren zu
den Leukozyten und somit zum zelluliren Immunsystem. Sie differenzieren sich im
Knochenmark und haben eine Halbwertszeit von circa 72 Stunden. Im Falle einer Infektion
werden Monozyten am Infektionsort durch Chemotaxis angelockt. Mit Hilfe von Zytokinen
und Gewebeantigenen wie IL-1 oder Interferon-gamma entwickeln sich diese weiter zu
Makrophagen. Sie gehéren dann zum mononukledr-phagozytiren System (MPS). Als
Gewebsmakrophagen verweilen sie dort fiir einige Wochen bis Monate. Man unterscheidet u.
a. folgende Formen:

e Langerhans-Zelle in der Haut

e Histiozyt im Bindegewebe

e Osteoklast im Knochen

e Mikrogliazelle im Gehirn

e Kupffer'sche Sternzelle in der Leber

e Alveolarmakrophage in der Lunge

e Hofbauer-Zelle in der Plazenta
Die Bildung des M1-Phinotyps wird durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-o oder
IFN-y und Endotoxine wie Lipopolysaccharide (LPS) hervorgerungen. Hierbei handelt es sich
um einen stark proinflaimmatorischen Makrophagenphinotyp, der durch die Bildung des
Enzyms iNOS (NO-Synthase) und die Produktion von NO-Radikalen besonders zytotoxisch
auf umliegende Zellen wirkt. Dieser Phinotyp setzt aullerdem durch die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine eine Immunreaktion in Gang. Gewebsdebris, wie beispielsweise
Myelin nach einer peripheren Nervenverletzung oder entziindungshemmende Zytokine wie IL-
4 regen zur Bildung des antiinflaimmatorischen M2-Phanotyps mit hoher Phagozytosekapazitit
an. Dieser Phinotyp sorgt fir die Differenzierung von Stammzellen, Produktion weiterer
Wachstumsfaktoren und durch die Ausschiittung entziindungshemmender Zytokine zu einer

Proliferation regenerationsfordernder Zellen im Gewebe. Typisch fiir alle Gewebstumore ist ein
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Hoher Anteil an M2-Markerproteinen, wie beispielsweise Arginase 1 (Arg-1). Bei Interaktion
mit Pathogenen wie zum Beispiel LPS kommt es iiber einen Recognition-Rezeptor zu einer
Aktivierung von Makrophagen, wodurch weitere zahlreiche Zytokine und proinflammatorische

Faktoren wie TNF-o, IL-18, IL-2 und IL-6 abgegeben werden.

1.5.2.2 B-Zellen

B-Zellen bezichungsweise B-Lymphozyten zihlen zu den Leukozyten und bilden zusammen
mit den T-Lymphozyten das adaptive Immunsystem. Als alleinige Zellen sind sie im Stande
Plasmazellen zu produzieren, die Antikérper sezernieren kénnen. Im Gegensatz zu den T-
Zellen, die an der zellvermittelten Immunantwort teilnehmen, gehéren B-Zellen zur humoralen
Immunantwort (Antikérperproduktion) und kénnen durch korperfremde Antigene aktiviert
werden, wodurch sie sich dann zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen und
Gedichtniszellen entwickeln. Von wesentlicher Bedeutung bei der B-Zell-Entwicklung ist die
Ausbildung des B-Zell-Rezeptors mit dessen Hilfe reife B-Zellen zu einem spiteren Zeitpunkt
fremde Antigene entdeckt und durch die Produktion entsprechender Antikoérper feindliche
Fremdkorper bekimpfen kann. Der Reifungsprozess der B- Zellen erfolgt im Knochenmark.
Reife B- Zellen zeigen schlief3lich auf ihrer Oberfliche IgM und IgD-Rezeptoren. B-Zellen
tragen auf ihrer Oberfliche membranstindige Immunglobuline (Antikérper) und Proteine, wie
CD19, CD20 und CD21.
Entwicklungsstadien der B-Lymphozyten:  die frithe Pro-B-Zelle

die spite Pro-B-Zelle

die grof3e Pri-B-Zelle

die kleine Pra-B-Zelle

die unreife B-Zelle

die reife B-Zelle
Naive B-Lymphozyten zirkulieren im Blut und den lymphatischen Organen (Milz, Thymus,
Lymphknoten, Knochenmark) des Korpers bis der B-Zell-Rezeptor an ein korperfremdes
Antigen kntpft und es zu einem costimulatorischen Signal von Ty-Zellen (die ebenfalls dasselbe
Antigen erkannt haben miissen) kommt. Die B-Zellen bewegen sich dann zu den Keimzentren
der Lymphknoten oder Milz, wo es zur Proliferation der B-Zellen zur Plasmazellen, die
Antikorper sezernieren kénnen, kommt. Die Antikérper haben dann die genau selbe Spezifitat
wie der B-Zell-Rezeptor der Zelle, heil3t sie kniipfen an dasselbe Antigen. Der Mensch besitzt
um die 10°-10" spezifische B-Lymphozyten mit unterschiedlichen Antigen- Rezeptoren.
Abhingig vom Antigen kénnen B-Zellen T-Zell-abhingig oder T-Zell-unabhingig aktiviert

werden.



1 Einleitung 21

Die Mehrzahl aller Antigene werden T-Zel-abhingig aktiviert, sprich fir ein Maximum an
Antikérperproduktion ist die Mitwirkung von T-Zellen notwendig. Die T-Helferzelle aktiviert
die B-Zelle durch Prisentation des Antigens mit dem MHC-II-Komplex. Die weitere
Kommunikation zwischen T-Helferzelle und B-Zelle erfolgt tiber CD40 und seinen Liganden
(CD40L) sowie durch Ausschuttung von IL 2/4/5 tber die T-Zelle. Bei Bindung des Antigens
an den B-Zell-Rezeptor kommt es zu einer Antigenaufnahme in das Zellinnere der B-Zelle, der
dann gemeinsam mit einem MHC-Molekil an der Oberfliche dargestellt wird. Nun kann eine
passende T-Helferzelle mit ihrem T-Zell-Rezeptor an den Antigen-MHC-Komplex binden.
Dadurch kommt es nun zu eciner Aktivierung der B-Zelle, sodass bestimmte Zytokine
ausgeschittet werden. Durch klonale Expansion nimmt die Anzahl an B-Zellen zu und es
kommt zu einer Ausdifferenzierung von Antikérper-produzierenden B-Zelle, sprich

Plasmazelle, die Antikérper wie IgA, IgE und IgG produzieren kann.

Antigen

BCR

n2/afs

Abbildung 4: Interaktion zwischen T-Helferzelle und B-Zelle (modifiziert nach Janeway 2002 [Creative
Commons CCO License]).

Einige wenige Antigene werden T-Ze/-unabhingig aktiviert. Dabei benétigen sie allein ein Signal,
welches durch eine Art Kreuzvernetzung der B-Zell-Rezeptoren ausgelost wird. Hierzu zahlen
zum Beispiel Polysaccharide, die sich an der Oberfliche von Bakterien wiederholen und
dadurch identifiziert werden kénnen. Nach dadurch erfolgter Aktivierung der B-Zelle folgt dann
eine Vermehrung und anschlieBend die Bildung von IgM Antikérper. Die Ausbildung von
Gedichtniszellen bleibt jedoch aus, weshalb eine Impfung mit Polysaccharid-Impfstoffen fir
einen unzureichenden Schutz von nur 3 bis 6 Jahren sorgt.

Unabhingig von den verschiedenen Reifestadien der B-Zellen wird zwischen zwei Typen von
B-Zellen unterschieden. Wihrend B2-Zellen zu den gingigen B-Zellen geh6ren, kommen B1-
Zellen cher in der Bauchhohle vor, sprich mit nur 5% in der Milz vertreten und in den
peripheren Lymphknoten vollstindig fehlend. Sie sind grof3er als die B2-Zellen und tragen eher
IgM und CD43 auf der Oberfliche und reagieren eher auf Kohlenhydratantigene.
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B2-Zellen tragen eher IgD und CD23 und reagieren eher auf Proteinantigene. In Bezug auf die
MS Erkrankung lassen sich B-Lymphozyten in Lisionen der weillen und grauen Substanz sowie
in follikelartige Strukturen der Meningen nachweisen. Auch die Ablagerung von
Immunglobulinen in MS-Plaques wurde gezeigt (Lucchinetti et al. 2000; Serafini et al. 2004;
Frischer et al. 2009) Lucchinetti et al. 2011). Einen weiteren Beweis hierfiir liefert der
therapeutische Erfolg von Rituximab, einem monoklonalen Antikérper, wodurch es zu einer
Abnahme der CD20-positiven B-Lymphozyten kommt (Hauser et al. 2008). Zusitzlich zeigen
nahezu alle MS-Patienten klonal expandierte B-Lymphozyten und Plasmazellen sowie von
thnen produzierte oligoklonale Immunglobuline im Liguor cerebrospinalis (Walsh et al. 1985;
Obermeier et al. 2008; Bidingen et al. 2010). Beziiglich der Reaktivitit solcher Antikérper
gegentiber Myelinbestandteile bestehen dennoch widerspriichliche Ansichten (Markovic et al.

2003; Budingen et al. 2008; Owens et al. 2009).

1.5.2.3 Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen gehéren ebenfalls zu den zelluliren Bestandteilen des Immunsystems. Je
nach Typ entwickeln sie sich entweder aus Vorldufern der B- und T-Zellen oder aus Monozyten.
Ihr Name bezieht sich auf ihre biaumchenartigen Zellfortsitze, wodurch sie charakterisiert
werden; haben aber nichts mit den Dendriten der Nervenzellen zu tun. IThre Funktion besteht
in der Antigenerkennung und -prisentation im MHC-Kontext vorher als fremdartig erkannter
und durch Endozytose oder Phagozytose intrazellulir aufgenommener Strukturen. Sie sind in
nahezu allen peripheren Geweben des Korpers vertreten und die einzigen Zellen, die eine
primire Immunantwort durch Aktivierung naiver T-Lymphozyten erregen koénnen. Alle
anderen APCs kénnen nur Antigene aufnehmen, verarbeiten und prisentieren. DCs sind APC
mit einer hohen Konzentration an MHC-Klasse-II-Molekilen und co-stimulatorischen
Molekiilen, die auf der Zelloberfliche exprimiert werden und dadurch besonders in der Lage
sind eine T-Zell-Aktivierung durchzufithren. Durch die Darstellung bestimmter Rezeptoren auf
der Zelloberfliche und die Freisetzung entsprechender Zytokine instruieren sie die T-Zellen
und steuern auf diese Weise die spezifische zellulire Immunantwort. Dabei kann eine DC fir
die Aktivierung von 100 bis 3000 Antigen-spezifische T-Zellen sorgen, das heil3t sie sind
wesentlich effizienter als die anderen APC’s. Grund hierfiir ist die 10 bis 100-fach héhere
Darstellung an MHC-Peptid-Komplexe auf ihrer Oberfliche als wie zum Beispiel bei B-Zellen
oder Monozyten. Dendritische Zellen werden anhand ihres Aussehens und ihrer
Oberflichenmerkmale (Cluster of Differentiation) in zwei Gruppen geteilt, den myeloiden

dendritischen Zellen (mDC) und plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC).
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mDC sehen aus wie Monozyten und zeigen das Oberflichenmerkmal CD11c auf, pDC dhneln
den Plasmazellen und besitzen kein CD11c-Merkmal.

1.5.2.4 Astrozyten

Astrozyten gehoren zu den Gliazellen und bilden somit das Stitzgewebe des zentralen
Nervensystems (Neuroglia). Sie besitzen vom Zellkorper abgehende Zellfortsitze. Durch die
dichte Zusammenlagerung ihrer Zellkérper und Fortsitze im ZNS bilden sie Schichten wie die
Membrana limitans gliae perivascularis und Membrana limitans gliae superficialis aus. Zusammengehalten
werden die Zellen durch Gap junctions mittels elektrischer Kopplung und Zonulae adhaerentes
mittels mechanischer Kopplung. Astrozyten haben somit eine Stutzfunktion im ZNS.
AuBlerdem sind sie an der Bildung der BHS beteiligt und dienen dem Austausch von
Stoftwechselprodukten und Nihrstoffen zwischen Neuronen und dem Blut. Sie umhtllen und
isolieren Synapsen und bilden das Apolipoprotein E. Astrozyten versorgen die Nervenzellen
mit Cholesterin, modulieren den zerebralen Blutfluss bei starker Glutamatfreisetzung und

regulieren die extrazellulire Kaliumkonzentration.

1.6  Histopathologie der multiplen Sklerose

Erste neuropathologische Beschreibungen der MS-Entziindungsherde gehen auf Robert
Carswell von 1838 zuriick. Zusammenhinge zwischen der ,,Hirnsklerose* und neurologischen
Ausfillen wurden erst 1849 von Friedrich von Frerich erkannt. 1868 ver6ffentlichte Jean-Martin
Charcot detaillierte mikroskopische und makroskopische Illustrationen und beschrieb damit
ausfihrlich die Sckrose en Plagune (Murray 2009). Histologisch zeigt die MS Erkrankung ein
uneinheitliches Bild (Lucchinetti et al. 2000). Zu den MS-typischen Plaques kommen
umfangreiche Schiden an Gehirn und Ruckenmark mit Atrophie und Verinderungen im
Bereich der nicht sklerosierten weilen und grauen Substanz hinzu (Miller et al. 2002; Lassmann
et al. 2007; Stadelmann et al. 2011). Gekennzeichnet sind frithe Lisionen der weillen Substanz
durch Einwanderung von Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Plasmazellen,
einer Demyelinisierung und reaktiver glialer Narbenbildung (Babbe et al. 2000; Lassmann et al.
2001; Frischer et al. 2009). Schon wihrend der Frithphase der Entziindung ist ein axonaler
Schaden zu erkennen. Im weiteren Verlauf kommt es schlieSlich in den chronischen
Erkrankungsstadien zu einem axonalem Verlust (Ferguson et al. 1997). Autopsien zeigen eine
astrozytire Gliose mit demyelinisierten chronischen Lisionen, die hypozellulir, z.T. randstindig

remyelinisiert sind.
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Ursache fiur die ausbleibende Remyelinisierung sind moglicherweise nur noch spirlich
vorhandene entziindliche Infiltrate und somit ein Mangel proinflammatorischer und
wachstumsférdernder Zytokine. Diese kénnen fiir eine Remyelinisierung giinstiges Umfeld
sorgen. Je dlter die Lision, desto weniger Oligodendrozytenvorliufer sind in den Plaques
nachweisbar. Ursichlich hierfiir sind womdglich bestimmte AntikGrper, die gegen diese Zellen
arbeiten (Niehaus et al. 2000; Wolswijk 2002). Das (histo)pathologische Erscheinungsbild
dndert sich in der chronisch progredienten Phase der Erkrankung. Hierbei riickt die akute
Entziindung in den Hintergrund. Neben den demyelinisierten Lisionen mit nur noch geringen
T-Zellinfiltraten und wenigen aktivierten Mikrogliazellen findet sich vermehrt eine Schadigung
der normal erscheinenden weilen Substanz mit axonaler Schidigung und Verlust, aktivierten
Mikrogliazellen und diffusen Entziindungsreaktionen (Lassmann et al. 2007). Studien haben
vermehrt einen Zusammenhang zwischen Behinderung und geistiger Einschrinkung sowie eine
sich teilweise auf das vollstindige Gehirn ausbreitende Atrophie zeigen kénnen (Grassiot et al.
2009). Typisches Merkmal sind Entmarkungslisionen der grauen Substanz, die bis heute
charakteristisch fir die primdr als auch sekundir chronisch progredienten MS gelten (Brownell

und Hughes 1962; Kutzelnigg et al. 2005; Albert et al. 2007).

1.7  Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Bei der EAE handelt es sich um ein etabliertes Tiermodell der MS. Es handelt sich dabei um
eine kunstlich induzierte neuroinflammatorische Erkrankung bei Labortieren (Mause, Ratten,
Kaninchen, Meerschweinchen und Primaten), welche bestimmte inflammatorische Aspekte bei
der Pathogenese der MS abbildet aber nicht gleichzusetzen ist mit der menschlichen MS
(Constantinescu et al. 2011). Die EAE ist bis heute eines der wichtigsten Werkzeuge, wenn es
um die Untersuchung von pathologischen Vorgingen der MS geht und wurde erstmals 1933
erliutert (Rivers et al. 1933). Sie kann in einer Vielzahl von Labortieren (Mause, Ratten,
Kaninchen, Meerschweinchen und Primaten) erfolgreich induziert werden, wobei sich die
klinischen Bilder je nach Spezies unterscheiden, sodass die Untersuchung verschiedener
Aspekte der MS moglich ist (Gold et al. 2006). Aufgrund ihrer einfachen Haltungsbedingungen
und der Option genetischer Variation ist die Maus heutzutage jedoch die mit Abstand am
hiufigsten verwendete Spezies. Die Demyelinisierung bei der klassischen EAE ist im Gegensatz
zur MS geringer ausgeprigt und findet sich hauptsichlich im Kleinhirn und dem Riickenmark
(Schreiner et al. 2009). Im Unterschied zur MS, die meistens durch einen chronischen und
schubférmigen Verlauf mit rezidivierendem Rickgang der Symptome charakterisiert ist, tritt die

EAE akut und monophasisch mit persistierenden neurologischen Defiziten auf.
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Induziert wird die EAE durch die Immunisierung mit verschiedenen Myelinbestandteilen.
Hierzu verwendet man beispielsweise MBP, PLP oder MOG in Kombination mit
Freund’schem Adjuvans (Libbey und Fujinami 2011). Bezeichnet wird diese Art der Induktion
der EAE als ,,aktive Immunisierung®. Der fiir die EAE gingige Mausstamm C57BL/6 wird
am haufigsten mit dem Peptid MOGss.55 aktiv immunisiert, wobei dieses Peptid lediglich die
Aminosduren 35-55 des kompletten MOG-Proteins beinhaltet. Es kommt zur Entwicklung
eines akuten monophasischen Krankheitsbildes. Klinisch gekennzeichnet durch eine
zunehmende Paralyse des Schwanzes und der Hinterbeine, spiter sind auch die Vorderldufe
betroffen. In der EAE wird die Entziindung durch autoimmune CD4+ Th1-Zellen, die nach
aktiver Immunisierung durch APC in der Peripherie das MOGss.s5 prasentieren, ausgelost (Ben-
Nun et al. 1981; Halachmi et al. 1992). Durch diese Aktivierung kénnen Immunzellen, die BHS
tberwinden und eine Zytokinausschiittung (zB. IL-2, IFN-y und TNF-«) bewirken. Folglich
werden weitere Makrophagen und T-Zellen rekrutiert, sodass Axone und Myelinscheiden
zerstort werden (T'sunoda und Fujinami 1996; Engelhardt 2008). Kommt es zu einer EAE durch
die Ubertragung von bereits aktivierten, gegen Myelin gerichteten CD4+ Th1-Zellen (Stone
1961), spricht man von ecinem ,adoptiven Transfer“. Im Folgenden werden die drei
verschiedenen grundsitzlichen Ansitze der EAE kurz gegentibergestellt:

1. Die aktiv-induzierte EAE (aEAE) mit Hilfe von CFA (Complete Freund’s Adjuvant)
Immunisierung, beschreibt das einfachste Modell und bildet den "Goldstandard".
Hierbei wird eine Emulsion injiziert, bestehend aus einem Antigen und CFA. Begleitet
wird dies von einer intraperitonealen Injektion von Pertussis-Toxin (PTX) am Tag der
Immunisierung und zwei Tage spiter, um die Inzidenz der Krankheit zu erh6hen.

2. Die passive, adoptive transfer EAE (pEAE) wird induziert durch den adoptiven
Transfer von MOG-spezifischen T- Zellen, die in vitro manipuliert werden kénnen,
bevor sie dem Empfinger injiziert werden.

3. Bei der spontanen EAE (sEAE) handelt es sich um ein Mausmodell ohne exogene
Manipulation. Hiufig werden hierfiir transgene Miuse vom Stamm C57BL/6 genutzt,
bei denen es durch das Vorhandensein von MOGss.ss-spezifischen T-Zellen und MOG-
spezifischen B-Zellen zur spontanen Ausbildung einer EAE kommen kann. Diese
Miuse werden auch als optzcospinal encephalomyelitis (OSE)-Miuse bezeichnet. Bei etwa
50% der OSE-Miuse entwickelt sich eine spontane EAE, in Abhingigkeit vom Alter

und Umwelteinfliissen.
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1.7.1 Histopathologie und Immunpathologie der EAE

Wie eingangs erwihnt, ist die EAE ein einzigartiges Tiermodell mit einer antikrpervermittelte
Demyelinisierung, welches die Immunpathologie der MS reproduzieren kann. Induziert wird sie
durch aktive Immunisierung mit sog. ,,Volllingen“-MOGi.i5, einem ZNS-spezifischen
Myelinprotein. Hierbei handelt es sich um ein Autoantigen, das bisher einmalig ist und in Ratten
zu einer der MS-dhnlichen Pathologie fihrt (Adelmann et al. 1995; Johnson et al. 1995; Genain
et al. 1995; Genain und Hauser 1997; Storch und Lassmann 1997; Genain et al. 1999).
Goldstandard bei der Erforschung der MS Erkrankung bildet die in C57BL/6]-Mausen durch
das MOGss.ss Peptid hervorgerufene EAE (Mendel et al. 1995; Recks et al. 2011; Ben-Nun et
al. 2014). Uber eine CD4+ T-Zell-Antwort fithrt die MOG-induzierte EAE zu einer
entziindlichen Reaktion im ZNS, indem eine Zytokinkaskade ausgelost wird, die zum einen
lokale Mikrogliazellen und infiltrierende Makrophagen aktiviert und zum anderen die BHS
6ffnet. Die In EAE-Modellen mit entmarkenden anti-MOG-Antikérpern, wie beispielsweise
der spontanen (s)EAE, erméglicht eine Stérung der Integritidt der BHS durch die autoimmune
Entzindung, dass zirkulierende MOG-spezifische Autoantikérper in das ZNS gelangen, an das
MOG binden und somit die Komplementkaskade aktivieren, wodurch es zu einer Myelinolyse
und Nekrose von Oligodendrozyten kommt. AnschlieBend folgen eine Vesikulierung des
Myelins und einer Abfolge von komplementabgeleiteten entziindungsférdernden Effekten,
wodurch die lokale Inflammation und die Destruktion der BHS verstirken (Piddlesden et al.
1993). Im Einzelnen wird angenommen, dass aktivierte Th1-Zellen und Th17-Zellen eine
Hauptrolle bei der Entwicklung einer EAE/MS spielen. Bei den Th1-Zellen handelt es sich um
IFN-y und bei den Th17-Zellen um I1.-17, IL.-22 und 1L.21-produzierende T-Lymphozyten.
Aktivierte T-Zellen regulieren Integrine, wie VLA-4, hoch und koénnen dann die BHS
tberschreiten; dort wird ihnen Antigen von ZNS-residenten oder eingewanderten APC
prasentiert. Diese kénnen Makrophagen oder aktivierte Mikroglia und in bestimmten Fillen
auch DCs oder Astrozyten sein. Beim Auftreffen auf das Antigen werden die autoreaktiven T-
Zellen reaktiviert und differenziert, wobei diese dann ihre charakteristischen Zytokine
produzieren und damit benachbarte Immun- oder Nervenzellen aktivieren, sodass weitere
Entziindungszellen in das ZNS einwandern und die Entziindungskaskade aufrechterhalten.
Von diesen sind es insbesondere aktivierte Makrophagen, von denen angenommen wird, dass
sie das ZNS indirekt und direkt schadigen, indem sie das Myelin phagozytieren und Axone
schadigen (Barnett et al. 2004; 2009). Sowohl B-Lymphozyten als auch Plasmazellen tragen
durch Bildung von Antikérper gegen Komponente des ZNS zur Pathogenese der MS, aber auch
der EAE bei (Lassmann 2008).
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Als sogenannte APC konnen B-Zellen zusitzlich proinflimmatorisch mit regulierenden
Funktionen wirken (Weber et al. 2010). Je nach ausgewihltem Modell und Zeitpunkt kann eine
B-Zell-Depletion positive, aber auch negative Auswirkungen auf den Verlauf der EAE haben
(Matsushita et al. 2008; Weber et al. 2010). Th2-Zellen, die IL-4 produzieren, kénnen die
Antikérperproduktion steigern. CD8 (zytotoxische) T-Zellen kénnen den Schaden durch
weitere Zytokinproduktion sowie Granzym- und Perforinproduktion verstirken und Axone
direkt durchtrennen (Fletcher et al. 2010). Die Entziindung kann aufgehoben werden, wenn
entziindungshemmende Zytokine, wie z. B. IL-10 oder andere immunregulatorische
Mechanismen wie Tre-Zellen oder NK-Zellen ins Spiel kommen. Dadurch wird eine
fortschreitende, nicht-remittierende Form der EAE ausgel6st, charakterisiert durch multifokale,
teilweise konfluierende mononukleire, entziindliche Infiltrate und Demyelinisierung in der
peripheren weilen Substanz des Riickenmarks (Day 2005). Wichtigster Effektor bei der
Gewebedestruktion sind neben den T- und B-Lymphozyten die Makrophagen (Day 2005;
Lassmann 2008). Lange Zeit wurde vermutet, dass CD4+ Th1-Zellen, die sich mit Hilfe von
IL-12 entwickeln und IFN-y ausschiitten, als alleinige Effektor-T-Zellen wirken und Thy; -
Zellen zeitgleich eine eher protektive Funktion haben (Liblau et al. 1995; Domingues et al.
2010). Zahlreiche Untersuchungen zeigten jedoch, dass weder ein Mangel an IFN-y noch IL-12
auf eine reduzierte EAE-Suszeptibilitit hinweisen (Ferber et al. 1996; Becher et al. 2002; Gran
et al. 2002). Stattdessen scheinen I1.-23-definziente Mause (erblich oder durch Behandlung mit
Antikoérper hervorgerufen) zu einer reduzierten EAE-Empfinglichkeit zu steuern (Cua et al.
2003; Chen 20006). Mit Hilfe von II.-23 scheinen sich naive Ty-Zellen zu Th17-Zellen zu
differenzieren. Durch adoptivem Transfer konnte das hohe enzephalitogene Potenzial dieser
Zellen belegt werden (Langrish et al. 2005). Dies deutet auf eine bedeutende Funktion von
Th17-Zellen in der Ausbildung der EAE hin. Studien zeigten also, dass neben den Th1- auch
Th17-Lymphozyten eine EAE bewirken koénnen, auch wenn sie ein unterschiedliches
histopathologisches Muster und andere Chemokinexpressionen im ZNS zeigen (Kroenke et al.
2008; Domingues et al. 2010). Weitere Untersuchungen bewiesen, dass das von Th17-, Th1-
und womoglich weiteren Helferzellen produzierte Zytokin GM-CSF eine wichtige Rolle bei der
Enzephalitogenitit der Ty-Zellen spielt (Kroenke et al. 2008; El-Behi et al. 2011; Grifka-Walk
et al. 2015). Typischerweise zeigen Th17-Zellen eine hohe Anpassungsfihigkeit und sind somit
nicht nur in der Lage einen zytotoxischen Th1-Phinotyp anzunehmen, sondern auch ein Th2
dhnliches Zytokinprofil zu entwickeln (Cosmi et al. 2010; Domingues et al. 2010).
Gleichermal3en verhalten sich CD8+Zellen, die zum einen zur Immunantwort bei der EAE
verhelfen kénnen oder regulatorisch und protektiv wirken (Montero et al. 2004; Linker et al.

2005; York et al. 2010).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der EAE-Pathogenese (modifiziert nach Esser et al. 2009[Creative
Commons CC-BY-NC-ND License]).

1.7.2  Vergleich der MS und EAE

Die MS Erkrankung ist eine spontan auftretende Erkrankung, deren Ausléser nicht bekannt ist,
wihrend es sich bei der EAE um eine aktiv induzierte, meist mit starken Adjuvantien
hervorgerufene FErkrankung handelt. Die Erforschung der EAE erfolgt an genetisch
homogenen Tieren, wihrend jeder Patient ein genetisches Unikat ist. Obwohl grundlegende
histopathologische Gemeinsamkeiten zu beobachten sind, gibt es doch auch einige bedeutsame
Unterschiede. Im klassischen Modell der EAE iberwiegen CD4+ Zellen in den Lisionen,
wihrend in den MS-Lisionen CD8+ Zellen dominieren. Nicht nur das Verteilungsmuster der
EAE-Lisionen, sondern auch der meist monophasische Krankheitsverlauf unterscheidet sich
von der MS. Aulerdem lassen sich bei der EAE Erkrankung Lisionen eher im Riickenmark
finden. Dies wird als Ursache daftir angesehen, dass viele Therapieansitze, die im Tiermodell
getestet wurden, nicht effektiv oder gar schadlich fiir Patienten sind (Sriram und Steiner 2005).
Trotzdem bildet die EAE bis zum heutigen Tag ein altbewihrtes Modell zur Untersuchung der
MS Erkrankung, auch wenn kein Tiermodell die komplette Entitit der MS abbildet, sondern
nur einzelne Teilbereiche zeigen kann (Gold 2006; Steinman und Zamvil 2006).
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1.8  Der Arylkohlenwasserstoffrezeptor

Der Arylkohlenwasserstoffrezeptor (AhR) ist ein ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, der
durch strukturell vielfiltige endogene Liganden und exogene Chemikalien aktiviert werden
kann. Seine Hauptfunktion ist die Interaktion des Organismus mit der Umwelt, weswegen die
Expressionsrate in Zellen von Grenzflichenorganen wie Lunge, Darm und Haut besonders
hoch ist (Banchereau et al. 1998; Esser et al. 2009; Li et al. 2011; Zhou et al. 2016). Dort ist der
AhR primir fir die Homdéostase des Immunsystems zustindig, weswegen er in den meisten
Immunzellen ebenfalls exprimiert wird (z.B. B- und T-Zellen, Plasmazellen, Th17, y8-T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und DCs (Marcus et al. 1998; Veldhoen et al. 2008; Jux
et al. 2009; Martin et al. 2009; Esser et al. 2009; Stockinger et al. 2011; Quintana et al. 2013;
Esser und Rannug 2015; Villa et al. 2017). AuBlerdem kann im ZNS ein Vorkommen des AhR
beobachtet werden, wobei Astrozyten die hochsten Expressionsraten aufweisen, wohingegen

Neurone und andere Glia-Zellen nur eine geringe Expression zeigen (Rothhammer et al. 20106).

1.8.1 Funktion

Der AhR hat verschiedene Funktionen, welche unter anderem die Metabolisierung von
organischen Molekiilen (Williamson et al. 2005), die Kontrolle des Zellwachstums, die zellulire
Differenzierung und die Modulation der Immunantwort umfassen (Li et al. 2011). Die jeweilige
Reaktion des Organismus auf eine AhR-Aktivierung hingt primir vom Liganden und vom
Zelltyp ab, was in Kapitel 1.8.2 niher ausgefiihrt wird. Generell kann festgestellt werden, dass
der AhR als inaktives Protein im Zytoplasma liegt, wo er durch Aktinfilamente verankert ist und
mit dem Hitzeschockprotein 90 (HSP 90), dem AhR-wechselwirkenden Protein (AIP), der c-
SRC-Proteinkinase und dem Co-Chaperon p23 einen Multiproteinkomplex bildet. Bei
Ligandenbindung erfihrt der AhR eine Konformationsinderung, wodurch er sich vom
Multiproteinkomplex 16st, seinen Interaktionspartner AbR nuclear transiocator (ARNT) bindet
und in den Kern transloziert (Esser und Rannung 2015). Dort wirkt AhR als
Transkriptionsfaktor und induziert die Transkription bestimmter Zielgene, wie zum Beispiel
Indolamin 2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) oder Peptiden aus der Cytochrom P450 (CYP)-Familie,
denen eine wichtige Rolle in der metabolischen Verstoffwechselung verschiedener Molekiile
zukommt (Veldhoen et al. 2009; Quintana et al. 2013; Stockinger et al. 2014). AhR-Liganden
werden im Darm von einer Vielzahl unterschiedlicher Darmbakterien produziert und sind fiir
das Funktionieren des Darmimmunsystems besonders wichtig. Hier kann der AhR unter
anderem durch die Induktion der Produktion von proinflaimmatorischen Th17- oder

antiinflammatorischen T..,-Zellen zur Aufrechterhaltung des Darmepithels beitragen
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(Sabatino et al. 2017). AuBerdem wurde bewiesen, dass die Aktivierung des AhR in
Immunzellen zu einer Verinderung der Expression verschiedener proinflammatorischer
Cytokine (z.B. IL-22) fihrt, was ihn auch zu einem mdglichen Ziel fir immunmodulatorische

Therapien, wie z.B. fur die MS macht (Pallotta et al. 2014; Wheeler et al. 2017).
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Abbildung 6: Der AHR-Signalweg in schematischer Darstellung. AhR-Liganden gelangen in das Zellinnere
und binden an den AhR, sodass dieser in den Kern wandert, an ARNT bildet und zum Transkriptionsfaktor wird.

Dadurch werden dann Gene abgelesen. (Mit freundlicher Genehmigung durch Joncker 2022).

1.8.2 Liganden

Obwohl der AhR nur eine Andockstelle hat, kann es an eine hohe Anzahl von strukturell
unterschiedlichen Molekiilen binden, solange sie eine bestimmte Grofle und planare Form
zeigen. Die Liganden lassen sich grob in drei Gruppen einteilen, nimlich exogene synthetische
Liganden, exogene natiirliche Liganden und endogene Liganden. Zu den exogenen
synthetischen Liganden zihlt die Chemikalie Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). TCDD
erlangte seine Bekanntheit im Vietnamkrieg, wo es als Teil eines Gases und damit als chemische
Waffe eingesetzt wurde. Es wird im Menschen kaum verstoffwechselt und hat eine sehr lange
Halbwertszeit von circa 7 Jahren und fihrte in den Nachkommen derer, die mit dem Gas in
Berithrung kamen, zu Geburtsdefiziten: Zu dieser Gruppe zihlen beispielsweise auch
Benzola]pyren oder Napthoflavone. Zu den natiirlichen exogenen Liganden zihlen zum
Beispiel Indolderivate, die von verschiedenen Pflanzen gebildet werden und z.B. durch die
Nahrungsaufnahme oder Atmung Uber die Grenzflichenorgane mit dem Organismus in
Berithrung kommen. Natirliche AhR Liganden hingen oft mit dem Tryptophan-Stoffwechsel
zusammen. Mit Hilfe von Sonnenlicht kann beispielsweis aus der Aminosdure Tryptophan in

der Haut das Molekiil 6-Formylindole-[3,2b] -carbazol (FICZ) produziert werden, das ebenfalls
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zu den endogenen AhR-Liganden gehért. Dartiber hinaus kénnen auch Darmbakterien
Tryptophan-Metabolite bilden und sekretieren, welche tiber thre Wechselwirkung mit dem AhR
fir ein funktionierendes Darmimmunsystem wichtig sind (Schmidt et al. 1996; Hahn et al. 2009;

Quintana et al. 2013; Stockinger et al. 2014; Esser und Rannung 2015).

1.8.3 Die Darm-Gehirn-Achse

Aktuelle Studien zeigten in EAE-Tiermodelle sowie bei MS-Patienten, dass eine Immunantwort
im ZNS zu Veridnderungen im Darmmikrobiom fiithrt, weshalb an dieser Stelle naher auf die
sogenannte Darm-Gehirn-Achse eingegangen wird. Die Kommunikation zwischen dem Gehirn
und dem Darm beruht auf einer gegenseitigen Wechselwirkung, wie beispielsweise tber
Hormone, Botenstoffe oder sensorische Neuronen. Uber die Darm-Gehirn-Achse steuert der
Verdauungstrakt Hunger und Appetit, beeinflusst die Stimmung, Emotionen und kognitive
Prozesse. In entgegengesetzter Richtung hat das ZNS einen Einfluss auf das Darmmikrobiom
und die Immunzell-Untergruppen, die im intestinalen lymphoiden Gewebe gebildet werden.
Studien zeigen, dass das MS-Darmmikrobiom allgemeine Veranderungen aufweist, von denen
einige mit der Férderung entzindlicher Zytokine und einer allgemeinen Entziindung verbunden
sind. Abbildung 7 zeigt auf der linken Seite Veranderungen des Darms und Mikrobioms bei
EAE/MS im Vergleich zu Kontrolltieren bzw. gesunden Kontrollpatienten. Dazu gehéren zum
Beispiel:
» Verinderungen am Darmmikrobiom wie:
die Zunahme proinflammatorischer Bakterientypen
die Reduktion entziindungshemmender Bakterien, die typischerweise mit
entziindungshemmenden Prozessen verbunden sind
» Die Erhohung der intestinalen Permeabilitit
» Eine erthohte Anzahl von Th1l- und Th17-Zellen

» Verschlimmerung der Neuroinflammation
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Environment  Genetics
EAE/MS

Observed changes on gut and microblome
of EAE/MS:
« Changes on gut microbiome
* 1 Akkermansia, Ruminococcus.
Metanobrevibacter
= Associated with pro-inflammatory
pathways
* | Bactervidaceae, Faecalibactenum,
Butyncimonas
» Associated with anti-inflammatory
pathways
* 1 Intestinal parmeability
« 1 Thi, Thi7 cells
+ Exacerbation of neuroinflammation

> Immunomodulation Therapeutic

1 Regulatory CD4" T cells
| Thi, Th17 cells ! Intervention?

Intestinal homeostasis
* | Intestinal permeability & bacterial ranslocation
* Gut dysbiosis restored
Improved disease outcome
* | CNSinfiltration & demyelination
| Axonal & neuronai loss

Abbildung 7: Die Darm-Gehirn- Achse und deren Wechselwirkungen (modifiziert nach Kirby und Ochoa-
Reparaz 2018 [Creative Commons Attribution CCBY License])
Auf der rechten Seite sind einige Auswirkungen des Darms auf das ZNS dargestellt, von denen
angenommen wird, dass sie durch therapeutische Interventionen beeinflusst werden kénnen.
Hierzu zihlen:

» Die Modulation von Immunantworten tber eine Erh6hung der regulatorischen CD4+

Zellen sowie eine Reduktion von Thl- und Th17-Zellen

» Die Verringerung der intestinalen Permeabilitit, bakterielle Translokation

» Die Wiederherstellung der Darmsymbiose

» Die Vetringerung der Infiltration und Demyelinisierung des ZNS, welche schlieBlich zu

einem verringerten Verlust von Axonen und Neuronen fiihrt

Letztendlich sind weitere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet erforderlich, um die
komplexen Interaktionen zwischen dem Darmmikrobiom und —immunsystem und
ZNS-spezifischer Immunitit besser zu verstehen und, die gezielte Beeinflussung der

Darmmikrobiota zu erforschen, um damit neuartige Therapiestrategien zu entwickeln.

1.8.4 AhR und EAE

Studien zeigten, dass die Aktivierung des AhR durch den TCDD Liganden zu einer Erh6hung
der Anzahl an T, -Zellen und einer Reduzierung der Anzahl an Th17-Zellen fithrt, wodurch es
insgesamt zu einer weniger ausgeprigten EAE kommt (Quintana ez a/. 2008). Die Aktivierung
des AhR durch das ITE (Indolylcarboxythiazolcarbonsiduremethylester), einen endogenen AhR-
Liganden, fithrt ebenfalls zu einer weniger ausgepragten EAE durch vermehrte Bildung von DC
und Ty-Zellen (Quintana et al. 2010). Verstirkt wird die EAE durch Bindung des FICZ-

Liganden, welcher zu einer verringerten Bildung von Tie-Zellen und THis-Zellen fithrt
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(Quintana et al. 2008; Veldhoen et al. 2008). Studien zeigen, dass Mause mit einem AhR-&nockout
insgesamt eine weniger schwere EAE entwickelten (Veldoen et al. 2008). AhR-defiziente
Makrophagen produzieren in EAE als Reaktion auf LPS weniger entziindungsférdernde
Zytokine (Kimura et al. 2009). Weitere Studien zeigten, dass der AhR auf dendritischen Zellen
(DCs) stark exprimiert wird und deren Differenzierung und Funktion stark beeinflusst
(Gutierrez-Vasquez und Quintana 2018). Die AhR-gesteuerte Produktion bestimmter
Substanzen durch DCs férdert unter anderem die Differenzierung der FoxP3-Expression
regulatorischer T-Zellen, die die Entwicklung einer EAE unterdriicken (Quintana et al. 2010).

Damit hat also der AhR in dendritischen Zellen eine entziindungshemmende Funktion.

1.8.5 AHR und Multiple Sklerose

MS erkrankte Patienten zeigten in Studien niedrigere Werte an zirkulierendem AHR als
Gesunde, woraus sich schliefen lisst, dass der AHR eine wichtige Bedeutung bei der MS-
Pathogenese haben kénnte (Rothhammer et al. 2016). In einem MS-Modell, der EAE, erhéhte
der AHR Knock-down die Krankheitswerte, wihrend die Aktivierung von AHR mit AHR-
Agonisten wie TCDD, Indol-3-Carbinol (I3C) und Diindolylmethan (DIM) sie verringerte
(Busbee et al. 2013). Das Fortschreiten der EAE-Erkrankung wurde durch eine erhohte
Expression von Forkhead Box P3 (FOXP3), eine erhéhte Anzahl an entziindungshemmenden
Tre-Zellen und eine verringerte proinflammatorische Th17-Expansion erreicht (Quintana et al.
2013). Der AHR-Agonist FICZ linderte bei systemischer Verabreichung ebenfalls das
Fortschreiten der EAE-Erkrankung und verringerte den EAE-Score in Mausmodellen (Duarte
et al. 2013). Die lokale Verabreichung von FICZ erhohte jedoch die Th17-Expansion, was
wiederum zu erhéhten EAE-Krankheitswerten fihrte (Hanieh et al. 2014). Der Mechanismus,
der durch den FICZ zu unterschiedlichen AHR-Aktivierungsreaktionen fiihrt, ist noch nicht
vollstindig geklirt. Trotzdem wurden gegensitzliche Wirkungen auf Th17-Zellpopulationen in
Abhingigkeit von der Verabreichungsmethode und/oder der Dosis gezeigt. AuBlerdem scheint
der AHR, wie zuvor erldutert, eine wichtige Funktion im Kontext der Darm-Hirn-Achse, welche
zur Schwere der EAE-Erkrankung beitragt, indem sie die Entziindungsreaktion der Astrozyten
und damit den EAE-Score reguliert zu haben. Die Entfernung von diitetischem TRP erhoht
den EAE-Score. Im Umkehrschluss kann der EAE-Score nach der Wiedereinfithrung von TRP
bei AHR-WT-Miusen verringert werden, jedoch nicht bei AHR—/—Miusen (Rothhammer et al.
2016). Laquinimod ist ein derzeit in der Entwicklung befindliches Medikament, das die BHS
passiert und EAE in einer AHR-abhingigen Weise verbessern kann (Wheeler et al. 2017). Daher
konnte der AHR ein wichtiger Modulator bei der MS und ein therapeutisches Ziel fiir die

zukiinftige Entwicklung von MS-Medikamenten sein.



1 Einleitung 34

1.9 Fragestellung

Der AhR-Signalweg moduliert die Differenzierung und Funktion verschiedener
Zellpopulationen, von denen viele eine bedeutende Rolle bei der Neuroinflaimmation haben.
Dartber hinaus wurde bereits bewiesen, dass ein Knock-Out des AhR die EAE-Induktion
behindert. Um herauszufinden, auf welchen Zelltyp dieser Effekt zurtickzufithren ist, wurde der
AhR in der vorliegenden Arbeit zell-spezifisch ausgeknockt. AnschlieBend wurde eine aktive
EAE induziert und eine histologische Auswertung durchgefihrt, um die Lisionslast, die T-

Zellinfiltration sowie die Makrophagen und Mikrogliaaktivierung zu beurteilen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Substanzen

Tabelle 3: Angewendete Chemikalien fiir histologische und immunhistochemische Firbungen

Bezeichnung Hersteller
2-Propanol reinst (Isopropanol) Chemsolute!
3-3%-Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid (DAB) Sigma-Aldrich?
DAB-Lésung:

25 mg DAB Sigma-Aldrich

20 pl H20230% Merck?

50 ml PBS AppliChem*
Aqua dest. und bidest.

Citratpuffer 10 Mm 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 auf 1000 ml Aqua bidest. Merck
Luxol-Fast-Biue (LFB) Clin-Tech Limited’
LFB-Losung:

1g LFB Clin-Tech Limited
1000 ml Ethanol 96%

5 ml Essigsdure 10% Merck

Mayers Himalaunl6sung Merck

Paraffin, Paraplast Plus McCornick Scientific®
Peroxidase-konjugiertes Avidin, ExtrAvidin, Sigma-Aldrich
verdinnt 1:1000 in FCS 10%

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) AppliChem
Salzsaure 25% Merck

1%ige Salzsidure-Alkohol-Lésung:

175 ml Isopropanol 100% Chemsolute

750 ml Aqua dest.

25 ml 25%ige Salzsdure Merck
Schiff-Reagenz Sigma
Wasserstoffperoxid 30% Merck
Wasserstoff 3%: Verdiinnung 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, Berlin, Deutschland

7) Clin-Tech Limited, Unit G, Perram Works, Guildfond, UK
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8) McCornick Scientific Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

2.1.2 Antikdrper

Tabelle 4: Liste der verwendeten Primér-und Sekundérantikorper

Bezeichnung Klon Hersteller Verdiinnung
Primérantikérper:
Kaninchen-anti-CD3 SP7 DCS! 1:150 in FCS 10%
(IgG, monoklonal)
Ratte-anti-MAC3 M3/84
(IgG, monoklonal) BD 1:200 in FCS 10%
Sekundirantikérper:
Ziege-anti-Kaninchen- Polyklonal Dianova? 1:500 in FCS 10%
IgG, biotinyliert
Ziege-anti-Ratte-IgG, Polyklonal Dinaova? 1:500 in FCS 10%
biotinyliert

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

2.2 Methoden

2.2.1 Transgene Miuse

Alle Tierversuche wurden an der Universititsmedizin Goéttingen von Dr. Stefan Nessler und
Dr. Erika Avendafio Guzman durchgefiihrt. Die Tiere wurden einem konstanten 12h/12h Hell-
Dunkel-Zyklus ausgesetzt und ad /ibitur mit Nahrung und Wasser versorgt. Die Versuche
wurden unter Berlcksichtigung aller relevanter nationaler und internationaler Richtlinien
beziiglich der Verwendung von Tieren zu Forschungszwecken durchgefiihrt. Genehmigungen
des niedersichsischen Landesamts fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES)
lagen vor. Fur die Versuche wurden ausschlieBlich weibliche Mause im Alter von 6-8 Wochen
genutzt. Alle transgenen Linien wurden auf einem C57BL/6-Hintergrund geztchtet. Um die
Auswirkungen der AhR-Signalibertragung auf bestimmte Immunzellen zu untersuchen,
wurden zellspezifische AhR-KO-Mausstimme generiert. Kurz zusammengefasst wurde mittels
des Cre/loxP-Systems ein zellspezifischer Knock-out des AhR erzeugt, dh. es wurden
zellspezifische Cre-Rekombinase-Linien (CD11c-Cre, FoxP3-Cre, GFAP-Cre und CD4-Cre)
mit AhR fl/fl-Miusen gekreuzt, um den AhR in dendritischen Zellen, regulatorischen T-Zellen,
Astrozyten und CD4+ T-Zellen spezifisch zu eliminieren. Als Kontrollen wurden AhR""Miuse
ohne Cre Rekombinase verwendet. Die verwendeten Krnock-out-Linien werden wie in der

nachfolgenden Tabelle 5 bezeichnet.
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Tabelle 5: Bezeichnung der verwendeten Knock-out-Linien

Verwendete Knock-out-Linien Bezeichnung

AhR/f Kontrollgruppe

CD4Cre AhRY/f1 CD4+ T-Zellen = AhRACD4
CD11cCte AhRY/A Dendritische Zellen = AhRACD11c
GFAPCe AhRY/f Astrozyten = AhRAGFAP

FoxP3Cre AhR/A Regulatorische T-Zellen = AhRAFoxP3

2.2.2 Immunisierung und EAE Induktion

ARRAP* AhRAPHe AhRAFAT T AhRY™™ und Kontrolltiere wurden s.c. mit insgesamt 200 pg
MOGss55-Peptid in Freundschem Adjuvans immunisiert, das in einem Volumen von je 50 ul in
die inguinalen und axilliren Hautfalten injiziert wurde. Begleitet wurde die Immunisierung von
einer intraperitonealen Injektion von 400 ng PTX am Tag der Immunisierung und zwei Tage

spater.

2.2.3 Scoring der klinischen EAE Symptome

Tabelle 6: Scoring der klinischen EAE Symptome

Score Einschrinkung

0 Keine Einschrinkung

0,5 Leichte Ataxie

1 Schwanzlihmung, Ataxie

2 Ataxie, leichte Hinterbein Lihmung
3 Komplette Hinterbein Lihmung

4 Tetraparese

5 Tod

Die Tiere wurden nach der EAE Induktion tiglich hinsichtlich des Auftretens von klinischen
Symptomen untersucht. Hierbei wurde die Symptomatik mithilfe eines etablierten Scoring-

Systems beurteilt und protokolliert.

2.2.4 Gewebeasservation

Zwecks histologischer Untersuchung wurden die Miuse transkardial perfundiert, zuerst mit PBS
und dann mit 4% PFA. Das Gewebe wurde anschlieBend 48 Stunden in 4% PFA bei 4°C
nachfixiert. Das Riickenmark wurde aus dem Spinalkanal heraus pripariert, in circa 0,5 cm lange
Segmente geschnitten und Gemal3 der Ublichen Verfahren entwissert und anschlieBend in
Paraffin eingebettet. Mittels eines Mikrotoms wurden 2-3 um dicke Gewebeschnitte hergestellt

und auf Objekttriger gezogen.
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2.2.5 Histologische Firbung

Zur Beurteilung der Lisionslast und zum Nachweis der Demyelinisierung wurde eine Luxol-
Fast-Blue/Petjodsiure-Schiff (LFB/PAS) Firbung der Ruckenmarksquerschnitte vollzogen.
Das alkohol-16sliche Kupferphthalocyanin Luxo/-Fast-Blue erlaubt eine gute Darstellung der
Myelinscheiden, da das LFB mit den Phospholipiden des Myelins reagiert und es tiirkisblau
darstellt. Durch die Erginzung der PAS-Firbung werden Zellkerne blau oder violett, Kapillaren
rot und graue Substanz sowie demyelinisierte Lisionen blassrosa dargestellt, da das PAS
unsubstituierte 1,2-Glykole oxidiert und dadurch Basalmembranen, Bindegewebsfasern,
Zellwinde, glykogenhaltige Zellen und Glykolipide rot anfirbt. Fur die anschlieBende Firbung
des Gewebes erfolgt eine Entparaffinierung durch das Bad in Xylol und anschlieend einem
Xylol-Isopropanol-Gemisch.  AnschlieBend werden die Riickenmarksquerschnitte in
Isopropanol 90% tiberfihrt, in LFB-Losung bei 60 °C im Wirmeschrank tiber Nacht inkubiert.
Nach visueller Kontrolle erfolgt fir circa eine Minute die Differenzierung in
Lithiumcarbonatlosung, 70%igem Isopropanol sowie Aqua dest. AnschlieBend wird zweimal
mit Aqua dest. gesptlt, sodass danach die Farbung mit 1%iger Perjodsidure bei Raumtemperatur
fir finf Minuten erfolgen kann. Dann erfolgt erneuert das Spulen mit Leitungswasser fiir
weitere finf Minuten und abschlieBend das zweimalige griindliche Spiilen mit destilliertem
Wasser. Danach werden die Schnitte bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten in das Schiffsche-
Reagenz eingetaucht. Unter flieBendem Leitungswasser werden dann die Schnitte fur finf
Minuten gehalten und schlie@lich fiir zwei Minuten die Gegenfarbung mit Himalaunl6sung und
eine abschlieBende Differenzierung in 1%iger Salzsiure-Alkohol-Losung durchgefiihrt. Danach
werden die Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fir fiinf bis zehn Minuten gebldut, um
schlieBlich in aufsteigender Alkoholreihe bis Isopropanol 100% dehydriert, kurz in
Isopropanol-Xylol (Verhiltnis 1:1) und dreimal fir drei Minuten in Xylol eingebracht und

schlieBlich mit Entellan eingedeckelt zu werden.

2.2.6 Immunhistochemische Firbung

Mithilfe  immunhistochemischer  Firbungen konnen  Immunzell-Infiltrationen  im
Riickenmarksgewebe gezielt angefirbt und quantifiziert werden, wodurch das Ausmal3 der
Entziindung beurteilt werden kann. Das Firbeprinzip beruht auf der Affinitit von Antikérpern
zu spezifischen Epitopen. Diese Antikérper-Antigen-Reaktion ermoglicht die gezielte

Markierung bestimmter Proteine.
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2.2.6.1 Indirekte Methode

Der Vollstindigkeit halber soll an dieser Stelle kurz das Prinzip der hier angewandten indirekten
Methode, auch als indirekte Immunfluoreszenz (IIF) bezeichnet, geschildert werden. Hierbei
wird unterschieden zwischen der Zwei-Schritt-Methode und der Drei-Schritt-Methode. Auf das
zu untersuchende Priparat (Gewebeprobe, Zellen) wird im ersten Schritt der Zwei-Schritt-
Methode cin spezifischer Primérantikérper gebracht und im nichsten Schritt ein
Sekundirantikérper aufgetragen. Dieser richtet sich gegen den Primirantikérper und ist mit
einem Enzym verknupft, das fir die Farbentstehung durch eine Enzym-Substrat-Reaktion
verantwortlich ist. Der nun sichtbare Farbstoff gilt als Indikator fiir das Epitop. Diese Methode
wird angewandt, wenn grofle Mengen an Antigen vorhanden sind und dargestellt werden sollen.
Die Drei-Schritt-Methode wird immer dann angewandt, wenn es darum geht geringe Mengen
an Antigenen darzustellen, da sie der Signalverstirkung dient. Hierbei kommt es zum Einsatz
eines mit einem Enzym gekoppelten Tertidrantikorpers, der dann an den Sekundirantikérper

bindet.

2.2.6.2 Direkte Methode

Die direkte Methode kombiniert das zu testende Antigen (Protein) mit einem spezifischen
Primarantikorper, welcher direkt mit einem Enzym oder Fluorophor (Texas Red, Rhodamin
oder Fluorescein) gekoppelt ist. Dieser Antikorper-Enzym-Komplex kntipft an das Antigen,
sodass nicht gebundene Antikorper abgespilt werden. Nun wird im nichsten Schritt dem
Enzym ein spezifisches Substrat zugegeben, sodass eine kolorierende Enzym-Substrat-Reaktion
stattfindet. Der Farbstoff wird tiberall dort gebildet, wo auch eine immunchemische Reaktion
erfolgt ist und macht diese damit erkennbar. Geeignet ist diese Methode vor allem zur

Veranschaulichung mehrerer unterschiedlicher Proteine innerhalb eines Priparats.

2.2.6.3 Labelled (Strept-) Avidin-Biotin-Methode (LSAB)

Es ist die am hiufigsten angewendete Methode, beruhend auf die hohe Zuneigung von Avidin
(Hithnereiweil3) und Streptavidin (Streptomyces avidinii) gegentber Biotin. Beide Proteine
verfiigen tber jeweils vier Andockstellen fiir Biotin. Bei Mischung von Avidin mit einem
biotinylierten Marker (Biotingold, Biotinenzym) wird ein Komplex mit vielen Biotinmarkern
und einigen Avidinmolekilen gebildet. Optional kann Avidin an ein Enzym, wie Peroxidase
konjugiert werden und damit die Sensitivitit des Verfahrens erh6hen (Ramos-Vara 2005). Bei
Zugabe von Avidin auf das Priparat werden biotinylierten Antikorper gebunden, wodurch auch
kleine Antigenmengen nachgewiesen werden koénnen. Wir verwendeten fiir unsere

Versuchsreihe ausschlief3lich die Streptavidin-Biotin-Methode mit einem Primarantikérper und



2 Material und Methoden 40

einem biotinylierten Sekundirantikorper. Die an Streptavidin gekoppelte Peroxidase setzt dann
das Substrat (DAB) enzymatisch zu einem braunen Farbstoff um. Es erfolgt zunichst eine
Entparaffinierung mit Xylol (4x10min) und einem Xylol-Isopropanol-Gemisch und schlieflich
die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe bis Isopropanol 50% (je 5min) und
anschieBend eine Wisserung in Aqua dest. (5min). Damit Epitope der Antigene, die teilweise
durch Fixierung und Einbettung verindert und damit unzuginglichen fir Antikérper gemacht
wurden wieder zuginglich sind, erfolgte eine Demaskierung der Antigene mittels Citratpuffer
(10mM) bei ph = 6,0 in der Mikrowelle bei 800 Watt fur funfmal drei Minuten. Nachdem
Abkuhlen der Priparate im Puffer erfolgt das Abspiilen mit Aqua dest. und PBS. Danach wird
die endogene Peroxidase bei Raumtemperatur mit 3%igem Wasserstoffperoxid (H.O») fir 10
Minuten geblockt und anschlieBend dreifach mit PBS gespult. Unspezifische Bindungsstellen
fur die Primarantikérper werden durch 10% FCS Serum 10 Minuten lang blockiert. Ohne
vorheriges Abspiilen wird der Primidrantikérper in einer Blockierungslésung (10% NGS in PBS)
entsprechend verdiinnt, aufgetragen und in einer feuchten Kammer bei 4°C iber Nacht
inkubiert. AnschlieBend erfolgt dann das dreimalige Spilen mit PBS und das Auftragen des
passenden biotinylierten Sekundirantikérpers fur 60 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
nochmaliger PBS-Sptilung erfolgt eine Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Avidin, 1:1000
verdunnt in Blockierungslésung fiir 60min bei Raumtemperatur und abschieend erneuert eine
Spilung mit PBS. Nach Zugabe der DAB-Losung und 30% H>O; oxidiert die gekoppelte
Peroxidase DAB und es zeigt sich ein briunlicher Farbniederschlag. Nachdem griindlichen
Absptilen mit Aqua dest. erfolgt die Gegenfirbung in Himalaun fir 30 Sekunden. Danach
erfolgen wieder das Ausspilen in Aqua dest. und kurzes Dippen in HCI-Alkohol zur
Differenzierung. Abschieflend wird das Blauen unter flieBendem Leitungswasser fur 10 Minuten
und eine finale Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, einem Alkohol/Xylol-
Gemisch und Xylol durchgefihrt. AbschlieBend werden die Firbungen mit Entellan

eingedeckelt.

2.2.7 Auswertung und Statistik

Zur mikroskopischen Erfassung und Auswertung der Lisionslast wurden die LFB/PAS
gefirbten Riickenmarksquerschnitte digital mittels eines Photomikroskops (BX63, Olympus),
ausgestattet mit einer CCD-Kamera von Olympus und des Programms CellSens Dimension,
abfotografiert. Bei Rickenmarkquerschnitten, die sich aus mehreren Bildern zusammensetzten,
wurde eine Nachbearbeitung und Zusammensetzung einzelner Querschnitte mit Photoshop
CS4 durchgefihrt. Die weitere Auswertung erfolgte mittels des Bildbearbeitungs- und

Verarbeitungsprogramms Image], wodurch die Gesamtfliche des Riickenmarksquerschnittes,
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der grauen und weillen Substanz sowie der Lisionen bestimmt werden konnte. AnschlieBend
wurde der Prozentsatz aus der Summe aller Lisionen und der Gesamtfliche der weillen
Substanz gebildet., um dann einen Mittelwert aller Tiere innerhalb einer Gruppe bestimmen zu
konnen. Mit Hilfe eines standardisierten Zahlgitters wurde die Dichte der CD3-positiven Zellen
sowie der MAC-3-positiven Zellen innerhalb der Lisionen pro Objekttriger in 400-facher
Vergroflerung gezahlt. Die ermittelten Messwerte bzw. Zihlwerte wurden dann mithilfe des
Tabellenkalkulationsprogrammes Microsoft Excel bestimmt und weiterverarbeitet. Fiir jedes
Versuchstier wurde damit die Lisionslast (Gesamtfliche der Lisionen dividiert durch die Fliche
der weillen Substanz in Prozent) und die Zelldichte (Zellzahl dividiert durch die Gesamtfliche
in Quadratmillimeter) berechnet. Die grafische Veranschaulichung und statistische Beurteilung
erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 6.0. Zur statistischen Analyse wurden die
Daten zuerst auf Normalverteilung getestet. Da die Daten grofitenteils nicht normal verteilt
waren, wurde im Rahmen der Signifikanzanalyse der ,,Student’s t-Test™ fiir die Berechnung der
Signifikanzen angewendet. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert von unter 0,05 definiert.

Die Signifikanzniveaus werden als Sternchen iiber den Graphen gekennzeichnet.

Dabei entspricht: p < 0,05 = *; p <0,01 = **¥; p< 0,001 = ***
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3  Ergebnisse

3.1 Klinischer Schweregrad der EAE

Um beurteilen zu konnen, welchen Einfluss die Deletion des AhR auf einzelnen an der
Immunreaktion beteiligten Zellen auf die EAE hat, wurde die klinische Symptomatik der Tiere
wie oben beschrieben ermittelt. Dargestellt ist der finale EAE Score vor dem Versuchsabbruch
in den verschiedenen Gruppen. Es ist zu erkennen, dass nur die Deletion des AhR auf CD4+
T-Zellen einen klaren Effekt auf die Schwere der EAE hat, wobei der durchschnittliche finale
EAE Score der AhR*®* Miuse mit 1,4 (£1,2), gegeniiber 2,7 (¥2,1) in der Kontrollgruppe,
deutlich niedriger liegt. Fir alle anderen Gruppen ist kein deutlicher Effekt auf den Schweregrad
der EAE erkennbar.

EAE score

Abbildung 8: Finale EAE Scores. Dargestellt sind die finalen EAE Scores der verschiedenen Versuchsgruppen
im Vergleich zu Kontroll-Tieren. Jeder Punkt reprisentiert ein Tier, und der Mittelwert sowie die
Standardabweichung des Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM) sind graphisch dargestellt.

3.2 Histologische Untersuchung

Im Weiteren wurde zusitzlich zum finalen Schweregrad der EAE auch untersucht, inwieweit
sich eine Zell-spezifische Deletion des AhR auf die Bildung demyelinisierter Lisionen, die
Infiltration von T-Zellen, sowie die Makrophageninfiltration und Mikrogliaaktivierung auswirkt.
Zu diesem Zweck wurden histologische und immunhistochemische Untersuchungen
durchgefiihrt. Ausgewertet wurden Rickenmarksquerschnitte von Tieren aller vier transgenen
Linien sowie von Kontroll-Tieren in der LFB/PAS, CD3 und MAC3 Firbung. Mit Hilfe der
LFB/PAS Firbung wurde die Lisionslast bestimmt. Rickenmarksquerschnitte in der MAC3-
Fiarbung dienen zum Anfirben von Makrophagen und aktivierter Mikroglia. Genauer gesagt

handelt es sich hier um eine Firbung gegeniiber Mac3, welches ein Glykoprotein ist, dass von
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Makrophagen produziert wird. Antikérper gegen Mac3 kolorieren Makrophagen und aktivierte
Mikroglia, sowie Strukturen in Lunge, Leber, Milz und Knochenmark, aber nicht in Gehirn,
Herz oder und Thymus. Um die T-Zell-Infiltration in das Riickenmark zu untersuchen, erfolgte
eine Auswertung der immunhistochemischen CD3-Farbungen. Hier handelt es sich um eine
Firbung von T-Lymphozyten durch Antikérper, die gegen CD3 gerichtet sind, einem
Proteinkomplex aus vier Ketten, der als Ko-Rezeptor fiir den TCR dient und auf allen T- Zellen
exprimiert wird. CD3 ist spezifisch fur T-Lymphozyten und nicht-kovalent an den TCR
gebunden (Abbas et al. 2014, Chetty und Gatter 1994).

3.3 Zellspezifische Deletion des AhR in CD4+ T-Zellen

3.3.1 Lisionsgrofle

Um das AusmaB3 der Entmarkung in AhR**- und Kontrollmiusen zu bestimmen, wurde in
der LFB/PAS-Firbung in jeweils mindestens fiunf Rickenmarksquerschnitten pro Tier der
Prozentsatz der entmarkten weillen Substanz bestimmt. (Die Auswertung der LFB-PAS
Firbung in diesen Tieren ergab, dass) In Tieren der Kontrollgruppe waren durchschnittlich
16,1% (£3,7%) der weillen Substanz demyelinisiert, wohingegen in den AhR*®®*-Miusen
lediglich 3,2% (£1,5%) der weiBen Substanz demyelinisiert waren. Somit weisen die AhR*“P*-

Miuse hier eine signifikante Verringerung der Lisionsgrof3e auf (t-Test, p < 0,01).

Ct1l AhRACD4
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Abbildung 9: Ausmall} der Entmarkung der weilen Substanz (LFB-PAS) in Kontroll- vs. AhRACD4-
Miusen.

Der Prozentsatz der entmarkten weilen Substanz im Riickenmark wurde in der LFB/PAS-
Firbung bestimmt. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein
Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (Szandard Error of the
Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen
knockont  des  AhR-Rezeptors.  Dargestellt sind  reprisentativ. Aufnahmen  von

Ruckenmarksquerschnitten in 40-facher VergroBerung, Mal3stabsbalken 200 um (Abb. 9).

3.3.2 T-Zellinfiltrat

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen CD3 in diesen Tieren ergab, dass
in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 94,4 (£17,8) Zellen pro mm?® zu finden waren,
wohingegen in den AhR**-Miusen lediglich 10,2 (£5,7) Zellen pro mm? zu finden waren.
Somit weisen die AhR*®*-Miuse hier ein signifikant geringeres T-Zell-infiltrat auf (t-Test,

p<0,001).
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Abbildung 10: Infiltration von CD3-positiven T-Zellen in Kontroll- vs. AhRACP4-Miusen.

Die Anzahl der CD3-positiven T-Zellen wurde manuell anhand eines Okulargitters fiir jeden
gescannten Schnitt ermittelt und die Zelldichte pro mm? fiir jedes Tier errechnet. Aufgetragen
wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprasentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die

Standardabweichung des Mittelwerts (Szandard Error of the Mean = SEM) von Tieren der
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Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen &nockout des AhR-Rezeptors. Der
Mittelwert errechnet sich aus der Summe aller T- Zellen pro Lision. Dargestellt sind
reprisentative Aufnahmen von Rickenmarksquerschnitten in 200-facher VergroBerung,

MafBstabsbalken 100 cm (Abb.10).

3.3.3 Makrophageninfiltration/Mikrogliaaktivierung

Um das Ausmaf3 der Makrophageninfiltration zwischen den Ctrl- und AhRA“®* Miusen
vergleichen zu kénnen, wurde anhand eines Okulargitters fur jeden gescannten Schnitt die
Anzahl der Zellen ermittelt und die Zelldichte pro mm2 fir jedes Tier errechnet. Die
Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen MAC3 in diesen Tieren ergab, dass
in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 169,4 (+41,2) Zellen pro mm?® zu finden
waren, wohingegen in den AhR*®*-Miusen lediglich 7,4 (+3,1) Zellen pro mm? zu finden
waren. Somit weisen die AhR*®*-Miuse hier ein signifikant geringeres Vorkommen von

Makrophagen/aktivierter Mikroglia auf (t-Test, p<0,01).
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Abbildung 11: MAC3-positiveMakrophagen/aktivierte Mikroglia in Kontroll- vs. AhRACD4-Miusen.

Die Anzahl der MAC3-positiven Makrophagen/aktivierter Mikroglia wurde manuell
ermittelt und die Zelldichte wurde errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein
Punkt reprisentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des
Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren
mit einem CD4-spezifischen knockont des AhR-Rezeptors (t-Test, p<0,01). Rechts finden
sich reprisentative Aufnahmen von Riickenmarksquerschnitten in 200-facher Vergroflerung,

Malstabsbalken 100 um (Abb.11).
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3.4 Zellspezifische Deletion des AhR in FoxP3+ regulatorischen T-
Zellen

3.4.1 Lisionsgrofle

Um den Grad der Entmarkung in AhR*™ und Kontrollmiusen zu bestimmen, wurde in
der LFB/PAS-Firbung in Ruckenmarksquerschnitten pro Tier der Prozentsatz der
entmarkten weilen Substanz bestimmt. Die Auswertung der LFB-PAS Firbung in diesen
Tieren ergab, dass in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 16,1% (£3,7%) der weillen
Substanz demyelinisiert waren, wohingegen in den AhR**™-Miusen lediglich 9,9% (£3,0%)
der weillen Substanz demyelinisiert waren. Somit weisen die AhR*™"-Miuse hier keine
signifikante Verringerung der LisionsgroBe auf, (t-Test, p = ns).
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Abbildung 12: Ausmal} der demyelinisierten Lisionen mittels LFB-PAS in Kontroll- vs. AhRAFoxP3.
Miusen.

Die GroB3e der Lasion wurde als Fliche der LFB-negativen Areale der weillen Substanz im
Verhiltnis zum Gesamtareal der weilen Substanz bestimmt. Die Resultate sind in Prozent
angegeben. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier),

sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (Standard Error of the
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Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen
knockont des AhR-Rezeptors (t-Test, p = nicht signifikant). Dargestellt sind reprisentative
Aufnahmen von Rickenmarksquerschnitten in 40-facher Vergrélerung, Mal3stabsbalken 200

um (Abb.12).

3.4.2 T-Zellinfiltrat

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung gegen CD3 in diesen Tieren ergab, dass in Tieren
der Kontrollgruppe durchschnittlich 94,4 (£17,8) Zellen pro mm? zu finden waren, wohingegen in den
AhRAFoxP3-Miusen lediglich 38,2 (£6,7) Zellen pro mm? zu finden waren. Somit weisen die AhRAFoxP3-

Miuse hier ein signifikant geringeres T-Zell-infiltrat auf (t-Test, p<0,01).
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Abbildung 13: Infiltration von CD3-positiven T-Zellen in Kontroll- vs. AhRACP4-Miusen.

Die Anzahl der CD3-positiven T-Zellen wurde manuell ermittelt und die Zelldichte wurde
errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier), sowie
der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM)
von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen knockout des AhR-
Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen von Riickenmarksquerschnitten in

200-facher Vergroflerung, Mal3stabsbalken 100 um (Abb.13).

3.4.3 Makrophageninfiltration/Mikrogliaaktivierung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung gegen MAC3 in diesen Tieren ergab, dass
in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 169,4 (+41,2) Zellen pro mm” zu finden waren,
wohingegen in den AhR**"™-Miusen 110,0 (+28,9) Zellen pro mm® zu finden watren. Somit
weisen die AhR**™-Miuse hier kein signifikant unterschiedliches Vorkommen von

Makrophagen/aktivierter Mikroglia auf (t-Test, p<0,01).
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Abbildung 14: MAC3-positive Makrophagen/aktivierte Mikroglia in Kontroll- vs. AhRAFxP3.Miusen.

Die Anzahl der MAC3-positiven Makrophagen/aktivierter Mikroglia wurde manuell
ermittelt und die Zelldichte wurde errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein
Punkt reprisentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des
Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren
mit einem CD4-spezifischen &nockout des AhR-Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative

Aufnahmen von Riickenmarksquerschnitten in 200-facher VergroB3erung, Maf3stabsbalken
100 pm (Abb.14).

3.5 Zellspezifische Deletion des AhR in CD11c+ dendritischen Zellen

3.5.1 Lasionsgrofle

Die Auswertung der LFB-PAS Firbung in diesen Tieren ergab, dass in Tieren der Kontrollgruppe
durchschnittlich 16,1% (£3,7%) der weilen Substanz demyelinisiert waren, wohingegen in den
AhRACDUe-Miusen 21,4% (£7,5%) der weillen Substanz demyelinisiert waren. Somit weisen die

AhRACDUe_Miuse hier keine signifikante Verringerung der Lisionsgro3e auf.
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Abbildung 15: Ausmaf} der demyelinisierten weillen Substanz mittels LFB-PAS in Kontroll- vs. AhRACD!lc.
Miusen.

Die GréBe der Lision wurde als Fliche der LFB-negativen Areale der weilen Substanz im Verhiltnis zum
Gesamtareal der weillen Substanz bestimmt. Die Resultate sind in Prozent angegeben. Aufgetragen wurde
der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung
des Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem
CD4-spezifischen knockont des AhR-Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen von

Riickenmarksquerschnitten in 40-facher VergroBerung, MaB3stabsbalken 200 um (Abb.15).

3.5.2 T-Zellinfiltrat

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen CD3 in diesen Tieren ergab, dass in Tieren der
Kontrollgruppe durchschnittlich 94,4 (£17,8) Zellen pro mm? zu finden waren, wohingegen in den
AhRACDHe-Mzusen 140,9 (£43,8) Zellen pro mm? zu finden waren. Somit weisen die AhRACDHe-Miuse hier

keine signifikante Reduzierung des T-Zell-Infiltrats auf (t-Test, p<0,01).
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Abbildung 16: Infiltration von CD3-positiven T-Zellen in Kontroll- vs. AhRACPllc.Miusen.

Die Anzahl der CD3-positiven T-Zellen wurde manuell ermittelt und die Zelldichte wurde
errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier), sowie der
Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM) von

Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen &nockont des AhR-
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Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen von Riickenmarksquerschnitten in

200-facher VergroBlerung, Maf3stabsbalken 100 um (Abb.16).

3.5.3 Makrophageninfiltraion/Mikrogliaaktivierung

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen MAC3 in diesen Tieren ergab, dass in
Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 169,4 (+41,2) Zellen pro mm? zu finden waren, wohingegen
in den AhRACD!e-Miusen 229,6 (£65,7) Zellen pro mm? zu finden waren. Somit weisen die AhRACD! e
Miuse hier keine signifikant unterschiedliche Dichte von Makrophagen/aktivierten Mikrogliazellen auf

(t-Test, p<0,01).
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Abbildung 17: MAC3-positive Makrophagen/aktivierte Mikroglia in Kontroll- vs. AhRACPIc.Mzusen.

Die Anzahl der MAC3-positiven Makrophagen/aktivierter Mikroglia wurde manuell ermittelt
und die Zelldichte wurde errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt
reprasentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts
(Standard Error of the Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem
CD4-spezifischen knockout des AhR-Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen

von Riickenmarksquerschnitten in 200-facher VergroB3erung, Mal3stabsbalken 100 pm (Abb.17).

3.6 Zellspezifische Deletion des AhR in GFAP+ Astrozyten

3.6.1 Lisionsgrofle

Die Auswertung der LFB-PAS Firbung in diesen Tieren ergab, dass in Tieren der
Kontrollgruppe durchschnittlich 16,1% (£3,7%) der weiBlen Substanz demyelinisiert waren,
wohingegen in den AhR*“"**-Miusen 12,6% (+3,4%) der weillen Substanz demyelinisiert

waren. Somit weisen die AhRA***-Miuse keine signifikant unterschiedliche Lasionsgrof3e auf.
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Abbildung 18: AusmaB der demyelinisierten Lisionen mittels LFB-PAS in Kontroll- vs. AhRAGFAP+.

Die GroBe der Lision wurde als Fliche der LFB-negativen Areale der weillen Substanz im
Verhiltnis zum Gesamtareal der weilen Substanz bestimmt. Die Resultate sind in Prozent
angegeben. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier), sowie
der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (Standard Error of the Mean = SEM)
von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen &nockont des AhR-
Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen von Riickenmarksquerschnitten in 40-

facher VergroBerung, Maf3stabsbalken 200 um (Abb.18).

3.6.2 T-Zellinfitrat

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen CD3 in diesen Tieren ergab, dass
in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 94,4 (£17,8) Zellen pro mm® zu finden waren,
wohingegen in den AhR*“"*"-Miusen 58,4 (£23,3) Zellen pro mm® zu finden waren. Somit
weisen die AhR*“"**-Miuse hier keine signifikante Reduzierung des T-Zell-infiltrat auf (t-Test,

p<0,01).
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Die Anzahl der CD3-positiven T-Zellen wurde manuell ermittelt und die Zelldichte wurde
errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt reprisentiert ein Tier), sowie
der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (S7andard Error of the Mean = SEM)
von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem CD4-spezifischen knockout des AhR-
Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen von Rickenmarksquerschnitten in

200-facher Vergrofierung, Mal3stabsbalken 100 um (Abb.19).

3.6.3 Makrophageninfiltration/Mikrogliaaktivierung

Die Auswertung der immunhistochemischen Firbung gegen MAC3 in diesen Tieren ergab, dass
in Tieren der Kontrollgruppe durchschnittlich 169,4 (+41,2) Zellen pro mm” zu finden waren,
wohingegen in den AhR*“™"-Miusen 265,2 (+65,7) Zellen pro mm? zu finden waren. Somit
weisen die AhRA“"P-Miuse hier kein signifikantes Vorkommen von Makrophagen/aktivierter

Mikroglia auf (t-Test, p<0,01).
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Abbildung 20: MAC3-positive Makrophagen/aktivierte Mikroglia in Kontroll- vs. AhRAGFAP_Miusen.
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Die Anzahl der MAC3-positiven Makrophagen/aktivierter Mikroglia wurde manuell ermittelt
und die Zelldichte wurde errechnet. Aufgetragen wurde der Mittelwert pro Tier (ein Punkt
reprasentiert ein Tier), sowie der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts
(Standard Error of the Mean = SEM) von Tieren der Kontrollgruppe versus Tieren mit einem
CD4-spezitischen knock- Out des AhR-Rezeptors. Rechts finden sich reprisentative Aufnahmen
von Riickenmarksquerschnitten in 200-facher Vergrof3erung, MaB3stabsbalken 100 pm (Abb.20).
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4 Diskussion

Um die Rolle des AhR bei der Pathogenese der EAE bewerten zu kénnen, untersuchten wir
den Krankheitsverlauf, das Ausmal3 der Entmarkung, die T-Zell-Infiltration und die
Makrophageninfiltration/Mikrogliaaktivierung bei Mausen mit zellspezifischem AhR-&nockont
in verschiedenen an der peripheren Immunantwort beteiligten Zelltypen sowie in Astrozyten.
In der vorliegenden Arbeit wurden ein zellspezifischer AhR-&nockont in T-Helferzellen,

regulatorischen T-Zellen, dendritischen Zellen sowie Astrozyten untersucht.

Der ausgeprigteste Effekt konnte in Mausen mit einem AhR-gnockont in CD4+ T-Zellen
beobachtet werden. Ich konnte in diesen Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren eine schwichere
Krankheitsausprigung, ein reduziertes Ausmal3 an entmarkten Lisionen, eine verringerte T-
Zellinfiltration sowie auch eine verringerte Makrophageninfiltration und Mikrogliaaktivierung
feststellen. Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass dem AhR auf CD4+ T-Helfer-
Zellen eine entscheidende Rolle wihrend der Ausprigung einer Immunantwort zukommt,
hauptsichlich da seine Aktivierung zur Expression und Sekretion von Effektor-Zytokinen wie
1L-17 und 1L-22 fihrt (Veldhoen et al. 2008; Esser et al. 2009). Dartiber hinaus ist der AhR
wichtig fir die korrekte Ausdifferenzierung von T-Helfer-Zellen, die eine bedeutende Rolle bei
der Invasion von Immunzellen in das ZNS spielen (Rouse et al. 2013; Gutiérrez-Vazquez et al.
2018). In vitro Studien zeigten, dass CD4+ T-Zellen aus AhR-defizienten Midusen zwar eine
TH17-mediierte Immunantwort ausbilden kénnen, aber unter Zugabe eines AhR-Liganden
keine vermehrte Ausdifferenzierung von TH17-Zellen stattfindet (Duarte et al. 2013). AhR-
defiziente TH17-Zellen sind dartiber hinaus in der Lage IL.-22 zu produzieren, jedoch in
verringerter Menge (Veldhoen et al. 2008; Yeste et al. 2014). Es wurde jedoch gezeigt, dass IL-
22 tir die Pathogenese der EAE keine wichtige Rolle zukommt, da I1.-22 nockont Mause keine
verinderte Suszeptibilitit aufweisen (Kreymborg et al. 2007). Daher ist der in dieser Studie
gezeigte Effekt hochstwahrscheinlich nicht auf eine verdnderte IL-22 Sekretion
zuriickzufthren. Die Bedeutung des pro-inflammatorischen Zytokins I1.-17 fiir verschiedene
Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel MS oder EAE, wurde in verschiedenen Studien
belegt. Im Falle der EAE konnte gezeigt werden, dass 1L.17-&nockout Miuse eine verringerte
Suszeptibilitit aufweisen (Regen et al. 2021). Rezente Studien belegen aulerdem den Einfluss
der Darm-Gehirn-Achse auf die Ausbildung von Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise
MS. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Modulation der Ausbildung von
Autoimmunprozessen im ZNS von EAE Miusen durch IL-17 primir durch eine Modulation

des Darm-Mikrobioms hervorgerufen wird und nicht wie bisher vermutet durch Prozesse im
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Gehirn (Regen et al. 2021). Da der AhR bekanntermal3en einer der Hauptregulatoren des Darm-
Mikrobioms ist, liegt die Vermutung nahe, dass die deutlich weniger ausgeprigte EAE in
AhRA“P* Miusen ebenfalls zum Teil auf ein verindertes Darm-Mikrobiom zuriickzufiihren sein

konnte.

Wie oben bereits beschrieben, ist der AhR von entscheidender Bedeutung bei der
Ausdifferenzierung von TH17-Zellen zu FoxP3+ regulatorischen T-Zellen, da durch die
Aktivierung des AhR diverse entscheidende intrazellulire Prozesse in Gang gesetzt werden.
Generell kénnen Tie,-Zellen, welche eine immunmodulatorische Funktion im Kérper besitzen,
die Proliferation von Effektor-T-Zellen und die Produktion von Zytokinen limitieren und somit
Autoimmunitit verhindern. Es konnte in unterschiedlichen EAE-Modellen gezeigt werden,
dass der knockout von Tiep-Zellen zu einer Verschlimmerung des klinischen Verlaufs der EAE
fihrt (Zhang et al. 2004; McGeachy et al. 2005; Girtner et al. 2006). Auf Grundlage dieser
Kenntnisse wurde man nun erwarten, dass der &nockout von AhR in FoxP3+ Zellen dazu flihrt,
dass die Ausreifung von Ti,-Zellen gestort ist. Obwohl diese Studie keine explizite
Quantifizierung von FoxP3+ T.-Zellen beinhaltet, deutet die signifikant geringere T-Zell-
Infiltration in den AhR*™™ Miusen durchaus darauf hin. Dies sollte zum besseren Verstindnis
der Pathogenese in diesen Tieren jedoch in zukiinftigen Studien geklart werden. Das verringerte
Auftreten von Tr,-Zellen sollte nach aktuellem Wissensstand zu einer Verschlimmerung der
EAE fihren. Dies konnte in dieser Studie jedoch nicht beobachtet werden. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und AhR**** Miusen in Bezug auf den klinischen
Verlauf, die Lisionslast oder die Makrophageninfiltration und Mikrogliaaktivierung beobachtet
werden. Der Grund fur das Ausbleiben des erwarteten Effekts ist im Rahmen der vorliegenden
Studie nicht zu erkennen, man kann nur anhand von publizierten Studien spekulieren. Es wire
zum Beispiel denkbar, dass die immunmodulatorische Funktion der FoxP3+ T.-Zellen von T
regulatory type 1 Zellen aufgefangen wird. Da diese kein FoxP3 exprimieren, wird ihre
Ausdifferenzierung und Funktion durch den Anockout von AhR unter FoxP3 nicht
beeintrachtigt. Somit sind weitere Experimente erforderlich, um die Griinde fir diese Effekte

erkliren zu konnen.

Eine Studie von Quintana und Kollegen konnte zeigen, dass der AhR auf dendritischen Zellen
(DCs) und Astrozyten eine entziindungshemmende Funktion hat. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob ein Anockout des AhR in einer dieser beiden an der
angeborenen Immunantwort beteiligten Zellpopulationen die Pathogenese der EAE verindert.

Es wurde gezeigt, dass der AhR sowohl die Ausdifferenzierung als auch die Funktion von DCs
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beeinflusst (Quintana et al. 2015). Die Hauptaufgabe der DCs besteht in der Prisentation von
Antigenen gegentber T- und B-Zellen. Im Kontext der EAE ist dies hauptsichlich wichtig fur
die Differenzierung verschiedener T-Zell Subpopulationen, vor allem von regulatorischen
FoxP3+ T-Zellen. Dies lisst annehmen, dass ein Knockout des AhR in CD11c+ DCs eine
verringerte Ausdifferenzierung von Ti,-Zellen und somit eine schwerere EAE zur Folge hat.
Obwohl die ausgewerteten Parameter alle eine Verschlimmerung der EAE andeuten, konnten
wir hier keine signifikanten Verdnderungen nachweisen. Auch hier wirde sich eine
Quantifizierung der FoxP3+ T, Zellen anbieten, um die Ausgangshypothese zu testen.
Dariiber hinaus wiren vermutlich weitere Experimente nétig, um die Effekte in den AhR*“P''e
Miusen besser zu verstehen. Weiterhin ist durchaus denkbar, dass Effekte des Knockouts erst

durch Zugabe von AhR-Liganden zu Tage treten, auch dies kbnnte in weiteren Experimenten

Uberprift werden.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Aktivierung des AhR in ZNS-residenten Gliazellen, wie
zum Beispiel Astrozyten oder Mikroglia, durch entsprechende Liganden zu einer klinisch
milderen EAE mit einem geringeren Gewebsschaden fithrt (Rothammer et al. 2016; 2018;
Wheeler und Quintana 2018; Rothhammer et al. 2021). Es wurde gezeigt, dass die
immunmodulatorische Wirkung des AhR auf Astrozyten in der EAE hauptsichlich dadurch
zustande kommt, dass unter Zugabe eines AhR-Liganden die Astrozyten-mediierte Aktivierung
pro-inflammatorischer Mechanismen in Makrophagen und aktivierter Mikroglia verringert ist
(Rothhammer et al. 2021). Die vorliegende Studie untersucht nun, ob der &nockout des AhR in
Astrozyten zu einer direkten Immunmodulation fithrt. Der klinische Verlauf der EAE, hier
reflektiert durch den finalen EAE-Score, zeigt eine leichte Tendenz zu einer stirkeren EAE-
Ausprigung in den AhR*“™"-Miusen im Vergleich zu Wildtypen. Diese erreicht jedoch keine
statistische Signifikanz. In Bezug auf die Dichte von Makrophagen und aktivierter Mikroglia
kann ebenfalls eine minimale Tendenz in Richtung einer erhohten Aktivierung von Mikroglia
und Makrophagen in den AhR*“"*"-Miusen im Vergleich zu Wildtypen festgestellt werden. Da
die Aktivierung des AhR auf Astrozyten wie oben erwihnt, zu einer verringerten Aktivierung
von Mikroglia und Makrophagen fiihrt, erscheint dieser Effekt als Resultat des AhR-knockouts
auf Astrozyten durchaus plausibel. Jedoch kann in der Auswertung der Lisionslast sowie des T-
Zellinfiltrats kein Unterschied beobachtet werden. Publizierte Studien legen nahe, dass die
Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen durch Astrozyten vor allem einen Effekt auf das
progrediente Stadium der EAE hat (Rothhammer et al. 2021). Daher sollten zur besseren
Charakterisierung der Effekte des AhR-Knockouts auf Astrozyten zusitzlich spitere

Zeitpunkte als der hier gewihlte betrachtet werden. Wiederum wirde auch hier die Zugabe eines
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AhR-Liganden vermutlich die Effekte vergréBern. Auch hier werden weitere Studien nétig sein,
um den Finfluss des AhR auf die unterschiedlichen Zelltypen und die komplexen Abldufe
wihrend der EAE vollstindig zu ergriinden.

Zusammenfassend wurde somit der ausgeprigteste Effekt auf die Ausbildung einer
Myelinprotein-spezifischen adaptiven Immunreaktion in Miusen mit einem AhR-Knockout in
CD4+ T-Zellen beobachtet. Die vorliegende Studie legt insgesamt nahe, dass der Knockout des
AhR in FoxP3+ Zellen und in CD11c+ DCs eine gestorte Ausreifung und Ausdifferenzierung
von Tre-Zellen zur Folge haben konnte. Dies erfordert weitere immunologisch ausgerichtete
Studien. AbschlieBend kann auf der Basis dieser Arbeit festgestellt werden, dass dem AhR eine
entscheidende Bedeutung in der Pathogenese einer ZNS-spezifischen Autoimmunantwort
zukommt. Weitere Studien sind etrforderlich, um zu untersuchen, inwiefern dies fur die
Behandlung von Autoimmunerkrankungen beim Menschen, wie beispielsweise MS, genutzt

werden kann.
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