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1. Einleitung

1.1. Die Neuromyelitis optica (NMO)

Die Neuromyelitis optica (NMO) ist eine schwerwiegende Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS) die mit rezidivierenden Optikusneuritiden und
Querschnittsmyelitiden einhergeht. Bereits im Jahre 1870 beschrieb der englische
Neurologe Clifford Allbutt ein gemeinsames Auftreten einer Entzindung der
Sehnerven und einer akuten Myelitis (Allbutt 1871). 20 Jahre spater beschaftigte sich
der Franzose Eugéne Devic mit diesem Erkrankungsbild und versuchte die bisherigen
Beobachtungen anhand von Fallbeispielen zu systematisieren (Devic 1894). Aufgrund
dieser Verdienste Devics ist die NMO auch heute noch unter dem Namen Devic-
Syndrom gelaufig.

Die Erkrankung galt lange Zeit als eine Variante der Multiplen Sklerose (MS) und war
vor allem in asiatischen Landern als optikospinale MS bekannt. Typisch ist v.a. eine
langstreckige Entziindung des Rickenmarks und schwerwiegende, rezidivierende, zum
Teil auch beidseitige Optikusneuritiden mit oftmals persistierender Visusminderung.
Auch zerebral kdnnen Lasionen auftreten. Diese bleiben jedoch in der Regel klinisch
stumm (Pittock et al. 2006). Die Abgrenzung zur MS erfolgte zunachst klinisch. So ist
bei der NMO der Verlauf haufig fulminanter (Wingerchuk and Weinshenker 2003),
spontane Remissionen sind seltener und zumeist inkomplett. Mit Hilfe neuer
histopathologischer und laborchemischer Erkenntnisse gelang es, die NMO als eigene
Krankheitsentitat genauer zu umschreiben und von der MS weiter abzugrenzen. So
wurde in humanpathologischen Studien in NMO-typischen Léasionen eine
gefalRassoziierte Ablagerung von Immunglobulinen mit aktiviertem Komplement
beschrieben (Misu et al. 2007; Roemer et al. 2007). Diese perivaskuldren,
entziindlichen Demyelinisierungen gingen mit einem ausgepragten axonalen Schaden
in der weiRen und der grauen Substanz des Rilickenmarks einher. Zusatzlich zeigten
sich kavitdre Nekrosen, Oligodendrozytenverluste und inflammatorische Infiltrate
bestehend aus Makrophagen, B-Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen

Granulozyten (Lucchinetti et al. 2002).



Laborchemisch wurden Antikérper (,NMO-IgG“) in Seren betroffener Patienten
entdeckt, die als Biomarker mit einer hohen Sensitivitat von 73% und einer Spezifitat
von 91% das Vorhandensein einer NMO detektieren (Lennon et al. 2004). Es wurde
gezeigt, dass diese Antikorper (AK) spezifisch an murine Arteriolen und Kapillaren im
Bereich der Pia mater des Hirn- und Riickenmarkgewebes binden. Als Hauptzielantigen
wurde Aquaporin 4 (AQP4) ermittelt (Lennon et al. 2005), ein osmotisch regulierter
Wasserkanal, der bevorzugt an abluminalen AstrozytenendfiiBen in der Nahe der Blut-
Hirn-Schranke exprimiert wird (Amiry-Moghaddam and Ottersen 2003). Der Nachweis
von Aquaporin-4-Autoantikérpern (AQP4-AK) bei von der NMO betroffenen Patienten
gelang mittels indirekter Immunfluoreszenz an AQP-4-transfizierten humanen HEK-
Zelllinien mit einer Spezifitat von bis nahezu 100% (Takahashi et al. 2007).

Unter Einbeziehung der histopathologischen und laborchemischen Erkenntnisse
konnten neue Diagnosekriterien fiir die NMO erarbeitet werden (Wingerchuk et al.
2006). Zur Diagnosestellung sind eine Optikusneuritis und eine Myelitis obligate
klinische Befunde, die von 2 der 3 folgenden Kriterien erganzt werden missen: 1) ein
atypisches cMRT, dass nicht die PATY- Kriterien fiir die MS erfillt (4 hyperintense
Lasionen im MRT des ZNS in der T2-Wichtung mit mindestens einem periventrikular
gelegenen Herd); 2) eine spinale Lasion im spinalen MRT {ber mindestens 3

Wirbelkdrper-Segmente; 3) der Nachweis von NMO-IgG im Serum.

1.2. Die Rolle des NMO-Immunglobulins

NMO-Patienten profitierten klinisch von einer Plasmapherese sowie einer B-Zell
Depletion (Keegan et al. 2002; Cree et al. 2005). Aufgrund dieser Beobachtung und der
Tatsache, dass sich in den histopathologischen Lasionen eine starke
Komplementaktivierung sowie Ablagerungen von Immunkomplexen fanden, stellte
sich die Frage nach der pathophysiologischen Relevanz von NMO-IgG. Im zentralen
Nervensystem (ZNS) befinden sich die Regionen mit erhdhter AQP4-Expression
perivaskuldr im N. opticus, an der Glia limitans und rosettenartig im Cortex, am Boden
des 4. Ventrikels, sowie in der grauen und weilRen Substanz des Riickenmarks. Diese
Stellen korrelierten gut mit den histopathologisch beschriebenen Lasionsorten bei

NMO Patienten (Roemer et al. 2007). Somit riickte AQP4 als potentielles Zielantigen in
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den Mittelpunkt der Pathogeneseforschung der NMO. Statt den Oligodendrozyten und
der Myelinscheide wurden die Astrozyten nun als primare Zielstrukturen und Ursprung
einer immunologischen Entziindung im Rahmen einer mdglichen autoimmunen
Genese betrachtet. Im Folgenden werden einige kirzlich entdeckte Mechanismen
ndher beschrieben, die eine pathophysiologische Wirkung der AQP4-AK wahrscheinlich

machen.

1.2.1. Komplementaktivierung durch die Bindung von NMO-IgG an AQP4

NMO-IgG zahlt zur IgG1 Untergruppe und ist somit ein potenter Komplementaktivator.
NMO-IgG konnte nach erfolgreicher in-vitro Antigenbindung an AQP4 Komplement
aktivieren. Uber die klassische Komplementkaskade wurde die Zellmembran der
Zielzelle soweit geschadigt, dass es zu einer Lyse der Zielzelle kam (Hinson et al. 2007;
Sabater et al. 2009). Die Aktivierung von C3 Konvertase durch NMO IgG erhohte
weiterhin die astrozytare Produktion und Sekretion von Komplementkomponenten
und proinflammatorischen Zytokinen (Morgan and Gasque 1996). Die Freisetzung von
C3a und C5a Fragmenten fordert die vaskuldre Permeabilitdt und die Bindung von C3b
an die Zellmembran erleichtert die Phagozytose. C5a verursacht einen
chemotaktischen Gradienten, der die Rekrutierung von inflammatorischen Zellen
fordert und somit zu einer ausgedehnten Infiltration von Leukozyten flhrt, die die
charakteristischen, massiv zelldestruierenden Lasionen der NMO induzieren kénnen
(Lucchinetti et al. 2002; Roemer et al. 2007). Infolge der Aktivierung des
Komplementsystems ware vor allem wadhrend akuten Schiiben bei NMO-Patienten
eine Veranderung der Konzentration der Komplementfaktoren im Serum zu vermuten.
Es konnte nachgewiesen werden, dass in solch akuten Schubphasen die gesamte
Komplementaktivitat (CH50) in Seren NMO-IgG positiver Patienten mit ausgedehnten
ZNS Lasionen hoher war als in seronegativen NMO oder MS Patienten (Doi et al. 2009).
Astrozyten haben auf ihrer Zellmembran das Protein CD59. Dieser Rezeptor ist in der
Lage, aktivierte C5b Subgruppen zu binden und somit die Zelle vor dem terminalen
Lysekomplex C5b-9 zu schiitzen (Yang et al. 1993; Morgan and Gasque 1996; Spiller et
al. 1996). Bei entsprechend hoher C5b Konzentration ist jedoch eine Vulnerabilitat der

Astrozyten gegenliiber dem terminalen Lysekomplex gegeben. Die astrozytare
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Plasmamembran ist nicht gegen die friihen Komponenten der Komplementkaskade
wie C3a geschiitzt, die durch die Bindung von NMO-IgG an AQP4 aktiviert werden
(Spiller et al. 1996). Insgesamt kann eine spezifische Vulnerabilitdt der Astrozyten als
Trager des Zielantigens bei der NMO angenommen werden, was dann zu einer
ausgepragten Depletion der Astrozyten in den Lasionsarealen fuhrt (Saadoun et al.
2010; Chan et al. 2012). Es kann weiterhin vermutet werden, dass es im Rahmen eines
,Bystander-Effekts” und durch die generelle Entziindungsaktivierung und Attraktion
von Entzindungszellen auch zu einer Schadigung der benachbarten Neurone und

insbesondere der Oligodendrozyten kommt.

1.2.2. Herabregulierung von AQP4 durch Bindung von NMO-IgG

In-vitro induzierte NMO-IgG durch die Bindung an AQP4 eine Modulation der Dichte
der Kanalexpression. Die AQP4-Expression wurde in Astrozytenkulturen (Hinson et al.
2008) wie auch in nicht-neuronalen, AQP4-exprimierenden HEK-Zellen (Hinson et al.
2007) verringert. Dieses Phdanomen einer Internalisierung des AQP4-Proteins wird
moglicherweise durch die Bindung von AQP4-AK an zwei benachbarte AQP4 Molekile
ausgelost, die genaueren Mechanismen hierflir sind allerdings noch nicht geklart.
Dieser Hypothese ist allerdings umstritten, da andere keinen Hinweis auf eine
Internalisierung von AQP4 in primadren Astrozyten und in-vivo nach intrazerebraler
Injektion von NMO-I1gG im Mausmodell fanden (Ratelade et al. 2011).

Die Herabregulierung von AQP4 wurde auch in autopsiertem Nervengewebe von
NMO-Patienten mit positivem Nachweis von AQP4-AK beschrieben. Es wurde gezeigt,
dass neben den klassischen Ldsionsorten im Rickenmark und im Nervus opticus
(Lucchinetti et al. 2002) in zirkumventrikuldren Organen, die durch ein fenestriertes
Endothel gekennzeichnet sind, die Immunreaktivitdt von AQP4 vermindert wurde bzw.
verloren ging. Interessanterweise lag in diesen Ldsionen keine Demyelinisierung bzw.
Gewebezerstorung vor, sodass daraus gefolgert wird, dass der Verlust von AQP4 der
zelldestruktiven Aktivierung des Immunsystems vorangeht (Roemer et al. 2007).
Aufgrund ihrer Permeabilitat fiir 1gG und der hohen Expressionsdichte von AQP4

konnten zirkumventrikuldre Organe eine der ersten Kontaktstellen mit NMO-IgG



darstellen. Eine Herabregulierung von AQP4 in den perivaskuldaren Astrozyten kénnte

sich zudem auf die Wasserhomoostase im ZNS auswirken.

1.2.3. Stoérung der Glutamathomdstase durch NMO-IgG

Vor kurzem wurde in-vitro eine Kopplung von AQP4 und dem Glutamattransporter
EAAT2 in Form eines Membrankomplexes postuliert. Die Inkubation von AQP4-AK mit
AQPA4-transfizierten HEK-Zellen bewirkte neben der Herabregulation der Expression
von AQP4 auch die der membrangebundenen Anteile von EAAT2 (Hinson et al. 2008).
Da dieser Glutamattransporter hauptsachlich fiir die Beseitigung von extrazellularem
Glutamat im ZNS Gewebe verantwortlich ist, konnte diese Internalisierung zu einer
toxischen Entkopplung der Glutamat-Homoostase im ZNS fiihren. Auch in
entziindlichen Lasionen von NMO Patienten wurde eine verminderte Expression von
EAAT2 in Bereichen beschrieben, in denen auch AQP4 vermindert exprimiert war
(Hinson et al. 2008). Neurone und Oligodendrozyten sind sensibler gegeniber der
Toxizitat von Glutamat als Astrozyten (McDonald et al. 1998). Eine Erhéhung der
extrazellularen Glutamatkonzentration kdnnte zu einer (ibermaRigen Stimulation von
Glutamatrezeptoren fiihren. Solch eine zytotoxische Umgebung kénnte zu einer
Verstarkung der  komplementvermittelten  Schaden an  Neuronen und
Oligodendrozyten fiihren, bzw. auch komplementunabhangig eine Schadigung im
Gewebe hervorrufen.

In einer weiteren Arbeit (Marignier et al. 2010) konnte gezeigt werden, dass
Inkubation mit AQP4-AK in einem Zellkulturmodell mit Astrozyten und
Oligodendrogliazellen tatsachlich zu einer Herabregulierung von EAAT2 fiihrt, und dass
es funktionell durch die erhohte Glutamatkonzentration sekundar zu einer Schadigung
von Oligodendroglia kommt. Dem gegeniber konnte eine andere Arbeit durch
Inkubation von primaren Astrozyten mit NMO IgG keinen Hinweis auf eine relevante
Internalisierung des EAAT2 Transporters oder eine Glutamattoxizitat feststellen
(Ratelade et al. 2011). Dieser potentielle pathogene Mechanismus bleibt weiterhin in

der Fachwelt umstritten.



1.2.4. Beeinflussung der Blut-Hirn-Schranke durch NMO-IgG

In vitro Versuche zeigten, dass NMO-IgG positive Patientenseren in der Lage sein
konnen die Integritat der Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu beeinflussen. Hierbei wurde in
einem Zellkulturmodell die physiologischen Bedingungen der BHS nachgestellt. Nach
Zugabe der AQP4-AK wurde eine verminderte AQP4-Dichte an den astrozytaren
EndfiiRchen sowie eine erhdhte Permeabilitdit der BHS beobachtet (Vincent et al.
2008). Des Weiteren wurde in Anwesenheit der Komplementfaktoren C3a und C5a die
Migration von Granulozyten durch das Endothel der BHS gefordert. Die Bindung von
NMO-IgG an AQP4 induzierte im Zellkulturmodell eine Aktivierung und Degranulierung

von natdrlichen Killerzellen mit damit einhergehendem Untergang der Astrozyten.

1.3. NMO Tiermodelle

Kirzlich wurde die Wirkung von NMO-IgG und von rekombinanten AQP4-AK (AQP4-
rABs) im Tierversuch mit Hilfe des Modells der experimentellen autoimmunen
Enzephalitis (EAE) bei weiblichen Lewis-Ratten untersucht. Mittels autoreaktiver T-Zell-
Blasten wurde die Blut-Hirn Schranke der Versuchstiere gedtffnet (sog. adoptive-
Transfer EAE) (Sommer et al. 2005; Boettger et al. 2010) und NMO-IgG bzw. AQP4-rABs
systemisch appliziert. Hierbei stellte sich heraus, dass die Immunglobuline von NMO-
Patienten und AQP4-rABs eine Aktivierung von Komplement induzieren und es damit
zu einer Depletion der Astrozyten und der AQP4-Expression an den NMO-typischen
Stellen kommt. Des Weiteren wurden die Krankheitssymptome der EAE hierdurch
weiter verstarkt (Bennett et al. 2009; Bradl et al. 2009). Ein fur die NMO
charakteristisches histologisches Bild mit Depletion von Astrozyten und Reduktion der
AQP4 Expression lieferte ebenfalls die intrazerebrale Co-Injektion von NMO-IgG

gemeinsam mit humanen Komplementfaktoren bei Mausen (Saadoun et al. 2010).

1.4. Problemstellung und Zielsetzung

Der Nachweis einer pathologischen Wirkung von AQP4-AK im Tiermodell ist
notwendig, damit die NMO die Kriterien fiir eine antikdrpervermittelte autoimmune

6



Erkrankung erfillt (Witebsky and Rose 1963). Danach wird gefordert, dass ein passiver
Transfer des Immunglobulins entsprechende Krankheitssymptome im Tiermodell
induzieren muss. Die bisher veroffentlichten Tiermodelle zum Nachweis der
Pathogenitat von AQP4-AK hatten den Nachteil, dass eine AT-EAE notwendig war, um
die Blut-Hirn-Schranke zu o6ffnen und dem systemisch applizierten I1gG somit den
Zutritt in das ZNS-Kompartiment zu verschaffen (Bennett et al. 2009; Bradl et al. 2009).
Es besteht hierbei prinzipiell die Schwierigkeit, die Effekte der AT-EAE von denen der
AQP4-AK klinisch zu trennen. Demzufolge wurde das Augenmerk v.a. auf
histopathologische Analysen gelegt. Auch bei dem zweiten Tiermodell, der
intraparenchymalen  Injektion der AK wurden vorwiegend histologische
Untersuchungen durchgefiihrt und weniger das Verhalten der Versuchstiere analysiert
(Saadoun and Papadopoulos 2010). AuBerdem ist diese Applikationsart als passiv-
Transfer Modell sehr unphysiologisch und entspricht nicht den Gegebenheiten beim
Patient. Die Etablierung eines chronischen Krankheitsmodells mit der Moglichkeit, evtl.
auftretende Krankheitssymptome zu beobachten ist demzufolge wichtig. Des Weiteren
ist bislang nicht geklart, ob die AK gegen AQP4 auch intrinsische, Komplement-
unabhéangige Pathomechanismen im lebenden Organismus bewirken.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von AQP4-AK in einem Tiermodell zu
untersuchen, das die o.g. Eigenschaften fiir eine suffiziente Beurteilung des Effekts der
AK im ZNS erlaubt. Hierzu wurde ein passiv-Transfer Rattenmodell verwendet mit Hilfe
dessen aufgereinigte IgG Fraktionen von Plasmapheresematerial AQP4-AK positiver
NMO Patienten intrathekal verabreicht werden konnten. Das gleiche Modell diente der
Untersuchung der Spezifitait der AK-Effekte durch Verwendung von rABs. Der im
Versuchstier resultierende klinische Phadnotyp wurde mit standardisierten
Verhaltenstests untersucht. An ausgewahlten Versuchsgruppen die zentralen
Leitungszeiten mittels elektrophysiologischer Verfahren lberprift. Zum Nachweis von
Rickenmarksldasionen wurden ausgewahlte Versuchstiere im MRT untersucht. Zur
sensitiven Detektion wurde das neuartige Kontrastmittel Gadofluorin (Bendszus et al.
2008) verwendet. Nach Beendigung des Versuchs wurde das ZNS-Gewebe entnommen

und histologisch aufbereitet.



2. Material und Methoden

2.1 Tierhaltung und Testung

2.1.1. Tierhaltung

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um 6-8 Wochen alte weibliche Lewis-
Ratten mit einem Gewicht von 175-200 g. Die Tiere wurden von der Firma HARLAN
Netherlands bezogen. Je nach Versuchsumstand wurden sie einzeln in Kafigen Typ Il
oder zu funft im Typ IV Eurostandard auf Standardstreu gehalten. Fir die Tiere war
jederzeit kommerzielles Futter (Typ 1324; Firma Altromin GmbH & CO.KG, Lage,
Deutschland) und Wasser erreichbar. Die Versorgung wurde durch Tierpfleger der
Tierhaltung (Neurologische Klinik und Poliklinik der Universitat Wirzburg)
gewadhrleistet. Die Versuche waren durch die Regierung von Unterfranken genehmigt

worden (20.01.2010, AZ 55.2-2531.01-93/09).

2.1.2. Verhaltenstestung

2.1.2.1. Allgemeine Betrachtung

Die Tiere wurden wahrend der Versuchsphase taglich allgemein betrachtet und
evaluiert. Das beinhaltete das Wiegen und eine optische Begutachtung der
Versuchstiere. Diese wurden einzeln auf einen Tisch gesetzt und unter dem Aspekt der
motorischen Fahigkeiten im Sinne von Bewegung auf freier Flache sowie Klettern liber
Hindernisse beobachtet und anschlieBend in einen klinischen Punktescore eingeteilt.
Dieser NMO-Score wurde von einem bestehenden Punkteverteilungsschlissel fiir die
experimentelle autoimmune Neuritis, sog. EAN-Score, adaptiert.

2.1.2.2. NMO-Score

Die Tiere wurden taglich im Rahmen der allgemeinen Betrachtung auf klinische
Erkrankungszeichen untersucht und entsprechend eines Scores, der urspringlich fir

ein Modell einer entziindliche Neuropathie entwickelt wurde (Hartung et al. 1988), von



1 — 10 eingeteilt (Tabelle 1). Dieser Score wurde auf das Tiermodell der NMO insofern

angepasst, dass nicht unbedingt eine Schwanzlahmung als erstes Symptom auftreten

musste,

sondern dass auch andere Extremitdten erste Krankheitssymptome zeigen

konnten, da die moglichen lokalen Schadigungsstellen im Rickenmark durch die

gezielte intrathekale Injektion der vermutet pathogenen AK induziert werden kénnen.

Score |Klinische Erkrankungszeichen

0 Normal

1 lauft normal, proximale 2/3 des Schwanzes waagrecht, Schwanzspitze
schleift auf Boden oder leichte Parese einer Extremitat

2 l[auft normal, gesamter Schwanz schleift auf Boden oder moderate Parese
einer Extremitat (kein Wegklappen der Extremitat).

3 zusatzlich etwas breitbeiniger Gang, geringe Ataxie

4 breitbeiniger ataktischer Gang, Hinterbeine nicht mehr ganz durchgestreckt,
Hintern tiefer als bei 3

5 zusatzlich klappt beim Laufen 6fter oder immer ein Hinter- oder Vorderbein
nach hinten weg, kann jedoch wieder vollstandig nach vorne gebracht werden
fir den nachsten Schritt

6 eine Extremitdt konstant hinten, kann fir den Schritt nicht mehr unter den
Korper gebracht werden, oder zwei Extremitdten inkonstant hinten, kénnen
noch unter den Kérper gezogen werden, oder seitliches Wegrutschen beider
Beine, Gang im Spagat

7 zwei Extremitaten (zumeist Hinterbeine) fast vollig oder vollig gelahmt,
konnen nicht mehr bis zur Spagatstellung vorgezogen werden (schwere Parese
oder Paraplegie)

8 Schwache aller vier Extremitadten, zieht sich nicht mehr gerade und flott mit
den Vorderbeinen voran, Aufstiitzen des Oberkoérpers nicht mehr nur auf die
Pfoten (Tetraparese)

9 Tetraparese und Atemnot; moribund

10 Gestorben

Tabellel: NMO Score (modifizierter EAN-Score)

2.1.2.3. Rotarod

Der Rotarod-Test ist ein haufig verwendeter Test fiir die Koordinationsfahigkeit und

das Laufvermogen der Versuchstiere bei forcierter Lokomotion. Das verwendete Gerat

(TSE Systems GmbH; Bad Homburg, Deutschland) beschleunigte innerhalb von 300

Sekunden auf eine maximale Umdrehungszahl von 30 pro Minute. Zu Beginn der




jeweiligen Versuchsreihe wurden 3 Einheiten an aufeinander folgenden Tagen
durchgefiihrt um die Versuchstiere zum einen an die Testvorrichtung zu gewdhnen
und zum anderen stabile Ausgangswerte zu erhalten. Danach wurde pro Woche einmal
getestet. Pro Testung wurden 5 Messungen erhoben und von den 3 besten

Wiederholungen der Median gebildet.

2.1.3. Andisthesie

Fir invasive Verfahren (Ausnahme: intrathekale Katheterimplantation) und
elektrophysiologische Untersuchungen wurden die Tiere mit Ketamin/Xylazin (80 bzw.
8 mg/kg KG) intraperitoneal anasthesiert (1 ul pro g KG von folgender Losung: 0,2 ml
Rompun 2%, 0,6 ml ddH20, 0,8 ml Ketanest 10%). Uber den Cornealreflex und
Schmerzreflexe am Full wurde die Narkosetiefe Gberprift. Zur Aufrechterhaltung der
Narkosetiefe wurden bei Untersuchungen, die langer als 30 min dauerten, kleinere
Dosen (0,05 — 0,2 ml) intramuskular in die Unterschenkelmuskulatur injiziert. Die
Augen des Tieres wurden wahrend der Narkose mit Bepanthen-Augensalbe vor

Austrocknung geschtzt.

2.2. Operative Methoden

2.2.1. Intrathekale Katheterimplantation

Fir die intrathekale Implantation wurden eigens bearbeitete Polyethylen-Katheter
sowie kommerzielle Polyurethan-Katheter verwendet. Im Anschluss an die
Implantation wurde der Katheter entweder transkutan ausgeleitet um manuelle
Injektionen ermoglichen oder subkutan an ein osmotisches Pumpsystem

angeschlossen, welches eine gleichmaRige Infusion gewahrleistete.

2.2.1.1. Wahl des intrathekalen Katheters

Zur Herstellung der Polyethylen-Katheter wurde ein 14 cm langes Stiick eines PE — 10

Katheters (Innendurchmesser 0,28 mm, Aulendurchmesser 0,61 mm; BD
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Intramedicpolyethylentubing, Clay.Adams, USA) verwendet und mit einem
Uberhandknoten in ein 7 cm Teilstiick und ein entsprechendes Restteilstiick unterteilt.
Der lose Knoten wurde mit Hoffmann’s Phosphat Zement (Dental Manufaktur GmbH,
Berlin, Deutschland) fixiert. Die Katheter wurden mit einer NaCl-Testinjektion auf ihre
Durchgangigkeit gepriift und anschlieRend flir mindestens 24 h bis zur Implantation in
eine 70% Ethanollésung zur Desinfektion eingelegt.

Alternativ wurden fiir die intrathekale Implantation speziell fiir Ratten angefertigte
Katheter der Firma Alzet benutzt. Diese bestanden aus einem 10 cm langen 28 G
Abschnitt (AuRendurchmesser 0,36mm; Innendurchmesser 0,18 mm) der fiir die
intrathekale Lage bestimmt war und ein 12,7 cm langes Endstiick (Auendurchmesser
0,84mm; Innendurchmesser 0,36mm). In dem aus Polyurethan gefertigten Katheter
befand sich ein mit Teflon beschichteter, aus rostfreiem Stahl bestehender
Fihrungsdraht. Der 10 cm lange 28 G Abschnitt wurde fir die intrathekale

Implantation gemaR der GréRe der Tiere auf 7 cm gekiirzt.

2.2.1.2. Intrathekale Implantation des Katheters

Fir die intrathekale Katheterimplantation wurden ausschlieRlich 6-8 Wochen alte,
weibliche Lewis Ratten mit einem Gewicht von 170-200g verwendet.

Das Tier wurde zundchst in eine geschlossenen Narkosekammer (Blichner
Sonderanfertigungen; Wiirzburg, Deutschland) gelegt, die lber einen Plastikschlauch
mit einer Narkosegasanlage und einem Vakuumanschluss verbunden war. Die Narkose

erfolgte mittels einer 4 Vol % Isofluran — Sauerstoffmischung bei einem O5-Flow von

0,4 |/min. Die Narkosetiefe wurde Uber den Kornealreflex und Schmerzreize an den
Hinterpfoten uberprift. AnschlieRend wurde das Tier aus der Narkosekammer
herausgenommen und der Nackenbereich beginnend zwischen den Ohren 2 cm nach
kaudal mit einem Rasiergerdt (Ermila 3000, Wahl Deutschland GmbH, Fernwald,
Deutschland) rasiert. Danach wurde das Versuchstier in einen stereotaktischen
Rahmen eingespannt und Uber eine speziell angefertigte Maske weiterhin mit
Narkosegas versorgt. Der rasierte Nackenbereich wurde mit einer 70% Ethanollosung
desinfiziert und die Augen mit einer Bepanthen-Augensalbe vor Austrocknung

geschiitzt, wobei gleichzeitig der Cornealreflex und somit eine suffiziente Narkosetiefe
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Uberprift wurde. Mit einem Skalpell (GroRe 10) wurde in der Mittellinie beginnend
zwischen den Ohren ein 2 cm langer Hautschnitt nach kaudal durchgefiihrt. Im
Anschluss an den Hautschnitt wurde die Narkosegaszufuhr auf 2 Vol % Isofluran
gedrosselt und die Narkosetiefe mit Hilfe eines Schmerzreizes am Ful} des Tieres
erneut Uberprift. War diese ausreichend so wurde die oberflachliche
Nackenmuskulatur mit einem kleinen Skalpell (GroRe 15) am okzipitalen
Knochenkamm durchtrennt und mit einem Wundhaken etwa 1 cm nach kaudal
gezogen. Die darunter gelegenen Ansdtze der zweigeteilten Muskelschicht wurden am
Hinterhaupt zu 3 mm in beide Richtungen von der Mittellinie ausgehend nach lateral
durchtrennt. Die Muskelfasern wurden sorgfdltig nach kaudal vom okzipitalen
Schadelknochen abgeschabt, so dass anschliefend die Dura mater zwischen Schéadel
und erstem Wirbelkorper freiprapariert werden konnte. Hierbei wurde unter
mikroskopischer Sicht (M3Z Surgerymicroscope, Wild, Heerbrugg, Schweiz) gearbeitet
um die Dura mater sowie lokale Gefdlle zu schonen. AnschlieBend wurde die Dura
vorsichtig mit einer 30 G Nadel punktiert bis Liquor austrat. Durch das entstandene
Loch wurde der zu implantierende Katheter mit dem 7 cm langen Teilstlick voran
parallel zum Rickenmark in das Liquorkompartiment eingefiihrt und nach kaudal
vorgeschoben. Um eine fiir das Tier schonende Implantation zu gewahrleisten wurde
standig auf mogliche Nervenwurzelreizungen geachtet. In solchen Fallen wurde der
Katheter zundchst wieder etwas nach kranial zuriickgezogen und anschlieRend rotiert,
um eine Richtungsanderung beim erneuten Vorschub zu bewirken. Die dorsalen
Nervenwurzeln konnten durch dieses Manéver geschont werden. Der eingebrachte
Katheter wurde mit einer Tabaksbeutelnaht unter der Nackenmuskulatur fixiert. Flr
diese Naht wurde ein nicht resorbierbarer Silikam 4/0 Braun DS19 Faden verwendet.
Das weitere operative Vorgehen war abhangig von der Entscheidung fir bzw. gegen

die Implantation eines subkutan gelegenen, osmotischen Pumpsystems.

2.2.1.3. Repetitive Injektionsvariante

Bei der repetitiven Injektionsvariante wurde das Katheterende mit Hilfe einer 20 G
Nadel subkutan nach kranial getunnelt und 5 mm oberhalb der Augen des Tieres

ausgeleitet. AnschlieRend wurde der Hautschnitt mit einem resorbierbaren 4/0 Faden
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(Vicryl 4/0 RB 1-1 plus; Ethicon, Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland)
mit Einzelknopfnahten verschlossen. Der implantierte Katheter wurde mit Hilfe einer
Hamilton-Spritze (Hamilton MicroliterSyringes, Model 710-80601 TLL;
PostnovaAnalytics GmbH, Landsberg/Lech, Deutschland) mit 10 ul NaCl gespilt und
mittels einem 1 cm langen Stiick chirurgischen 28 G Stahldraht (Surgealsteel B&S DS
28; Ethicon, Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland) reversibel

verschlossen.

2.2.1.4. Subkutane Implantation osmotischer Pumpsysteme

Alternativ zu der repetitiven Injektionsvariante wurde der intrathekale Katheter an
subkutan implantierten, osmotischen Pumpsystemen angeschlossen, die eine
gleichmaRige Infusion ermdglichten. Hierbei wurden Pumpen (Alzet, Model 2004;
Charles River Laboratories, Research Models and Service, Germany GmbH Sulzfeld,
Deutschland) verwendet, die Uber 28 Tage eine Pumprate von 0,25pul/h
gewabhrleisteten. Vor der subkutanen Implantation wurden die Pumpen zunachst mit
der zu infundierenden AK-Losung aufgefillt. Das Fillergebnis wurde mit Hilfe einer
Prazisionswaage (440-47 Prazisionswaage; Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, Deutschland) tberprift. AnschlieRend wurden die gefiillten osmotischen
Pumpen fir 4 Stunden in ein 37°C warmes NaCl-Bad gelegt. Nach diesem Zeitraum war
ein sofortiger Pumpstart gewahrleistet. Die intrathekalen Katheter wurden wie unter
2.2.1.2. beschrieben implantiert. Das pumpbereite osmotische System wurde mit dem
freien Katheterende verbunden. Fiir die subkutane Implantation wurde mit Hilfe einer
stumpfen Schere am kaudalen Rand des Hautschnittes eine Tasche geformt (mind. 3
cm Lange, mind. 0,7 cm Durchmesser). Die osmotische Pumpe wurde darin
eingebettet, die Hautwundridnder Uber den Katheter gezogen und mit einem
resorbierbaren 4/0 Faden (Vicryl 4/0 RB 1-1 plus; Ethicon, Johnson & Johnson GmbH,
Norderstedt, Deutschland) mit Einzelknopfnahten verschlossen.

2.2.2. Kraniale Schraubenimplantation

Das Versuchstier wurde gemdafl 2.1.3. narkotisiert. AnschlieBend wurde das

Hinterhaupt im Bereich zwischen den Ohren mit einen Rasiergerat rasiert und das Tier
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in einen Stereotaxierahmen eingespannt. Nach einer grindlichen Desinfektion des
rasierten Areales wurde auf der Mittellinie des fixierten Schadels zwischen den Ohren
ein 1,5 cm langer Hautschnitt mit Hilfe eines Skalpells (GroRe 15) durchgefiihrt. Der
Schadelknochen wurde sorgfaltig freiprapariert bis die Sagital- bzw Lambdanaht sowie
das Bregma frei von Muskelfaszien und Bindegewebe waren. Mit einem
Mehrzweckbohrer (Dremel 300-1/55 Bohrer; Dremel Deutschland, Leinfelden-
Echterdingen, Deutschland) wurde jeweils ein Bohrloch (Durchmesser 1 mm) zu beiden
Seiten 2mm lateral der Mittellinie und 2,5mm kaudal vom Bregma sowie ein Bohrloch
1-2mm kaudal der Lambdanaht gebohrt. Die Bohrung wurde unter mikroskopischer
Sicht durchgefiihrt, so dass die Dura nicht beschadigt wurde. AnschlieBend wurden
rostfreie Schrauben (Durchmesser 1,5mm; Lange 6mm) in die Bohrlocher eingebracht
und mit Sekundenkleber und Hoffmanns Phosphatzement (Dental Manufaktur GmbH,

Berlin, Deutschland) fixiert.

2.3. Elektrophysiologie

2.3.1. Theoretische Grundlagen

Die in einer festen zeitlichen Beziehung zu einem sensiblen Reiz stehende elektrische
Aktivitat des ZNS ist das somatosensibel evozierte Potential (SEP). Andersherum ist das
zeitliche Verhaltnis einer Stimulation motorischer Areale im Kortex zu der Aktivitat der
entsprechenden Zielmuskulatur das motorisch evozierte Potential (MEP). SEPs wie
auch MEPs eroffnen folglich die Moglichkeit detaillierte Informationen Uber die
Integritdt des zentralen Nervensystems zu erhalten. Voraussetzung fiir die suffiziente
Stimulation der MEPs sowie fiir die Ableitung der SEPs im Tierversuch bei Kleinnagern
ist die kraniale Implantation von Edelstahlschrauben als Ableitungs- bzw.

Stimulationselektroden.
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Zur Auslésung der spinalen und zerebralen

SEPs wird ein peripherer Nerv elektrisch N
stimuliert.  Die  dadurch  ausgeldsten S
Aktionspotenziale werden afferent Gber den
Fasciculus gracilis bzw. cuneatus des

Hinterstrangsystems (Fasern im

Rickenmark, die fur die Lageempfindung

| \
und feine Hautsensibilitdit verantwortlich _u\f\Nucleuscuneatus

Nucleus gracilis

sind), Uber Hirnstamm (Lemniscus medialis) il T ——

Fasciculus gracilis

und Thalamus in den postzentralen Kortex

fortgeleitet.  Uber  diesem  sensiblen 1

; * Hinterstrangbahnen

Kortexareal erfolgt anschlieBend die

Reizableitung.

Abbildung 1: Sensible Leitungsbahnen

Um MEPs zu erhalten wird bei

Motorischer Cortex

dem Versuchstier das Gehirn bzw.
. _ der motorische Kortex Uber die
ractus pyramidalis

kranial implantierten Schrauben

elektrisch stimuliert. Es kommt zu

einer Erregung der Betzschen

Riesenpyramidenzellen im
motorischen Kortex, dem
Decusatio pyramidum
b Ausgangspunkt der
— Tractus corticospinalis lateralis
3 Tractus corticospinalis anterior kortikospinalen Bahn. Ziel ist eine

Aktivierung der spinalen alpha-

Motoneurone, deren Aktivitdt mit

= Vordere Nervenwurzel

Hilfe von Ableitelektroden in der

entsprechenden  Zielmuskulatur
Abbildung 2: Motorische Leitungsbahnen

gemessen werden kann.
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2.3.2. Messung somatosensibel evozierter Potentiale (SEP)

Die Versuchstiere wurden mit Ketamin/Xylazin wie in 2.1.3. beschrieben narkotisiert.
Zur Stimulation des Nervus tibialis wurde eine Nadelelektrode unterhalb der
Achillessehne (Kathode), die andere (Anode) oberhalb davon positioniert. Die
Reizableitungsklemmen wurden an der kontralateralen kranialen Schraube (Anode)
sowie an der posterioren Schraube (Kathode) befestigt. AuRerdem wurde eine
subkutane Erdungselektrode in der vorderen Achselhdhle platziert. AnschlieRend
wurde die Stromstirke bestimmt, bei der die Stimulation des Nervus tibialis
Muskelkontraktionen im Full des Versuchstieres ausloste. Die Stromstarke wurde
zwischen 1 mA und 2 mA variiert.

Die Aufnahmen wurden mit einem Toenniesverstarker und der NeuroScreen-plus-
Software (Erich Jaeger GmbH, Hochberg, Deutschland) durchgefiihrt. Bei einer
Stimulationsdauer von 10 ms wurde die elektrische Reizung 200mal wiederholt und
anschlieRend aus dem Mittelwert ein Graph gebildet. Dieser Vorgang wurde auf
beiden Seiten jeweils zweimal durchgefiihrt.

Gemessen wurde zum einen die Latenzzeit der Punkte P1 und N1 nach Stimulation

sowie die Amplitude zwischen den zwei Punkten.

2.3.3. Messung motorisch evozierter Potentiale (MEP)

Die Versuchstiere wurden mit Ketamin/Xylazin wie in 2.1.3. beschrieben narkotisiert.
Zur Reizableitung wurde eine Nadelelektrode im Muskulus tibialis anterior, die
Referenzelektrode am unteren Fullrand der entsprechenden Seite platziert. Eine
Erdungselektrode wurde subkutan in der vorderen Achselhdhle positioniert. Die
Stimulationsklemmen wurden an der kontralateralen und an der posterioren kranialen
Schraube angebracht. Nach Platzierung aller Elektroden wurde die Stromstéarke
ermittelt, bei der die Muskulatur supramaximal stimuliert wurde und eine
Reizableitung moglich war. Die Stromstdrke wurde hierbei in einem Bereich von 10 —
20 mA variiert.

Die Stimulationsdauer betrug 10 ms, es wurden 20 Aufnahmen gemittelt. Dieser

Vorgang wurde auf beiden Seiten je zweimal durchgefiihrt. Aufgrund der invasiven
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intramuskuldren Ableitung ist die Amplitude der MEP sehr variabel, weswegen bei der

Messung der MEP nur die Latenz ausgewertet wurde.

2.4. Bildgebende Verfahren

2.4.1. Kontrastmittelgabe

Das Kontrastmittel Gadofluorine M wurde dem zu untersuchenden Versuchstier 24
Stunden vor der Magnetresonanz-Bildgebung intravenés in einer Dosierung von 0,1

mmol/kg appliziert.

2.4.2. MR-Bildgebung

Flr die Magnetresonanz-Bildgebung wurde ein Siemens TIM Trio 3 Tesla Scanner mit
einer 7 cm groBen Empfangerspule (Siemens) benutzt. Nach einem triplanaren Flash-
Localizer wurden die axialen, T1 gewichteten Serien fiir die genaue Planung benutzt.
Anatomische, T1 gewichtete Turbo-spin-echo Sequenzen (TR/TE 860ms/15ms,
Schichtdicke 1mm, Matrix 256x256, FOV 80mm, 6 Schichten) wurden in der sagittalen
Ebene parallel zum Riickenmark mit einer Sattigung der ventral gelegenen Strukturen
aufgenommen. Aufgrund der limitierten GréRe der Empfangerspule wurde das
Ruckenmark in 2 Schritten (zervikal/thorakaler und lumbaler Anteil) abgebildet.
Ausgedehnte Lasionen wurden zusatzlich in der koronaren Ebene dargestellt (TR/TE

860ms/15ms, Schichtdicke 1,5mm, matrix 256x256, FOV 80mm, 6 Schichten).

2.5. Histologie

2.5.1. Gewebeentnahme

Nach der Uberlebenszeit von 2-5 Wochen (je nach Versuchsteil) wurden die Tiere mit
Pentobarbitalnarkose betdubt und anschlieBend getotet. Es wurde das Riickenmark
kranial und kaudal des Katheterendes, das Kleinhirn, die Sehnerven und das Grof3hirn
entnommen. Das Gewebe wurde in kleinen Einbettschilchen (Cryomold, Miles Inc.,
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Elkhart, USA) mit Tissue Tek O.C.T. Compound (Sakura, Zoeterwonde, Niederlande)
eingebettet und in 2-Methylbutan (Carl-Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland),
das in flUssigem Stickstoff abgekihlt wurde, eingefroren. Die Lagerung bis zur

Verarbeitung erfolgte bei — 80°C.

«— GH . . .
Das Rickenmark wurde in einen

Riickenmark(RM): zervikalen oberhalb und einen lumbalen
RM

Anteil unterhalb der Katheterspitze

Katheter —
Kryo-cervikal unterteilt und kryokonserviert.
]

Das GroRRhirn wurde in 3 Anteile

Kryo-lumbal geschnitten. Das frontale Gewebe wurde

nativ konserviert, der prazentrale sowie

Grof3hirn(GH): der postzentrale Teil wie auch das
Kleinhirn wurden far
nativ immunhistochemische Farbungen
Immunhisto .
eingefroren.

Immunhisto

(> I
Immunhisto (KH)

Abbildung 3: Entnahmeschema fiir Histologie

2.5.2. Immunhistochemische Fédrbungen

Flr die histologischen Farbungen wurden Schnitte mit einer Dicke von 10 pum mit
einem Kryostat (CM 050S Kryostat, Leica Microsystems; Wetzlar, Deutschland)
angefertigt.

Die 10 um dicken Schnitte wurden zundchst 30 min lang bei Raumtemperatur (RT)
aufgetaut, daraufhin fir 10 min bei —20°C in Aceton fixiert und fir 5 min auf einer
Heizplatte (max. 42°C) getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte mit einem Pap-
Pen umrandet und mit 10% BSA/Tris zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen
des Erst-AKs im Gewebe fur 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach diesem

Blocken der Schnitte wurde die Losung abgekippt. Die Erst-AK (s.Tabelle 2) wurden in

18



1% BSA/Tris mit 2% Milchpulver verdiinnt auf die Schnitte aufgetragen (50-100 pl pro
Schnitt) und Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Am Folgetag
wurden die Schnitte dreimal fiir 10 min mit Tris gewaschen und anschlieRend fir 20
min bei RT in eine 200 ml Methanol und 3,5 ml 30% H202 Ldsung gelegt um die
endogene Phosphatase zu blockieren. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut
dreimal in Tris gewaschen.

Der Sekundar-AK wurde 1:200 in BSA/Tris verdiinnt und 30 min bei Raumtemperatur
mit den Schnitten inkubiert. Die Schnitte wurden daraufhin dreimal in Tris gewaschen.
Es folgte die Zugabe des Streptavidin-Biotin-Komplexes der Firma Vector (ABC-Kit).
Hierbei wurden 50-100 ul auf die Schnitte aufgetragen und fir 30 min inkubiert.
Daraufhin wurde dreimal in Tris gewaschen und DAB der Firma Kementec appliziert.
Hierbei wurde eine Tablette in 10 ml Aqua dest. gelost und direkt vor Gebrauch 10 pl
H202 hinzugegeben. Die Schnitte wurde mit dieser Losung 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde zunachst zweimal in
Aqua dest. gewaschen. AnschlieRend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe von 70-100% Ethanol fiir je 2 min behandelt. AbschlieBend wurden die
Schnitte zweimal fir 10 min mit Tissue Clear behandelt und mit Tissue Mount und
Deckglasern eingedeckt. Diese wurden mit Nagellack umrandet, um ein Austrocknen

der Schnitte zu verhindern.

AK Host Konz. Sek. AK Konz. Sek. AK
Anti-Human-IgG | Rabbit 1:200 Anti-Rabbit-1gG | 1:200
AQP4 Rabbit 1:500 Anti-Rabbit-1gG | 1:200
GFAP Rabbit 1:5000 Anti-Rabbit-1gG | 1:200
EAAT2 Rabbit 1:1000 Anti-Rabbit-IgG | 1:200
C9neo Rabbit 1:1000 Anti-Rabbit-1gG | 1:200

Tabelle 2:In den Versuchen verwendete Antikorper (AK) mit Ursprungsspezies (Host), Verdiinnung
(Konz.) und zugehorigem Sekundarantikorper (Sek. AK)

Anti-human-IgG, polyclonal; Dako Deutschland; Hamburg, Deutschland

AQP 4, polyclonal; Sigma Aldrich; St. Louis, MO, USA

GFAP, polyclonal; EMD Millipore Corporation; Billerica, MA, USA

EAAT 2, polyclonal; Cell Signaling Technology, Inc.; Danvers, MA, USA

C9neo, polyclonal; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Fr. Prof. C. Stadelmann-Nessler

(Institut fir Neuropathologie, Gottingen).
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2.5.3. Quantitative Analyse

Die immunhistochemisch gefarbten Riickenmarksschnitte der Versuchstiere wurden in
einer 10-fachen VergroRerung mit einer CCD-Kamera (Visitron Systems, Tuchheim,
Deutschland) (ber ein Axiophot 2 Mikroskop (Carl-Zeiss Jena GmbH, lJena,
Deutschland) aufgenommen. Die
Aufnahmen wurden gemaR Abbildung 4
im .jpg-Format gespeichert. Als Software
diente Spot Advanced (Windows,
Version 4.5). Die Auswertung erfolgte im
Image-

Pro Plus Bildbearbeitungsprogramm

(Version 4.5.0.29, Media Cybernetics

Inc., Silver Spring, USA).

Abbildung 4: Schema Auswertung
Riickenmarksschnitte

2.5.3.1. Human-IgG-, EAAT2- und AQP4-Firbung

Zur Auswertung der Dichte des Farbsignals wurde zundchst eine standardisierte Area-
of-Interest (AOI) von 61.770 um2 festgelegt. Diese wurde gemal Abbildung 4 in der
grauen und weillen Substanz positioniert. Die Einzelwerte der verschiedenen
Aufnahmen wurden fiir die weie und graue Substanz gemittelt und mit den Werten
der Lasionsareale verglichen.

Aufgrund unterschiedlicher Farbeintensititen der verschiedenen Versuchsreihen
wurde eine Korrektur der Farbewerte durchgefiihrt. Hierzu wurden aus jeder
Versuchsgruppe die beiden am starksten und am schwachsten gefarbten Schnitte
ausgewahlt und durch die entsprechenden Schnitte aus einer Referenzgruppe
dividiert. Die daraus resultierenden Korrekturfaktoren aus dem Mittelwert fiir die
weilde und graue Substanz wurden mit den Einzelwerten der Messungen multipliziert.
Ein hoher Farbwert entspricht aufgrund der verwendeten RGB-Skala einer schwachen
Farbung. Zur Darstellung der Graphen wurde der gemessene Wert von dem maximalen

WeilRwert der RGB-Skala (255) abgezogen.
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2.5.3.2. GFAP-Farbung

Die Dichtemessung erfolgte in der standardisierten AOI. Die Astrozyten wurden
zusatzlich gezahlt. Die MindestgroRe wurde hierbei auf mindestens 25 umzfestgelegt.
AbschlieBend wurde der prozentuale Anteil der gefarbten Flache in Bezug zur AOI

berechnet.

2.6. Versuchsgruppen und Versuchsdurchfiihrung

2.6.1. Versuchsgruppen

Die Einteilung der Versuchsgruppen erfolgte randomisiert in Gruppen zur Applikation
von aufgereinigtem IgG Material verschiedener AQP4-AK positiven Patienten (NMO 1-
4, Gruppe 1-4). Den Versuchsgruppen wurde auBerdem eine Kontrollgruppe mit
aufgereinigtem IgG  eines Patienten mit  chronisch  inflammatorischer
demyelinisierender Neuropathie (CIDP) ohne spezifische Auto-AK gegenibergestellt
(Kontroll-1gG, Gruppe 5). Zusatzlich wurde ein spezieller rekombinanter, AQP4-AK und
ein monoklonaler, nicht gegen AQP4 gerichteter AK (rAB*?™*, rAB*°™" Gruppe 6-7)
und als weitere Krankheitskontrollen rekombinante AK von 2 Patienten mit MS ohne
Reaktivitdt gegen AQP4 verwendet (rABMSl, rABM2, Gruppe 8-9). Die Injektion sowie
die Verhaltenstestungen wurden verblindet durchgefihrt.

Das Patienten-IgG wurde nach zuvor beschriebenen Protokollen (Geis et al. 2010; Geis
et al. 2011) aus dem Plasmapherat nach therapeutischer Plasmapherese gewonnen
und in einer Konzentration von 100mg/ml verwendet.

Die rAB (rAB*®* rAB*°"™"®) standen durch Kooperation mit Prof. Bennett, Denver,
USA zur Verfligung. Sie wurden durch Expansion immortalisierter Plasmazellen aus
dem Liquor von Patienten gewonnen (Bennett et al. 2009). Die rABs wurden in einer
Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt. Dabei war rAB"®™ spezifisch gegen humanes
AQP4 gerichtet, rAB*™™" war eine Negativkontrolle eines Kontrollpatienten mit
Reaktivitat gegen einen Hillenbestandteil des Masernvirus.

Die monoklonalen AK von 2 MS Patienten standen durch Kooperation mit Prof.

Holmoy, Oslo, Norwegen zur Verfligung. Sie wurden aus immortalisierten Hybridzellen
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gewonnen. Diese wurden mittels Hybridomatechnik aus der Fusion von B-Zellen mit

Myelomzellen hergestellt (Holmoy et al. 2005).

Gruppe Operation Antikorper Injektionen Anzahl Tiere
1 I.th. Katheter NMO 1 19 9
2 I.th. Katheter NMO 2 15 6
3 I.th. Katheter NMO 3 15 8
4 I.th. Katheter NMO 4 19 11
5 I.th. Katheter Kontroll IgG 19 13

I.th. Katheter +
6 rABAQP4 15 Tage 6
osm. Pumpe
I.th. Katheter + controll
7 rAB*entrote 15 Tage 6
osm. Pumpe
8 .th. Katheter | rAB™! 15 4
9 .th. Katheter | rAB™> 15 4

Tabelle 3: Uberblick Versuchgruppen

2.6.2. Versuchsdurchfiihrung

Nach erfolgreicher Implantation eines intrathekalen Katheters sowie einer kranialen
Schraubenanlage bei der Versuchsgruppe NMO 1 und NMO 2 hatten die Versuchstiere
eine 5tagige Erholungsphase. Daraufhin wurden die Ausgangswerte der
Verhaltenstestung mittels RotaRod-Laufrad ermittelt und bei den Tieren mit
implantierten Schrauben eine elektrophysiologische Messung durchgefiihrt. Danach
wurden die Versuchstiere randomisiert auf die entsprechenden Versuchsgruppen
(siehe Tab. 3) verteilt. Den Tieren wurden Uber einen Zeitraum von zumeist 3 Wochen
an 5 aufeinander folgenden Tagen AK injiziert gefolgt von 2 Tagen Injektionspause. Der
klinische NMO-Score wurde taglich erhoben, die RotaRod-Messung erfolgte 1x
wochentlich nach der zweitdgigen Injektionspause. Die elektrophysiologischen

Messungen wurden vor der Gewebeentnahme durchgefiihrt (Abb. 5).
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Katheter- bzw. Schraubenimplantation
l 5 Tage Erholung
Baseline-Testung RotaRod und Elektrophysiologie
Randomisierte Gruppeneinteilung

Intrathekale Injektion 10 pl Serum + 10 pl NacCl

l 5 Tage
Pause 3x
l 2 Tage

Verhaltenstestung RotaRod, taglich NMO-Score, Videoaufnahme

.
'

Elektrophysiologische Messung und Gewebeentnahme

Abbildung 5: Schema Versuchsdurchfiihrung

2.7. Statistische Analyse

Die PC-gestiitzte statistische Analyse erfolgte mit Sigma-Plot Version 12.0 (Systat
Software GmbH, Erkrath, Deutschland). Je nach Beschaffenheit der Daten und deren
Verteilung (ermittelt mittels Shapiro-Wilk Test) erfolgte die Analyse mittels Student’s
T-Test, Mann-Whitney Test oder one-way ANOVA fiir Mehrfachvergleiche. Die Sterne
in den Graphen symbolisieren die Signifikanzniveaus (*: p<0.05; **: p<0.01: ***:
p<0.001). Wenn nicht anders beschrieben sind die Daten als Mittelwert +/-

Standardfehler dargestelit.

3. Ergebnisse

3.1. Auswertung der Verhaltenstestung
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3.1.1. Auswertung des NMO-Scores

3.1.1.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

In den Versuchsgruppen 1-4 (NMO 1-4) zeigte sich mit zunehmender Anzahl an
Injektionen ein Anstieg des durchschnittlich erzielten Punktewertes im NMO-Score.

In Versuchsgruppe 1 (NMO 1) stieg der durchschnittliche Punktewert zunachst
kontinuierlich an. Nach 13 Injektionen erzielten die Versuchstiere einen NMO-Score
von 4,1 £ 0,84. Aufgrund hoher Punktewerte und eines damit verbundenen schlechten
klinischen Zustandes mussten zu nach 13 Injektionen 2 Versuchstiere aus dem Versuch
genommen werden (NMO-Score 7 bzw. 8). Deshalb war ein leichter Abfall des NMO-
Scores der Versuchsgruppe bis Injektion 16 zu beobachten (3,4 + 0,86). Im weiteren
Verlauf stieg dieser jedoch wieder und erreicht nach 18 Injektionen mit 5,7 £ 0,67 den
hochsten Punktewert, der Endwert nach 19 Injektionen liegt bei 5,0 + 0,66 (Abb. 6A).
Gruppe 2 (NMO 2) zeigte einen Maximalwert von 3,5 £0,57 nach 12 Injektionen und
erreichte einen Endwert von 3,1 + 0,52 nach 16 Injektionen (Abb. 6B).

Ausgehend vom NMO-Score Punktewert 0,5 *+ 0,20 zeigte sich bei Gruppe 3 (NMO 3)
eine stetige Zunahme bis zum Endpunkt 4,6 + 0,90 nach 16 Injektionen (Abb. 6C).
Gruppe 4 (NMO 4) erreicht den hochsten Punktewert nach 18 Injektionen mit 4,1 +
0,47. Zu Versuchsende nach 19 Injektionen erzielte die Versuchsgruppe einen
durchschnittlichen Wert von 3,9 + 0,42 Punkten im NMO-Score (Abb. 6D).

In der Kontrollgruppe 5 zeigte sich hingegen nur ein gering erhéhter NMO-Score.
Ausgehend von durchschnittlich 0,23 £+ 0,13 Punkten zu Versuchsbeginn wurden nach
16 Injektionen 0,78 + 0,29 und nach 19 Injektionen 1,0 + 0,24 Punkte erreicht (Abb.
6E).
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Abbildung 6: Entwicklung NMO-Score NMO 1-4 und Kontrolle mit steigender Injektionsanzahl
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3.1.1.2. rAB*®* und rag*°"""

Mit Hilfe des in 2.2.1.4. beschriebenen osmotischen Pumpsystems wurden die
rekombinanten monoklonalen AK rAB*®* und rAB*°™™" in Versuchsgruppen 6 und 7
getestet. Rechnerisch erreichten die rAB an Versuchstag 8 den Liquor des
Versuchstieres. Das errechnete Infusionsende der osmotischen Pumpe liegt bei
Versuchstag 25. Die monoklonalen AK rAB™* und rABM*? wurden nach Katheteranlage

gemal’ 2.2.1.3. repetitiv manuell injiziert.

Bei rAB"®™ zeigte sich ein Sprung im NMO-Score-Punktewert an Tag 8 auf 1,4 + 0,75.
Im Verlauf stieg der Punktewert wahrend der Infusionsphase auf 2,7 = 0,78 an und
erreichte nach Infusionsende an den Versuchstagen 26 und 27 den Maximalwert von
3,7 £ 0,81. Bis Versuchsende fiel der NMO-Score auf einen Wert von 2,3 + 0,91 ab.

Bei rAB """ zeigt sich an Infusionstag 10 ein Anstieg des NMO-Scores von 0 auf 0,33
+0,23. Der Maximalwert von 0,83 + 0,45 wahrend der Infusionsphase wurde an Tag 15

Kontrolle

und 22 erreicht. Nach Infusionsende erreichte rAB einen Endwert von 0,75 =+

0,40 (Abb. 7).

NMO Score - rAbs

o rAbAQP4

% i % 5] rAbKantmlle
3 %

NMO -Score [0-10]

Versuchstag

AQP4 Kontrolle

Abbildung 7: Entwicklung NMO-Score rAB und rAB

rAB*! und rAB™*? in Versuchsgruppe 8 bzw. 9 zeigen nur geringe Punktewerte im
NMO-Score. So erreichen die Versuchstiere der Gruppe rABV*! einen Héchstwert von

0,88 = 0,36 nach 11 Injektionen und einen Endwert von 0,75 +0,17 nach 15
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Injektionen. In der Gruppe rABM>? liegt der maximale NMO-Score bei 0,63 £0,28 nach
14 Injektionen (Abb. 8).

NMO Score - rAbs

;
g i {iy

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Versuchstag

Ms1 Ms2

Abbildung 8: Entwicklung NMO-Score rAB™ " und rAB

3.1.2. Auswertung des Gewichts

Die Tiere der Versuchsgruppen wurden im Rahmen der klinischen Betrachtung
gewogen, um hohergradige allgemeine Krankheitssymptome wie z.B. systemische

Infektionen o0.a. auszuschlieRen.

3.1.2.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

Insgesamt war bei allen Versuchsgruppen nach der OP ein Abfall des Korpergewichts
zu beobachten, nach der Erholungsphase und im Versuchsverlauf kam es allerdings zu
einer Erholung des Korpergewichts und zu einem stabilen Gewichtsverlauf. Das
durchschnittliche Gewicht der Versuchsgruppen betrug vor der Operation 162,2 g + 0,5
g (NMO 1), 161,3 g+ 0,9 g (NMO 2), 180,3 g+ 0,6 g (NMO 3), 181,1 g + 0,6 g (NMO 4)
und 167,7 g = 2,2 g (Kontrollgruppe). An Tag 15 nach der ersten Injektion lagen die
Werte bei 168,7 g £5,7 g (NMO 1), 179,0g + 2,4 g (NMO 2), 184,0 g = 5,7 g (NMO 3),
186,4 g+ 4,0 g (NMO 4) und 187,2 g + 2,8 g (Kontrollgruppe). Zu Versuchsende wogen
die Tiere aus der Gruppe NMO 2 im Mittel 189,0 g + 3,7 g, NMO 3 erreichte einen
Endwert von 185,1 g £ 8,9 g und NMO 4 193,1 g + 5,3 g. In der Kontrollgruppe zeigte

sich ein durchschnittliches Gewicht von 194,6 g + 4,0 g. Der erzielte Endwert von NMO
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1 lag mit 169,2 g £ 4,2 g unter den Werten der anderen Gruppen, wobei diese Tiere

auch initial vor der OP ein niedrigeres Ausgangsgewicht hatten (Abb. 9).

Gewicht NMO 1-4 vs. Kontrolle
. i |
- g -
- :::gggﬁﬁéﬁﬁﬁ firsH

Abbildung 9: Gewicht NMO 1-4 und Kontrolle mit zunehmender Injektionsanzahl

3.1.2.2. r.ABAQP4 und r,ABKontroIIe

Zu Versuchsbeginn betrug das durchschnittliche Gewicht der Gruppen rABA9"

und der
rAB*°"® 184 7 g + 3,1 g bzw. 183,3 g + 4,0 g. Von dem dritten Versuchstag bis zu Tag
19 nahm das Gewicht der Versuchsgruppen kontinuierlich zu. Den héheren Wert
erzielte hierbei rAB*™°"® mit 201,5 g + 4,2 g. Die Gruppe rAB*® erreichte 193,3 g +
3,5. Zu Versuchsende erreichte ebenfalls Gruppe rAB"™™"® mit 203,2 g + 4,0 g den

hochsten Durchschnittswert vor der Gruppe rAB*®* mit 199,3 g + 3,2 g (Abb. 10).
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3.1.3. Auswertung der Laufleistung (RotaRod)

3.1.3.1. NMO IgG und Kontroll-IgG

Bei der Versuchsgruppe NMO 1 zeigte sich ein kontinuierlicher Abfall der relativen
Laufzeit mit steigender Injektionsanzahl. Nach 5 Injektionen erreichten die Tiere nur
47,0 % + 13,5 % ihrer Ausgangsleistung. Im weiteren Versuchsverlauf fiel die relative
Laufzeit signifikant auf 33,2 % = 11,1 % nach 10 bzw. auf 23,0 % + 6,1 % nach 15
Injektionen ab (Abb. 11A).

In Versuchsgruppe NMO 2 betrug die relative Laufzeit nach 5 Injektionen nur noch 70,0
% + 4,5 % des Startwertes. Nach 5 weiteren Injektionen fiel dieser Wert auf 32,0 %+

12,6 % ab (Abb. 11B).

Bei der Gruppe NMO 3 fiel die relative Laufzeit nach 5 Injektionen signifikant auf 44,6
%+ 10,2 % ab. Im weiteren Versuchsverlauf erreichren die Tiere nach 10 bzw. 15
Injektionen noch 38,0 %+ 13,1 % bzw. 36,0 %+ 13,0 % ihrer Ausgangsleistung (Abb.
11C). Versuchsgruppe 4 zeigte ebenfalls einen kontinuierlichen Abfall der relativen

Laufzeit.

Nach 5 Injektionen erreichten die Tiere noch 66,5 % + 16,2 % ihrer Laufzeit vor
Versuchsbeginn. Die Laufleistung fallt nach 10 Injektionen signifikant auf 29,2 % + 13,4
% und nach 5 weiteren Injektionen auf 26,1 % + 14,9 % ab (Abb. 11D).

In der Kontrollgruppe zeigte sich zunadchst eine leicht sinkende Laufzeit nach 5
Injektionen und 10 Injektionen auf 82,8 % + 7,7% bzw. 74,5 % *+ 10,2 %. Nach 15
Injektionen erreichten die Tiere jedoch wieder eine relative Laufzeit von 82,5 % + 11,8

% (Abb. 11E).
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Abbildung 11: Relative Laufzeit der Gruppen NMO 1-4 mit steigender Injektionsanzahl

3.1.3.2. rAB*®* und rag*°"""

Die Tiere der Versuchsgruppen rAB*®*und rAB*™"® wurden untereinander
verglichen. Aufgrund der unterschiedlichen Operations- und Injektionstechnik wurde
die Laufleistung der Tiere nicht mit der Kontrollgruppe 5 verglichen.

Da am 23ten Versuchstag der errechnete Pumpstopp der osmotischen Pumpe eintrat

wurden die Ausgangsdaten von Versuchstag O mit denen von Tag 23 verglichen.
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AnschlieBend wurden die Werte von Versuchstag 23 mit jenen von Tag 29 verglichen,
da in der Zwischenzeit keine Applikation von I1gG mehr durch die Pumpe erfolgt war.

Bei rAB"™'® zeigte sich bis Versuchstag 16 ein leichter Abfall der relativen
Laufleistung auf 72,1 %=+ 24,8 % des Ausgangswertes mit Wiederanstieg auf 86,5 %=+
15,2 % an Versuchstag 23 und 86,1 %+ 18,7 % am Versuchstag 29. Bei rAB ¥ fiel
hingegen die Laufleistung der Tiere bis Versuchstag 23 auf 43,0 % 14,6 % der
Ausgangslaufzeit vor Versuchsbeginn ab. Nach Pumpstop kam es zu einer Erholung an

Tag 29 auf 71,3 % + 27,7 % (Abb. 12).

RotaRod - rAbs

A"

1,2 1
Kontroll
p=0,058 = rAb e

Relative Laufzeit

Versuchstage

Abbildung 12: Relative Laufzeit rAB*®* und rAB*"™"®

Bei rAB™** und raB™*? zeigten sich zu Versuchsende nur geringfligige Veranderungen in

der relativen Laufzeit. So zeigten die Versuchstiere der Gruppe rABM*!

sogar eine
graduelle Verbesserung auf 155,6 % + 33,3 % ihrer Ausgangsleistung. Die Gruppe

rABM*? erzielte einen Wert von 97,7 % + 31,6 % (Abb. 13).

RotaRod - rAbs
2,0 1
AL
= rAp"*
T 15
o
]
5
o 101
2
s
£
& 051
0,0 -
0 5 10 15
Anzahl Injektionen
Abbildung 13:Relative Laufzeit rAB"" und rAB™*
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3.2. Auswertung Elektrophysiologie

Bei den Versuchstieren der Gruppen NMO1, NMO 2 und Kontroll-IgG wurde nach
Implantation von kranialen Schrauben eine Messung der SEPs und der MEPs
durchgefiihrt. Eine zweite Vergleichsmessung erfolgte am Versuchsende nach der

Injektion der IgG Fraktionen vor Gewebeentnahme.

3.2.1. Auswertung der SEP

Bei der Evaluierung der SEPs wurde die Latenz zwischen Stimulus und P1 sowie die

Amplitude zwischen P1 und N1 zu den oben genannten Zeitpunkten gemessen und zur

Auswertung in Relation zum Ausgangswert gesetzt.

Stimulus P1 N1

Abbildung 14: Ableitung SEP

Abbildung 14 zeigt eine Beispielaufnahme der SEPs. Der Nervus tibialis des
Versuchstieres wurde jeweils in 2 Serien auf der rechten Seite (Abb. 14A) sowie auf der
linken Seite (Abb. 14B) stimuliert und die Reizantwort Uber dem Kortex mittels den
kranial implantierten Schrauben abgeleitet. AnschlieBend wurden die Messpunkte P1

und N1 festgelegt.
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Im Vergleich der Latenzveranderungen zeigte sich nach komplettem Injektionszyklus
von 15 Injektionen nur eine geringe Veranderung in der Versuchsgruppe NMO 1 und
Kontrollgruppe. Die relative Leitungslatenz lag bei Versuchsende bei 99,1 % + 5,3 %
(P1) und 97,1 % £ 3,7 % (N1) bei NMO 1 bzw. bei 92,7 % + 8,6 % und 90,6 % + 8,1 % in
der Kontrollgruppe.

Die Amplitude der SEP bei NMO 1 nahm um 35,5 % auf 64,5 % + 13,2 % ab. In der

Kontrollgruppe betrug die Amplitude 117,1 % + 33,8 % des Ausgangswertes (Abb. 15).
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= Kontrolle = Kontrolle
*

kot 1,5 9 £ 1519
() /]
= =
S o
.02’ 1,0 1 'g 1,0 1
& &
) ]
&€ 0,5 - € 0,5 -

0,0 T - 0,0 4
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Abbildung 15: Auswertung Latenz (A) und Amplitude (B) SEP NMO 1 und Kontrolle

In Versuchsgruppe NMO 2 und der entsprechenden Kontrollgruppe zeigten sich bzgl.
der relativen Leitungslatenz ebenfalls nur eine geringe Verdanderungen. Die
Messpunkte P1 und N1 lagen zu Versuchsende bei 112,0 % + 11,0 % und 98,7 % + 10,2
% (NMO 2) bzw. 1073 % + 6,1 % und 111,3 % + 16,8 % (Kontrolle) des
Ausgangswertes.

Bei Gruppe NMO 2 sank die SEP-Amplitude zwischen P1 und N1 auf 23,2 % + 7,4 % des

Ausgangswertes, in der entsprechenden Kontrolle jedoch nur auf 68,3 % + 24,1 %

(Abb. 16).
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Abbildung 16: Auswertung der Latenz (A) und Amplitude (B) SEP NMO 2 und Kontrolle

3.2.2. Auswertung der MEP

Bei den MEPs wurde die Latenz zwischen Stimulus und FuBpunkt N1 bestimmt. Der
Ausgangswert nach kranialer Schraubenimplantation wurde wie bei den SEP in
Relation zum Endwert vor Gewebeentnahme gesetzt. Aufgrund der variablen
Amplitude der Muskelantwort, was durch die invasive Messung mittels

Nadelelektroden bedingt ist, wurde auf eine Auswertung der Amplitude verzichtet.

Stimulus  FuBpunkt N1

o

Abbildung 17: Ableitung MEP
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Abbildung 17 zeigt eine Beispielaufnahme der MEPs. Der motorische Kortex des
Versuchstieres wurde Uber die kranial implantierten Schrauben jeweils zweimal auf der
rechten Seite (Abb. 17A) sowie auf der linken Seite (Abb. 17B) stimuliert und die
Reizantwort iber eine Nadelelektrode im Muskulus tibialis anterior abgeleitet.

Die relative Latenz der MEPs in der Versuchsgruppe NMO 1 am Ende des Versuches
betrug 95,9 % + 6,5 % des Ausgangswertes vor der ersten Injektion. Die Kontrollgruppe

erzielte einen Wert von 92,2 % + 6,3 % (Abb. 18).

MEP - NMO 1

1,4 1
3 nNvo1

1 Kontrolle
1,2 |

1,0 1 I 1

0,8 1

Relativer Wert

0,6 1

0,4
Amplitude

Abbildung 18: Auswertung MEP NMO 1

In Versuchsgruppe NMO 2 zeigte sich am Ende des Versuches ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Die relative Latenz lag bei 97,0 % + 14,1

%, bei der Kontrollgruppe bei 87,3 % + 3,0 % (Abb. 19).
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Abbildung 19: Auswertung MEP NMO 2
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3.3. Auswertung der Bildgebung

Die MR-Bildgebung wurde an ausgewahlten Versuchstieren der Versuchgruppen NMO
2 und NMO 3 durchgefiihrt und es wurde besonderes Augenmerk auf die Aufnahme
des Kontrastmittels Gadofluorin im Bereich des Myelons gelegt. Hierbei zeigten sich
zentromedulldre  Kontrastmittel aufnehmende Ldsionen im Bereich des
thorakolumbalen Ubergangs im Bereich der Katheterspitze, hier exemplarisch an

Versuchstieren der Gruppen NMO2 und 3 gezeigt (Abb. 20).

Abbildung 20: Beispiel Kontrastmittelanreicherung in axialen und sagittalen Aufnahmen des
Riickenmarks
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Versuchsgruppe | Tiernummer EAN-Score MRT-Befund
NMO 2 5 3,5 KMA knapp Uber Katheter
NMO 2 6 2 KMA an Katheterspitze
NMO 2 9 3,5 KMA 1 cm lber Katheterspitze
NMO 3 2 7,5 KMA zervikal + Katheterspitze
NMO 3 3 3 KMA Katheterspitze

Tabelle 4: exemplarische Ubersicht iiber die Bereiche mit Kontrastmittelanreicherung (KMA)

3.4. Auswertung der Einzelfdrbungen

Nach Versuchende wurde das Myelon prapariert und fir immunhistochemische
Farbungen aufbereitet. Die Rickenmarkschnitte der Versuchstiere wurden gemafd
2.5.2.1. gefarbt und anschlieRend in 10facher VergroRerung aufgenommen. Zur
Auswertung der Farbintensitit wurden Auswertungsareale der GréRe 250 um?
festgelegt und im Bereich der weillen Substanz des Vorder- und Hinterhorns sowie in

der grauen Substanz von Vorder- und Hinterhorn positioniert.

3.4.1. Auswertung Human-lgG-Féirbung

Die Gewebeproben der Riickenmarke der Versuchstiere wurden gemafd 2.5.2.1. mit
einem anti-human-IgG AK gefarbt und mittels DAB-Farbung entwickelt. Die Ergebnisse
der Farbeintensitat der verschiedenen Versuchsgruppen sind im Folgenden dargestellt.
Umschriebene Areale mit einer hohen anti-human-IgG-Dichte wurden als

Lasionsbereich definiert (Abb. 21).
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Abbildung 21: Beispiele NMO-IgG-DAB-Farbung, NMO 1 10fach vergréBert (MaBstab 300 um) mit
Lisionsareal (rot) (A), Kontrolle 10fach (B), Vorderhorn NMO 1 20fach (MaRBstab 200 um) mit
Lasionsareal (C), Vorderhorn Kontrolle 20fach (D), Hinterhorn NMO 1 (E) und Hinterhorn Kontrolle
20fach (F)
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3.4.1.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

In den NMO Versuchsgruppen zeigte sich definitionsgemaR die hochste Farbintensitat
in den Lasionsarealen. Die verschiedenen Gruppen erzielten hierbei Werte von 198,0
12,6 (NMO1), 179,0+ 2,5 (NMO3) und 168,2 + 0,3 (NMO4) (Abb. 22 A-C). In der
Kontrollgruppe zeigten sich keine Areale erhdhter Anreicherung von Anti-Human-IgG
(Abb. 22D). Des Weiteren war in allen Versuchsgruppen die graue Substanz intensiver
angefarbt als die weille Substanz. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei NMO 4.
Die graue Substanz erreichte eine durchschnittliche Farbeintensitdt von 156,3 = 0,7
gegeniber der weiRen Substanz mit 151,2 + 0,8. In den Versuchsgruppen NMO 1 und
NMO 3 betrugen die Farbeintensitiaten von grauer und weiRer Substanz 176,4 +3,4
und 167,4 £3,5 bzw. 154,6 = 1,1 und151,7 * 1,3. In der Kontrollgruppe zeigten sich

Werte von 166,4 + 3,9 fiir die graue und 152,8 + 1,6 fiir die weille Substanz (Abb. 22).
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Abbildung 22: Dichte Human-IgG NMO-IgG und Kontrollgruppe
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Aufgrund der Uberwiegenden Lokalisation der human-IgG positiven Ldsionen in der
weillen Substanz der NMO-Tiere wurden diese mit der weilen Substanz der
Kontrollgruppe verglichen.

Es zeigt sich eine deutlich signifikante erhdohte Anreicherung von Anti-Human-IgG in
den Lasionsarealen von NMO 1 (198,0 £2,69), NMO 3 (179,0+ 2,5) und NMO 4 (168,2 +
0,3) gegenuber der weilen Substanz der Kontrollgruppe (152,8 + 1,6)(Abb. 23).
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Abbildung 23: Dichte Human-IgG Lasion NMO versus weiBe Substanz Kontrollgruppe

3.3.1.2. rAB"®* und rAB*°""'*

Bei den Versuchsgruppen rAB*®* und rAB"™°"® zeigten sich keine umschriebenen
Areale mit erhéhter Dichte von anti-human-IgG.

Die weiRe Substanz von rAB"%™

war mit 153,9 £ 0,7 etwas starker gefarbt als die graue
Substanz mit 152,7 + 0,7. Im Vergleich der beiden Gruppen war rAB """ signifikant
weniger stark gefarbt. Die weille Substanz erzielte eine Farbintensitat von 148,3 £ 1,0,

die graue einen Wert von 149,2 + 0,8 (Abb. 24).
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Abbildung 24: Dichte Human-IgG rAB“®* und rAB """

3.4.2. Auswertung AQP4-Firbung

Im nachsten Schritt wurden die Gewebeproben des Rickenmarks der Versuchstiere
mit einem polyklonalen AK gegen AQP4 gefarbt. Die Ergebnisse der Farbeintensitat der
verschiedenen Versuchsgruppen sind im Folgenden dargestellt. Die Uber die anti-
human-lgG-Farbung definierten Lasionsbereiche wurden neben der Auswertung der

weilen und grauen Substanz des Riickenmarks gesondert betrachtet (Abb. 25).
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Abbildung 25: Beispiele AQP4-DAB-Farbung, Vorderhorn NMO 1 20fach (MaRstab 200 um) vergroRert
(rot) (A), Vorderhorn Kontrolle 20fach (B), Hinterhorn NMO 1 20fach (C), Hinterhorn Kontrolle 20fach
(D), Vorderhorn NMO 1 mit Lasion (rot) (E)
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3.4.2.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

Entsprechend der Verteilung von AQP4 wies in allen Versuchsgruppen die graue
Substanz eine hohere Farbeintensitat auf als die weiRe Substanz. Signifikant war dieser
Unterschied bei NMO 1 (Abb. 26A), NMO4 (Abb. 26C) und der Kontrollgruppe (Abb.
26D). Die durchschnittlichen Intensitatswerte fiir graue und weile Substanz liegen bei
110,6 + 2,1 bzw. 103,8 £ 1,8 (NMO 1), 107,5 £+ 1,6 bzw. 102,9 + 1,4 (NMO 4) und 111,9
+ 1,3 bzw. 104,1 = 1,0 (Kontrolle). In der Versuchsgruppe NMO 3 war die graue
Substanz ebenfalls intensiver gefarbt gegentliber der weifen Substanz (109,5 £5,5 bzw.
102,2 +5,3), jedoch war der Unterschied hier nicht signifikant (Abb. 26B).

Die niedrigsten Farbeintensitaten wurden in den Lasionsarealen beobachtet. So

zeigten sich Werte von 94,6 + 4,4 (NMO 1), 96,4 + 16,5 (NMO 3) und 96,4 + 16,5 (NMO
4) (Abb. 26).
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Abbildung 26: Dichte AQP4 NMO-IgG und Kontrollgruppe
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Aufgrund der Lokalisation der sichtbaren Lasionen in Regionen der weillen Substanz
wurden diese mit der weilRen Substanz der Kontrollgruppe vergleichen. Hierbei zeigte
sich eine signifikant verminderte Farbeintensitat der Lasionen von NMO 1 (94,6 + 4,4)
im Vergleich mit der Kontrollgruppe (104,1 £+ 1,0). In den Lasionsarealen der Gruppen
NMO 3 und NMO 4 waren die Farbeintensitaten mit 96,4 + 16,5 bzw. 98,9 £3,1
ebenfalls vermindert jedoch nicht signifikant (Abb. 27).
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Abbildung 27: Vergleich Dichte AQP4 Lasionen versus weie Substanz Kontrollgruppe

3.4.2.2. rAB*®* und rAB*°""'*

Es zeigte sich in der grauen Substanz von rAB*®* und rAB*"™'" gine héohere
Farbintensitdat der AQP4-Farbungen (113,6 £ 1,3 bzw. 113,7 + 3,1) als in der jeweils
weiRen Substanz (108,5 + 1,4 bzw. 106,7 *= 2,4) (Abb. 28). Signifikante

Gruppenunterschiede bestehen nicht.
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Abbildung 28: Vergleich Dichte AQP4 rAB*®* und rAB """

3.4.3. Auswertung GFAP-Firbungen

Die Gewebeproben des Rickenmarks der Versuchstiere wurden mit dem
Astrozytenmarker GFAP gefarbt. Es wurde die Farbeintensitat der Astrozyten in einem
definierten Messareal (65423 pm?) analysiert. Zudem wurden die gefirbte
Astrozytenflache und die Anzahl von sichtbaren Astrozyten bestimmt. Umschriebene
Lasionsareale wurden mit der weiRen und grauen Substanz des Rilickenmarks der
jeweiligen Versuchsgruppe sowie der weilden Substanz der Kontrollgruppe verglichen

(Abb. 29).
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Abbildung 29: Beispiele GFAP-DAB-Firbung, Vorderhorn NMO 1 20fach (MaRstab 300 um) vergroRert
(rot) (A), Vorderhorn Kontrolle 20fach (B), Hinterhorn NMO 1 20fach (C), Hinterhorn Kontrolle 20fach
(D), Vorderhorn NMO 1 mit Lasion (rot) (E)

46



3.4.3.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

3.4.3.1.1. Auswertung Dichte GFAP

In den NMO-Versuchsgruppen zeigte sich die hochste Farbintensitat der
Astrozytenfarbung in den Lasionsarealen. Im Vergleich zu der weien Substanz war
diese bei NMO 3 signifikant héher. So zeigten sich hier in den Lasionsarealen ein Wert
von 129,3 £ 0,9, in der grauen und weillen Substanz Werte von 117,8 &+ 3,2 bzw. 119,6
+ 1,8 (Abb. 30B). Bei NMO 1 und NMO 4 waren die Ldsionsareale ebenfalls intensiver
GFAP gefarbt als die jeweilige graue und weille Substanz. NMO 1 erzielte
Intensitatswerte von 128,3 + 3,5 (Lasion), 122,6 + 1,6 (graue Substanz) und 126,5 +1,6
(weille Substanz) (Abb. 30A). Bei NMO 4 zeigten sich Werte von 121,5 +3,4 (Lasion),
116,2 + 1,6 (graue Substanz) und 119,9 + 1,4 (weille Substanz) (Abb. 30C).

Die Kontrollgruppe wies eine intensivere Farbung der grauen Substanz (119,5 £1,2) im

Vergleich zu der weillen Substanz (118,0 £1,3) auf (Abb. 30D).
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Abbildung 30: Dichte GFAP NMO-IgG und Kontrollgruppe
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Im Vergleich der Farbintensitat der Lasionsareale der verschiedenen Versuchsgruppen
mit der der weillen Substanz der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikant hohere
GFAP Dichte bei NMO 1 (129,3 + 0,9) und NMO 3 (129,3 + 0,9). Bei NMO 4 zeigte sich
mit 121,5 13,4 ebenfalls eine hohere Farbintensitat als in der Kontrollgruppe mit 118,0

+1,3 die jedoch nicht signifikant war (Abb. 31).
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Abbildung 31: Vergleich Dichte GFAP Lisionen versus weile Substanz Kontrolle

Einschrankend muss gesagt werden, dass bei der GFAP Farbung die Farbdichte ein
relativ ungenaues Mal zur Beurteilung der Astrozyten ist. Deswegen erfolgte hier auch

eine quantitative Auswertung der Anzahl und der Flache der Astrozyten.

3.4.3.1.2. Auswertung Astrozytenanzahl

In den NMO-Versuchsgruppen zeigte sich jeweils eine signifikant hoéhere
Astrozytenanzahl im Bereich der Lasionen im Vergleich zur grauen und weiBRen
Substanz. So fanden sich bei NMO 1 durchschnittlich 57 * 6,3 Astrozyten im
Lasionsareal, 41,8 = 4,4 in der grauen und 22,1 £ 3,2 in der weien Substanz (Abb.
32A). Bei NMO 3 waren es 54,5 + 7,8, 34,0 = 2,2 bzw. 25,4 + 2,5 (Abb.32B). Die
Versuchsgruppe NMO 4 erzielte durchschnittliche Werte von 54,5 £ 9,2, 38,9 + 2,1 und
19,9 + 2,9 (Abb.32C).

In der Kontrollgruppe zeigte sich erwartungsgemall aufgrund der anatomischen
Verteilung auch eine signifikant hohere Anzahl von Astrozyten in der weilen Substanz

(26,7 £2,3) im Vergleich zu der grauen Substanz (15,5 + 1,7) (Abb. 32D).
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Abbildung 32: Anzahl Astrozyten NMO-IgG und Kontrollgruppe

Im Vergleich der Lasionsareale der verschiedenen Versuchsgruppen mit der weillen
Substanz der Kontrollgruppe zeigten sich zunachst dhnliche Astrozytenanzahlen bei
NMO 1 (57 £ 6,3), NMO 3 (54,5 + 7,8) und NMO 4 (54,5 + 9,2). Diese waren signifikant

hoéher als die Astrozytenanzahl von 26,7 + 2,3 in der Kontrollgruppe (Abb. 33).
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Abbildung 33: Vergleich Anzahl Astrozyten NMO-IgG versus weile Substanz Kontrollgruppe

3.4.3.1.3. Auswertung der Astrozytenflache

In der Versuchsgruppe NMO 1 zeigte sich eine gefarbte Astrozytenflache von 3744,5
umzi 590,0 umz in der weiRen und 1612,3 umzi 363,8 um2 in der grauen Substanz. Im
Vergleich zur grauen Substanz wurde in den Lisionsarealen mit 5351,0 pm’+ 887,1
um2 eine signifikant hohere Astrozytenflache angefarbt (Abb. 34A).

Bei NMO 3 zeigte sich ebenfalls eine signifikant groere Farbeflache der Astrozyten in
der weien Substanz (2983,2 umzi 465,8 umz) im Vergleich zu der grauen Substanz
(17121 umzi 232,1 umz). Die grolSte Flache wiesen die Lasionsareale mit 8752,9um2i
3710,7 um2 auf (Abb. 34B). NMO 4 zeigte wie die vorangegangenen Versuchgruppen
die groRte Astrozytenflache in den Lasionsarealen (5103,1 umzi 1696,5 umz) gefolgt
von der weiBen Substanz (3627,4um’t 329,8 um?) und der grauen Substanz
(1261,9um’+ 258,0 um?) (Abb.34C). In der Kontrollgruppe zeigte sich
erwartungsgemald ebenfalls eine grofRere Flache an gefarbten Astrozyten in der weiRen
Substanz (1944,8um’+ 225,3 um?) im Vergleich zu der grauen Substanz (904,9um’+
126,1 um?) (Abb. 34D).
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Abbildung 34: Flache Astrozyten NMO-IgG und Kontrollgruppe

Im Vergleich der Lasionen der NMO-Gruppen zur weiflen Substanz der Kontrollgruppe

zeigte sich jeweils eine signifikant grofRere Flache gefarbter Astrozyten (Abb. 35).
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Abbildung 35: Vergleich Flache Astrozyten NMO-IgG versus weile Substanz Kontrollgruppe
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3.4.3.2. rAB*®* und rag*°"""

3.4.3.2.1. Auswertung Dichte GFAP

In der Gruppe rAB"™

zeigte sich eine etwas hohere Dichte der GFAP-Farbung im
Bereich der weiRen Substanz mit 120,3 £ 2,9 im Vergleich zur grauen Substanz mit
117,7 + 2,9. Bei rAB*"™" hingegen ist die graue Substanz mit 119,3 + 1,4 intensiver

gefarbt als die weille mit 115,5 £+ 2,2 (Abb. 36), jeweils ohne signifikante Unterschiede.
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Abbildung 36: Dichte GFAP rAB"®* und rAB**"""

3.4.3.2.2. Auswertung Astrozytenanzahl

AQP4 Kontrolle

Die Anzahl der Astrozyten sowohl bei rAB also auch bei rAB in der weilsen
Substanz war mit 30,7 £ 2,1 bzw. 27,1 £ 2,4 hoher als in der entsprechenden grauen

Substanz mit 16,1 + 1,7 bzw. 19,3 £ 3,3 (Abb. 37).
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Abbildung 37: Anzahl Astrozyten rAB*®* und raB*°"""

3.4.3.2.3. Auswertung der Astrozytenflache

In der Versuchsgruppe rABAd™ zeigte sich eine durchschnittlich gefarbte
Astrozytenflache von 2209,4um2i232,8 um2 in der weiRen und 877,4 um21127,0 um2
in der grauen Substanz. Die Kontrollgruppe rAB™°"® erzielte Werte von

1865,63um*+236,0um’bzw. 1248,2um?+260,0 um? (Abb. 38).
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Abbildung 38: AstrozytenflicherAB*%* und rAB """

3.4.4. Auswertung EAAT2-Féirbung

Die Gewebeproben der Riickenmarke der Versuchstiere wurden gemafd 2.5.2.1. mit
einem EAAT2-AK gefarbt. Die Ergebnisse der Farbeintensitit der verschiedenen

Versuchsgruppen sind im Folgenden dargestellt. Die Gber die anti-human-IgG-Farbung
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definierten Lasionsbereiche wurden neben der weiRen und grauen Substanz des

Rickenmarks gesondert betrachtet (Abb. 39).

A

Abbildung 39: Beispiele EAAT2-DAB-Farbung, Vorderhorn NMO 1 20fach (MaRstab 300 um)
vergroBert (rot) (A), Vorderhorn Kontrolle 20fach (B), Hinterhorn NMO 1 20fach (C), Hinterhorn
Kontrolle 20fach (D), Hinterhorn NMO 1 mit Lasion (rot) (E)
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3.4.4.1. NMO-IgG und Kontroll-IgG

In Versuchsgruppe NMO 1 zeigte sich gemaR der Verteilung von EAAT2 eine hohere
Farbeintensitat von EAAT2 in der grauen Substanz mit 127,8%t 1,7 gegeniiber der
weilen Substanz mit 121,4+ 2,2. Die Lasionsareale wiesen dagegen eine reduzierte

Farbeintensitat von 112,24 4,0 auf (Abb.40A).

Versuchsgruppe NMO 3 zeigte mit 124,9+ 1,3 ebenfalls eine hohere Farbintensitat in
der grauen Substanz als in der weiflen mit 122,6+ 1,3. Die Ldsionsareale erreichten

einen Wert von 120,9 = 6,9 (Abb. 40B).

Auch die graue Substanz bei NMO 4 war intensiver gefarbt als die weiRe. Erstere
erreichte einen Wert von 127,1+ 1,3, letztere einen Wert von 120,7+ 0,8. Die
Lasionsareale zeigten hier eine deutlich reduzierte Farbintensitdt von 109,6 + 3,4 (Abb.
40C). Die Kontrollgruppe erreichte in der grauen Substanz einen Mittelwert der
Farbeintensitat von 128,1+2,4 und in der weiRen Substanz einen Wert von 121,7+ 2,1

(Abb. 40D)
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Abbildung 40:Dichte EAAT2 NMO-IgG und Kontrollgruppe

Im Vergleich der Lasionsareale der NMO Gruppen mit der weifen Substanz der
Kontrollgruppe zeigten sich bei NMO 1 und NMO4 signifikante Unterschiede. Die
niedrigste Farbintensitdten fanden sich bei NMO 4 (109,6 + 3,4) und NMO 1 (112,2 +
4,0). NMO 3 erzielte einen Wert von 120,9 = 6,9 und lag knapp unterhalb der
Kontrollgruppe, die eine durchschnittliche Farbintensitat von 121,7 £ 2,1 in der weiRen

Substanz aufwies (Abb. 41).
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Abbildung 41:Dichte EAAT2 Lasion NMO versus weifle Substanz Kontrollgruppe
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3.3.4.2. rABAQP“ und rABKontroIIe

Im Vergleich der weiRen Substanzen zeigte sich bei rAB"®™* (122,2+ 0,9) eine nahezu
identische Firbeintensitit von EAAT2 wie bei rAB ™" (122,9+ 0,9). Die graue
Substanz war bei rAB*®** mit 127,9+ 1,4 ebenfalls dhnlich gefarbt wie bei rAB*"™"® mit

127,34 0,7 (Abb. 42).
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Abbildung 42: Dichte EAAT2 rAB"®* und rAB*°"""

3.4.5. Auswertung Komplement-Férbung

Es wurden exemplarisch Gewebeproben der Riickenmarker der Versuchsgruppe NMO
1,3 und 4 gemaR 2.5.2.1. mit einem C9neo-AK gefdrbt. Es zeigte sich lediglich eine
leichtgradige, vorwiegend perivaskuldare Bindung des Komplement-AKs. GroRflachige
Areale mit aktiviertem Komplement oder neuronal gebundenes Komplement fanden
sich nicht. Weiterhin zeitgen sich keine Areale mit offensichtlicher Zellnekrose oder

intraspinaler Anreicherung von Entziindungszellen.
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4. Diskussion

Der Effekt von NMO-IgG und rekombinanten AK gegen AQP4 wurde in verschiedenen
in-vitro und in-vivo Versuchsmodellen untersucht. In-vitro konnte in AQP4-
transfizierten HEK293-Zellen und in kortikalen Maus-Astrozyten-Kulturen eine
spezifische Bindung von NMO-IgG an AQP4 nachgewiesen werden (Hinson et al. 2007;
Saadoun et al. 2010; Ratelade et al. 2011). Bei zusatzlicher Gabe von aktivem
Komplement bewirkte sowohl NMO-IgG als auch rekombinante AK gegen AQP4 als
IgG1-Subtyp einen Zelluntergang. Auch in akut praparierten Rickenmarks-
Schnittkulturen zeigte sich die zelldestruierende Wirkung von NMO-IgG zusammen mit
aktivem Komplement (Zhang et al. 2011). In systemischen passiv-Transfer-Modellen
bei gleichzeitiger artifizieller Offnung der Blut-Hirn-Schranke konnten NMO-typische
histopathologische Lasionen mit Verlust von AQP4, Anreicherung von Komplement
und Einwanderung von Entziindungszellen nachgewiesen werden. Die intraperitoneale
Injektion der Immunglobuline fihrte zu einer recht unspezifischen Exazerbation der
Krankheitszeichen einer gleichzeitig induzierten EAE (Bennett et al. 2009; Bradl et al.
2009). Die pathologische Rolle von NMO-IgG konnte im Mausmodell mittels direkter
intrazerebraler Co-Injektion mit humanen Komplementfaktoren weiter verifiziert
werden. Es konnte gezeigt werden, dass anti-AQP4-Ak auch ohne vorbestehende
Entzlindung des ZNS Lasionen mit Astrozytenverlust und Reduktion von AQP4

induzierten (Saadoun et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit konnten weitere offene Fragen zum in-vivo-Effekt der AK
gegen AQP4 untersucht werden. Mit Hilfe eines intrathekalen passiv-Transfer
Rattenmodells konnte auf eine begleitende generalisierte ZNS-Entziindung zur Offnung
der Blut-Hirn-Schranke verzichtet werden. Dieses Modell bietet im Gegensatz zu dem
Tiermodell mit intrazerebraler Injektion zum einen die Moglichkeit, repetitive
Applikationen durchzufiihren und das Verhalten der Versuchstiere Gber einen langeren
Zeitraum zu beobachten, zum anderen wird auch das bei der humanen Erkrankung v.a.
betroffene Riickenmark untersucht und nicht das Gehirn, was bei der NMO eher gering
betroffen ist. Es wurden aufgereinigte IgG-Fraktionen von Plasmapheresematerial anti-
AQP4-AK positiver Patientenseren und zur weiteren Spezifizierung der pathologischen
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Effekte rekombinante AK gegen AQP4 untersucht. Ausgewertet wurden sowohl das
Verhalten der Versuchstiere, als auch histopathologische Veranderungen spezifischer
astrozytarer Markersubstanzen. Zusatzlich wurden in  Untergruppen MR-
tomographische Untersuchungen des Rickenmarks und in-vivo elektrophysiologische

Messungen durchgefiihrt.

4.1. Beurteilung der Verhaltenstestung

Zur Beurteilung des Verhaltens der Versuchstiere wurden vorwiegend motorische
Auffalligkeiten mit Hilfe des NMO-Punktescores bewertet. Erganzt wurde diese
Untersuchung durch die wochentliche Testung der Laufleistung, die in Relation zur

Ausgangsleistung gesetzt wurde.

Aufgereinigtes NMO-IgG von Patienten fiihrte in den Experimenten zu einer
signifikanten klinischen Verschlechterung der NMO-Versuchstiere im Gegensatz zu der
Kontrollgruppe. So zeigte sich initial vorwiegend ein breitbeiniges, ataktisches
Gangbild, mit spater progredienten, unterschiedlich ausgepragten Paresen v.a. der
Hinterbeine. Bei einzelnen Versuchstieren konnten ausgepragte Paresen der hinteren
Extremitat bis hin zu einer Paraplegie beobachtet werden. Entsprechend dieser
klinischen Beobachtungen wiesen die Versuchsgruppen mit NMO-IgG im Vergleich zu
den Gruppen mit Kontroll-IgG einen durchschnittlich deutlich erhéhten Punktewert im
NMO-Score auf. Bestatigt wurde dieses Ergebnis durch die quantitative Erfassung der
Laufleistung der Versuchstiere im RotaRod-Test. So fiel die relative Laufleistung der
NMO-Tiere bis auf ein Viertel der Ausgangsleistung ab, wahrend sich bei der

Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied zum Ausgangswert zeigte.

Zur Uberpriifung der Spezifitit von NMO-1gG wurden monoklonale AK gegen AQP4
(rAB"?) eingesetzt (Bennett et al. 2009; Skorstad et al. 2009). Diese fihrten im passiv-
Transfer-Modell ebenfalls zu einer klinischen Verschlechterung der Versuchstiere im

Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe.
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Insgesamt zeigte sich im Vergleich zu monoklonalen AK gegen AQP4 ein gréRerer
Effekt von NMO-IgG aus den aufgereinigten Patientenproben auf das klinische
Erscheinungsbild der Versuchstiere. Aufgrund der spezifischen Affinitdit der
monoklonalen AK war eigentlich von einer hoheren spezifischen Wirksamkeit
auszugehen. Die starker ausgepragten Effekte durch NMO-IgG sind allerdings durch
mehrere Grinde gut erklart. So wurden die monoklonalen AK in einer 100fach
geringeren Konzentration eingesetzt. AuBerdem wurde im Fall der monoklonalen AK
eine andere Applikationsart, namlich die langsam kontinuierliche Infusion mit
osmotischen Pumpen anstelle der repetitiven Injektion von IgG gewahlt, die zu einem
jeweils kurzeitigen sehr hohen Konzentrationsgradienten an der Katheterspitze fiihrt.
Mogliche Reizeffekte durch eine manuelle Injektion in den NMO-IgG Gruppen sind
allerdings eher als nachrangig zu betrachten, da sich im Vergleich der Kontrollgruppen
(Kontroll-IgG und rAB*°™"®) nur ein geringfiigiger Unterschied im NMO-Score zeigte.
Auch die relative Laufzeit dieser beiden Gruppen war auf einem vergleichbaren

Niveau.

Bisher wurde eine pathologische Rolle von NMO-IgG im EAE-Tiermodell nachgewiesen
(Bradl et al. 2009). Hierbei fiihrte die systemische Applikation von NMO-IgG nach EAE-
Induktion zu einer vorzeitigen Gewichtsabnahme und zu einem héheren Punktewert
im EAE-Score der Versuchstiere. Eine weitere Arbeit untersuchte den Effekt einer
intracerebralen Co-Injektion von NMO-IgG und Komplement im Tiermodell. Die
rechtshemispharische Injektion fiihrte in der Verhaltenstestung zu einer haufigeren
Wahl des rechten Weges im Y-Lauftest als Zeichen fiir eine induzierte Inflammation
durch NMO-IgG und Komplement im Injektionsbereich (Saadoun et al. 2010). In der
vorliegenden Arbeit ist es nun gelungen den pathologischen Effekt von NMO-IgG auf
das klinische Erscheinungsbild der Versuchstiere in einem chronischen
Krankheitsmodell zu verifizieren. Die Applikation von NMO-IgG fiihrte somit nicht nur
in einem generalisierten Entziindungsmodell kurzfristig zu einer Exazerbation sondern

wie auch in einem chronischen Tiermodell ohne EAE zum Auftreten von Symptomen.
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4.2. Beurteilung der elektrophysiologischen Untersuchungen und MR-tomographischen

Bildgebung

Die elektrophysiologischen Untersuchungen dienten zur Uberpriifung der sensiblen
und motorischen Leitungsbahnen im Rickenmark der Versuchstiere. In der
vorliegenden Arbeit konnten in zwei Versuchsgruppen nach intrathekaler Applikation
von NMO IgG elektrophysiologische Verdanderungen im Riickenmark nachgewiesen
werden. Wahrend sich die Latenz der evozierten Potentiale nicht veranderte, zeigte
sich ein deutlicher Abfall der Amplituden der somatosensibel evozierten Potentiale.
Diese Befunde deuten eher auf einen axonalen Prozess hin, weniger auf eine im
Vordergrund stehende Demyelinisierung. Die beobachtete Amplitudenreduktion kann
entweder durch einen destruktiven Prozess bedingt sein oder durch eine funktioneller
Ubertragungsstérung. Diese Ergebnisse sind auch in guter Ubereinstimmung mit der
Literatur Uber elektrophysiologische Veranderungen bei Patienten mit NMO. So
werden bei der NMO im Vergleich zur MS weniger Latenzverzogerungen als vielmehr

reduzierte Amplituden nachgewiesen (Watanabe et al. 2009).

Die elektrophysiologischen Ergebnisse wurden durch die exemplarisch durchgefiihrte
Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie bestatigt. Hier zeigte sich eine
vorwiegend zentromedullare Kontrastmittelanreicherung im Rickenmark vorwiegend
im Bereich der Katheterspitze. Typisch fiir die NMO sind langstreckige,
kontrastmittelaufnehmende Lasionen im Rickenmark. In unserem Modell sind die
Lasionen auch Uber mehrere, allerdings maximal Uber drei Wirbelkdrpersegmente
ausgedehnt. Dies ist durch das Tiermodell mit intrathekaler Applikation erklarbar, da
es hierbei zu einer deutlichen Konzentrationsspitze des IgG Gradienten im Bereich der
Auslassstelle der Katheteroffnung kommt und dadurch IgG-induzierte Effekte an
dieser Stelle besonders ausgepragt sind. AuRerdem ist davon auszugehen, dass es im
Bereich der Katheter6ffnung auch mechanisch zu einer Stérung der Liquor-
Gewebeschranke kommt, so dass der Eintritt von IgG ins Parenchym hier besonders

ausgepragt ist.
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4.3. Beurteilung der histologischen Ergebnisse

Mehrere humanpathologische Studien haben beschrieben, dass NMO-typische
Lasionen  gefdlRassoziierte Ablagerungen von Immunglobulinen mit aktiviertem
Komplement zeigen (Misu et al. 2007; Roemer et al. 2007). Zusatzlich zeigt sich hier ein
Verlust von AQP4 und des Astrozytenmarkers GFAP. Neben diesen sicherlich
dominierenden komplementinduzierten Lasionen im Myelon, die auch das Ausmal der
klinischen Ausfalle bestimmen, wurde kirzlich in einer humanpathologischen Studie in
kortikalen Gewebeschnitten von NMO-Patienten ein komplementunabhangiger
Verlust von AQP4 ohne Astrozytendegeneration nachgewiesen (Saji et al. 2013). Somit
gibt es auch bei der humanen Erkrankung erstmals Hinweise, dass es neben dem
dominierenden komplementinduzierten Verlust von Astrozyten zusatzlich auch durch
komplementunabhangige AK-bedingte Mechanismen zu einer verminderten

Expression von AQP4 kommen kdnnte.

Der komplementinduzierte AQP-4-Verlust durch Depletion von Astrozyten wird auch in
Zellkulturmodellen, in Riickenmarksschnittkulturen und nach intrazerebraler Injektion
bei Mausen beschrieben (Saadoun et al. 2010). Neben der humoralen Reaktion in
entziindlichen NMO-Lasionen zeigen sich auch Ansammlungen von Granulozyten und
Makrophagen und ausgepragte kavitdare Destruktionen (Lucchinetti et al. 2002). Des
Weiteren werden bei Autopsiestudien von NMO Patienten aber auch Bereiche
beschrieben, die keine Komplementaktivierung und keinen Astrozytenverlust
aufweisen, die allerdings mit Verlust an AQP4-Expression einhergehen (Roemer et al.
2007; Saji et al. 2013). In weiteren Studien wird auch eine verminderte Expression des

Glutamattransporters EAAT2 in NMO Lasionen erwéahnt (Hinson et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden Riickmarksschnitte der Versuchstiere systematisch
histopathologisch aufgearbeitet und beziiglich der Expression von AQP4, GFAP, EEAT2
und einer moglichen Komplementaktivierung vor allem in Lasionsbereichen analysiert.
Da NMO-typische Lasionsareale theoretisch liber das komplette Myelon verteilt sein
konnten wurde vor allem das Areal um die Katheterspitze histologisch aufgearbeitet in

der Annahme, dass hier aufgrund der héheren NMO-IgG-Konzentration entsprechend
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haufiger Lasionen vorliegen konnten. Diese Hypothese wurde exemplarisch durch
MRT-Untersuchungen gestitzt, die die Gadofluorine-M-Kontrastmittelaufnahme und

somit die vermutete Lasion jeweils im Bereich der Katheterspitze zeigte.

4.3.1. Verminderte AQP4-Expression

Die Ergebnisse der Farbungen gegen humanes IgG zur Darstellung der intrathekal
injizierten IgG Fraktionen (NMO-IgG und monoklonalen anti-AQP4-AK) stimmte mit
dem in der Literatur beschriebenen Verteilungsmuster von AQP4 im Myelon Uberein.
Pia mater und gefdlnahe Areale wiesen eine hohe Farbintensitat auf, die graue
Substanz wurde insgesamt starker angefarbt als die weille und Neurone wurden nicht
angefarbt (Jung et al. 1994; Nielsen et al. 1997). Lasionsareale in der weiRen Substanz
des Riickenmarks zeigten sich als umschriebene Areale erhéhter Anti-human-IgG-
Bindungsdichte. Insgesamt wurde in 10 von 28 mit NMO-IgG behandelten
Versuchstieren eine deutlich umschriebene Lasion im Bereich der Katheterspitze
nachgewiesen. In der Kontrollgruppe zeigten sich keine Lasionen. Bei den mit
osmotischer Pumpe kontinuierlich mit monoklonalen AK behandelten Versuchstieren
konnten keine umschriebenen Lasionsareale nachgewiesen werden. Dies ist am
ehesten auf die niedrigere Konzentration der injizierten IgG Fraktionen und auf die

unterschiedliche Injektionstechnik zurlickzuflihren.

Die Anti-human-lgG-Darstellung wurde mit AQP4-Farbungen korreliert. Es konnte
nachgewiesen werden, dass eine erhohte Bindung von NMO-IgG mit einer
verminderten Expression von AQP4 einhergeht. In autopsierten Nervengewebe von
NMO-Patienten wurde ein Verlust von AQP4 beschrieben (Lucchinetti et al. 2002).
Auch in-vivo konnte im systemischen passiv-Transfer Modell mit EAE und nach
intrazerebraler Injektion von AK gegen AQP4 zusammen mit Komplement eine
verminderte Expression von AQP4 gezeigt werden (Bennett et al. 2009; Bradl et al.
2009). Die Reduktion von AQP4 in diesen Fallen ist allerdings durch eine komplement-
induzierte Lyse der Astrozyten bedingt. In AQP4 exprimierenden HEK-Zellen und in
Astrozytenkulturen wurde nach Bindung von NMO-IgG an AQP4 eine verringerte

Expression des Kanals nachgewiesen (Hinson et al. 2007; Hinson et al. 2008). Eine
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kirzlich veroffentlichte Arbeit zeigte eine signifikant verminderte AQP4-Expression in
autopsierten, kortikalen Gewebeschnitten von NMO-Patienten nach, wobei diese
Reduktion von AQP4 interessanterweise nicht durch eine Astrozytendepletion bedingt

war (Saji et al. 2013).

Hier konnten wir allerdings erstmals zeigen, dass es auch in einem chronischen
Tiermodell mit rein intrathekaler Applikation der pathogenen AK gegen AQP4
komplement-unabhangig zu einer signifikanten Verminderung der Expression von
AQP4 kommt. Dieses Farbemuster erscheint dahnlich zu dem, was jetzt bei NMO

Patienten im Kortex beschrieben wurde (Saji et al. 2013).

4.3.2. Verminderte EAAT2-Expression

Die Rolle des Glutamattransporters EAAT2 bei der NMO wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. AQP4-AK waren in-vitro in der Lage sowohl die Expression von
AQP4 also auch membrangebundene Anteile von EAAT2 in Astrozyten und
transfizierten Zellen herabzuregulieren (Hinson et al. 2008; Marignier et al. 2010).
Daraufhin wurde eine Kopplung von AQP4 und EAAT2 in Form eines

Membrankomplexes postuliert.

Eine kirzlich veroffentliche Arbeit zeigte jedoch keinen Hinweis auf eine relevante
Internalisierung von EAAT2 nach Bindung von NMO-IgG an Astrozyten (Ratelade et al.
2011). Es wurde vermutet, dass der Verlust von EAAT2 in den Tiermodellen und bei
humanen NMO-Lasionen darin begriindet liegt, dass es zu einer Komplement-
vermittelten Lyse der Astrozyten und somit zu einem verminderten Nachweis der

astrozytaren Proteine AQP4 und EAAT2 kommt.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich im Vergleich der grauen und weiRen Substanz
in Riickenmarksschnitten ohne Nachweis von Ablagerungen von humanem IgG der
NMO-IgG- und Kontrollgruppe keine Unterschiede in der Expressionsdichte von EAAT2
zwischen den Versuchsgruppen. Allerdings zeigten sich im Bereich der Lasionsareale

mit Anreicherung von humanem IgG deutlich niedrigere Farbintensitaten gegeniber
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entsprechenden Arealen der weiRen Substanz der Kontrollgruppe. Dieses
Uberraschend deutliche Ergebnis zeigt einen direkten Effekt der intrathekal
applizierten AK gegen AQP4 auf die Expression von EAAT2. Es ist in diesem
Zusammenhang wichtig zu betonen, dass dieser Effekt unabhdngig von der
Komplementaktivierung und Depletion der Astrozyten zu sein scheint. Der
Mechanismus ist bislang nicht geklart, eine Hypothese ist die Internalisierung von
AQP4 mit EAAT2 von der Membran der Astrozyten (Hinson et al. 2008), allerdings kann
diese Hypothese mit den vorliegenden Daten weder weiter erhartet noch verworfen
werden. Dies konnte in der Folge zu einer verminderten astrozytaren Wiederaufnahme
von Glutamat fuhren und damit zu einer begleitenden Exzitotoxizitdt (Hinson et al.

2008).

4.3.3. Kein Astrozytenverlust durch NMO-IgG Bindung

Um die oben dargelegte Hypothese zu priifen, ob die Reduktion der AQP4 und EAAT2
Immunreaktivitat lediglich durch eine Depletion der Astrozyten bedingt ist, wurden die
Astrozyten in den Rickenmarksschnitten mit Hilfe einer Farbung von GFAP dargestellt.
Im Fokus der Auswertung standen hierbei sowohl die Farbeintensitdt, die Anzahl
gefarbter Astrozyten sowie deren Dichte in einem definierten Messareal. Gemal der
histologisch-anatomisch Verteilung der Astrozyten im Riickenmark wurde die weiRe
Substanz intensiver gefarbt als die graue Substanz. Die detaillierten quantitativen
Auswertungen der GFAP-Farbungen ergaben interessanterweise keinen Verlust an
Astrozyten. Uberaschenderweise kam es in den Gruppen mit intrathekaler NMO-IgG
Applikation in den Lasionsbereichen (positive Anfarbung mit humanem IgG) sogar zu
einer Vermehrung der GFAP Immunreaktivitdt. Sowohl die Anzahl an Astrozyten als
auch die relativ gefarbte Flache waren signifikant hoher in den Lasionen der NMO-

Gruppen als in der entsprechenden weillen Substanz der Kontrollgruppe.

Bei der Analyse der Versuchsgruppen mit monoklonalen AK zeigte sich kein
Unterschied in der Farbeintensitdt der Astrozyten zwischen der grauen und weiRRen
Substanz von rAB*®* und rAB*"™™" Dje Auszihlung der der Astrozyten ergab jedoch

einen signifikant héheren Wert in der weiRen Substanz von rAB*®™* als bei rAB o"le,
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So zeigt sich auch bei den monoklonalen AQP4-AKn kein Astrozytenverlust sondern

sogar eine Erhéhung der Anzahl an Astrozyten.

Somit kommt es hier wie auch in einem anderen Modell mit systemischen passiv-
Transfer von NMO-IgG nach artifizieller Blut-Hirnschrankenoffnung (Chan et al. 2012)
und im Tiermodell nach einmaliger intrazerebraler Injektion (Saadoun et al. 2010) ohne
zusatzliche Komplementgabe nicht zu einer Depletion der Astrozyten. In kortikalen
Gewebeschnitten von NMO-Patienten zeigte sich im Bereich verminderter AQP4-
Expression eine ansteigende Astrozytenanzahl im Sinne einer erhohten GFAP-
Farbeintensitat (Saji et al. 2013). Eine Komplementaktivierung wurde hierbei ebenso
nicht beobachtet. Dies ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da die oben
beschriebenen Effekte auf die Expression von AQP4 und EAAT2 somit nicht durch eine
einfache Depletion der Astrozyten bedingt sind, sondern fir eine spezifische,
intrinsische pathogene Wirkung der AK gegen AQP4 sprechen. Theoretisch kdnnten in
dem chronischen Tiermodell die beobachteten hypertrophen Astrozyten auch neu
gebildet oder regeneriert sein, nachdem es schon in friiheren Stadien zu einer
Astrozytendepletion gekommen war. In einzelnen Versuchstieren wurde deshalb
bereits eine Gewebeentnahme zu friheren Zeitpunkten durchgefiihrt (nach 5 und
nach 10 intrathekalen Injektionen von NMO-IgG), bei denen sich allerdings ebenfalls

keine Depletion der Astrozyten finden lieR.

4.3.4. NMO-IgG und Komplementaktivierung

NMO-IgG zahlt zur IgG1 Untergruppe und ist somit fahig, Komplement zu aktivieren.
Der hauptsachliche Pathomechanismus, der der NMO zugrunde liegt, ist trotz der oben
beschriebenen Befunde sicherlich auch weiterhin die Aktivierung von Komplement und
die nachfolgende Destruktion des Gewebes. Dementsprechend ist ein wesentliches
Charakteristikum  bei  humanpathologischen  Untersuchungen  Komplement-
ablagerungen in den NMO Lasionen (Lucchinetti et al. 2002). In-vitro wurde eine
Aktivierung der klassischen Komplementkaskade mit anschliefender Lyse der Zielzelle
nach Bindung von NMO-IgG beobachtet (Hinson et al. 2007; Sabater et al. 2009). Um

Pathomechanismen zu untersuchen, die eventuell durch Aktivierung von Spezies-
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eigenen Komplement (Ratte) nach intrathekaler Applikation von NMO-IgG entstehen
konnten und die intrinsischen Wirkungen der AK beeinflussen konnten, wurden die
Rickenmarksschnitte histologisch auch auf die Aktivierung von Ratten-Komplement
Uberprift. Hierbei zeigte sich allenfalls eine milde, vorwiegend perivaskulare
Komplementaktivitat. Massive Komplementablagerungen und Gewebsdestruktionen
wie bei humanen NMO-L3sionen oder in den Tiermodellen mit zusatzlicher
Komplement-Applikation fanden sich nicht. Die hier vorliegenden Befunde beschreiben
somit prinzipiell eine mogliche intrinsische pathogene Funktion der AK gegen AQP4,
wobei bislang nicht geklart ist, ob diese Mechanismen eine zusatzliche
krankheitsrelevante Wirkung bei Patienten mit NMO haben. Erste Hinweise kommen
von der Beobachtung, dass NMO Patienten auch kognitive Einschrankungen haben, die
den erwahnten, komplement-unabhangigen kortikalen Veranderungen zugeschrieben

werden (Saji et al. 2013).

4.4. Schlussfolgerung und Ausblick

In den Experimenten zeigte sich bei den Versuchstieren, denen wiederholt intrathekal
AK gegen AQP4 appliziert wurde, in standardisierten Verhaltenstests ein Abfall der
motorischen Fahigkeiten. Elektrophysiologische Untersuchungen deuteten auf axonale
Verinderungen oder Ubertragungsstérungen durch NMO-IgG hin. Exemplarisch
konnte MR-tomographisch eine spinale Kontrastmittelaufnahme verifiziert werden.
Histopathologische Untersuchungen zeigten Ladsionsbereiche, die durch eine
Anreicherung an intrathekal verabreichtem humanem NMO-IgG und durch einen
Verlust von AQP4 und EAAT2 gekennzeichnet waren. Eine Depletion von Astrozyten
sowie eine relevante Komplementaktivierung mit Gewebedestruktion wurden nicht
beobachtet, im Gegenteil, es kam zu einer Hypertrophie und Vermehrung der
Astrozyten im Lasionsareal. Zusammengefasst lassen diese Befunde auf
pathophysiologisch relevante, intrinsische und komplement-unabhingige Wirkungen
von AK gegen AQP4 schlieRen. Eine Herabregulierung der Oberflachenexpression des
Glutamat-Transporters EAAT2 auf Astrozyten mit nachfolgender Exzitotoxizitdt im
Gewebe kann ein Erklarungsansatz sein. Diese Hypothese muss in weiteren

Experimenten erhédrtet oder widerlegt werden. Hierbei sollte nicht nur die Expression,
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sondern auch die Funktion des Transporters untersucht werden. Elektrophysiologische
Analysen des EAAT2 Transporterstroms in Astrozyten, z.B. im Schnittpraparat oder in

der Zellkultur waren eine Moglichkeit.

Eine Schwiache dieser Arbeit bleibt die unterschiedliche Applikationsart der
monoklonalen AQP4-AK. Aufgrund dieser methodischen Beschrankung und aufgrund
der stark unterschiedlichen 1gG Konzentrationen sind die Ergebnisse mit
aufgereinigtem Patienten NMO-IgG und den monoklonalen AK nicht direkt
vergleichbar. Weitere Versuchsserien mit repetitiver Applikation der monoklonalen AK
werden erfolgen, um diese methodischen Limitationen zu umgehen. Des Weiteren
bleibt die Rolle einer Komplementaktivierung in diesem Tiermodell zu untersuchen.
Durch die implantierten intrathekalen Katheter kdnnen zusatzlich zur 1gG Applikation

Injektionen von externem humanen Komplement erfolgen.

Interessant ist sicherlich auch die immunhistologische Aufarbeitung der gewonnen N.

optici, da diese neben dem Riickenmark den primaren Manifestationsort der NMO

darstellen und durch eine hohe AQP4-Expression gekennzeichnet sind.
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5. Zusammenfassung

Die Neuromyelitis optica (NMO) ist eine schwerwiegende autoimmune Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), die mit rezidivierenden Optikusneuritiden und
Querschnittsmyelitiden  einhergeht. Als  serologischer  Biomarker  wurden
Autoantikorper gegen Aquaporin 4 (anti-AQP4-AK) identifiziert. Mit Hilfe eines passiv-
Transfer Rattenmodelles mit implantierten intrathekalen Kathetern wurden
aufgereinigte IgG Fraktionen (NMO-IgG) von Plasmapheresematerial anti-AQP4-AK
positiver NMO Patienten verabreicht. Zum Nachweis der Antigen-Spezifitat wurden in
weiteren Versuchsgruppen rekombinante IgG-AK gegen AQP4 appliziert. Die repetitive
Injektion von NMO-1gG oder anti-AQP4-AK fiihrte zu einer signifikanten Erkrankung mit
reduzierter motorischer Leistungsfahigkeit der Versuchstiere im Vergleich zu
Kontrollen. Mittels Magnetresonanztomographie konnten exemplarisch
Kontrastmittel-aufnehmende Lasionsareale im Riickenmark der Versuchstiere im
Bereich der Katheterspitze detektiert werden. Histopathologisch zeigte sich in diesen
Lasionsbereichen eine Anreicherung von intrathekal applizierten humanen IgG sowie
ein Verlust der Expression von AQP4 und des Glutamattransporters EAAT2. Im
Gegensatz zu der bisher bekannten Komplement-induzierten Gewebedestruktion bei
NMO-Patienten mit entziindlichen Lasionen wurde hier keine Depletion von
Astrozyten oder Komplementaktivierung beobachtet. Stattdessen kam es in den hier
beschriebenen Arealen mit IgG-Ablagerung zu einer Hypertrophie und Vermehrung der
GFAP-positiven Astrozyten. Die Ergebnisse lassen auf eine pathophysiologisch
relevante, intrinsische und Komplement -unabhdngige Wirkung von anti-AQP4-AK

schlieRen.
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