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1. EINFUHRUNG UND THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1.1. Neuromyelitis optica - Klinik und Abgrenzung zur Multiplen Sklerose (MS)

Erstmalig wurde 1870 von T. Allbutt die Assoziatiemer Querschnittsmyelitis und
Optikusneuritis beschrieben (Allbutt, 1870; Jauwmsl Wildemann, 2012). Bereits 1895
wurde das Krankheitsbild von dem franzdsischen dlegen E. Devic als eigenstandi-
ge Entitat eingeordnet und spater als Neuromyelteca (NMO) bzw. Devic-Syndrom
benannt (Devic, 1894; 1895). Dennoch galt die NM@riweite Strecken des 20. Jahr-
hunderts als Unterform der MS mit schwerem klinggohVerlauf und optico-spinaler
Betonung (Jacob et al., 2007). Das Devic-Syndromdevklassischerweise als entziind-
lich-demyelinisierendes Syndrom beschrieben, wealdh@&ch gleichzeitiges Auftreten
einer beidseitigen Opticusneuritis und akuter Migljekennzeichnet ist (Wingerchuk
et al., 1999) und sich in Schweregrad und Verlauftith von der klassischen MS ab-
grenzt. Wahrend die Erkrankung in Westeuropa eb#ers auftritt (Ip und Wiendl,
2008), ist der Anteil der optico-spinalen Form amgelinisierenden Erkrankungen bei
Personen nicht-kaukasischer Herkunft wie Afrikanemmd Asiaten deutlich erhéht
(Kira, 2003). Im Vergleich zur MS sind Frauen miem Verhaltnis von 5:1 (Jacob et
al., 2007) bis 9:1 (Wingerchuk et al., 2007) dettlhaufiger betroffen, das Alter bei

Erkrankungsbeginn liegt mit einem Median von 39dalebenfalls hoher.

Die Erkrankung verlauft meist schubférmig, ein sadk@r chronisch-progredienter Ver-
lauf ist anders als bei der MS hingegen eher sélWtééngerchuk et al., 2007). Jedoch
sind die Remissionen bei der NMO oft inkomplettdass Behinderungen wie Erblin-
dung oder bleibende Paresen, bis hin zu akuteraentespiratorischer Insuffizienz,

frih im Krankheitsverlauf auftreten (Wingerchuk uwitkinshenker, 2003; Jarius et al.,
2012). Ein weiterer Unterschied betrifft die MRTI®Bjebung. Zwar kénnen zerebrale
Lasionen auftreten, bleiben jedoch meist stumntdéktet al., 2006) und entsprechen
nicht den MS-Diagnosekriterien nach Barkhof (Barfkéal., 1997). Fur die NMO ty-

pisch sind hingegen langstreckige, Gadolinum aufreztde Lasionen im Bereich des
Ruckenmarkes, welche sich Uber mindestens 3 Wefgelsnte erstrecken und im Ge-
gensatz zu MS-Lasionen vorwiegend zentromedulléagga sind (Filippi und Rocca,

2004). Im Liquor findet sich deutlich seltener eingathekale 1gG-Synthese, im akuten

Schub zeigt sich neben aktivierten Lymphozytenefiar granulozytar und monozytar



dominiertes Zellbild (Wingerchuk et al., 1999; dariet al., 2010; Jarius und
Wildemann, 2013).

Letztendlich fuhrten histopathologische und sersidye Erkenntnisse wie die Entde-
ckung NMO-spezifischer Autoantikorper (siehe 1.2¢wa dass die NMO nun als eine
von der MS zu unterscheidende Krankheitsentitéinget wird. Nach verschiedenen
anderen moglichen Diagnosekriterien (Cree et 8022 gelten aktuell die 2006 revi-

dierten Diagnosekriterien nach Wingerchuk (Abb. 1):

obligat:
e Optikusneuritis
e Akute Myelitis

mindestens 2 von 3 supportiven Kriterien:
1. Langstreckige zusammenhdngende Lasion Gber > 3 Segmente in der spi-
nalen MRT-Bildgebung
2. cMRT bei Erkrankungsbeginn erfillt nicht die Diagnosekriterien fir MS
nach Paty (Paty et al., 1988)
3. NMO-IgG positiver serologischer Status

Abb. 1: Revidierte Diagnosekriteren fiir Neuromyelitis optica (NMO) (Wingerchuk et al.,
2006)

1.2. Autoantikérper gegen Aquaporin 4
1.2.1. NMO und Autoantikorper

2004 wurden in der Arbeitsgruppe von Wanda Lennstimealig NMO-spezifische Au-
toantikbrper im Serum beschrieben, welche an piakk subpiale Strukturen sowie an
Arteriolen und Kapillaren des Gehirns und Ruckerksdninden (Lennon et al., 2004).
Kurz darauf konnte gezeigt werden, dass diese Amggrbindung mit den typischen
Orten der Aquaporin 4-Expression korreliert undzdmeh an mit Aquaporin 4 (AQP4)
transfizierten humanen embryonalen NierenzellenK¥2B3) bindet (Lennon et al.,
2005). In einem Radioimmunoprecipitation-Assay @®RIPzeigten Anti-AQP4-
Antikorper eine Spezifitdt von >98% fir NMO (Palal., 2007), in einem modifizier-
ten Ansatz mit AQP4-transgenen HEK-293 Zellen leg3knsitivitat bei 91%, die Spe-
zifitat sogar bei 100% (Takahashi et al., 2007).ité&/e klinische Studien zeigen eine

Korrelation zwischen Antikdrpertiter und klinischemerlauf (Jarius et al., 2008;



Weinstock-Guttman et al., 2008), ein Befund, deediausale Rolle dieser Antikorper
nahelegt. Dafir lassen sich auch das klinische Asasien von NMO-Patienten auf eine
Plasmapherese im akuten Schub (Wingerchuk et 8B9;1Lennon et al., 2004;

Watanabe et al., 2007) und die hochwirksame Thenayii dem B-Zell-depletierenden
monoklonalen Antikérper Rituximab (Jacob et al.020Bedi et al., 2011; Ip et al.,

2013) auffihren.

1.2.2. Aquaporin 4: Struktur und Verteilungsmuster im ZNS

AQP4 ist der am weitesten verbreitete b c —
| _ I o ) VRN
Wasserkanal im menschlichen Gehirn |7 /1 /) l,«‘\ ()
i Al # | e e A7 N\ h
. 4 f (W) Wby
(Amiry-Moghaddam und  Ottersen, |. i A

2003) (Abb. 2). Es gehort zur Familie
der Aquaporine, einer Gruppe aus Kklei-

nen (ca. 30 kDa/Monomer), den Wasser-
haushalt regulierenden, hydrophoben in-
tegralen Membranproteinen (Verkman,
2005). Die beiden durch alternative 7
Transkription entstandenen Isoformen v
von AQP4, eine M1l-Form mit einer

Lange von 301 Aminosauren und eine

M23-Form mit 323 AmInOSsaurerapb. 2: Verteilung von AQP1 (blaue Kreise) und

(Jung et al., 1994 Amiry—MoghaddarAQP4 (orange Kreise) im Gehirn (aus Amiry-
Moghaddam and Ottersen, 2003)

und Ottersen, 2003), lagern sich i

Heterotetrameren zusammen (Neely et al., 1999)cheelkleine intramembrane

particles” (IMP) oder bis zu 3 MDa grol3e ,orthogbaaays of particles” (OAP) for-

men (Nicchia et al., 2008; Nicchia et al., 2009gr INMO-assoziierte Antikorper ist

vom IgG1-Subtyp (Hinson et al., 2007) und bindetda®m M1- wie auch die M23-

Isoformen von Aquaporin (Crane et al., 2009; Crainal., 2011).

Aul3er an Astroglia im Gehirn und Rickenmark (Juhgle 1994) wird AQP4 auch in
Skelettmuskel, Niere, Lunge, Innenohr und Magenriexprt (Graber et al., 2008).
AQP4 wird nur in supportiven Zellen des zentraleeninsystems (ZNS) wie
Astrozyten und Ependymzellen, nicht jedoch an Neenooder Oligodendrozyten ge-



funden (Tait et al., 2008). Es wird in besonderezid¥ an Grenzzonen zwischen Hirn-
parenchym und Flussigkeitskompartimenten gebil8etzeigt sich im Gehirn und im

Ruckenmark an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) bzw.d&m Gehirn-Liquor-Schranke

eine hohe AQP4-Dichte an den perikapillaren ungp®ien Endfil3chen der Astrozyten
(Nielsen et al., 1997; Rash et al., 1998; Taitlget2®08; Papadopoulos und Verkman,
2013).

1.2.3. Einfluss von AQP4 auf die zerebrale Wasserhomdostaad Auswirkungen
von NMO-IgG

Eine der Hauptfunktionen des AQP4-Kanals bestekdemRegulation des Wasserhaus-
haltes und der Blut-Hirn-Schranke (BHS) (Papadop®uind Verkman, 2013). So zei-
gen AQP4-defiziente Mause ein deutlich vermindettessch bedingtes Gehirnédem
(Verkman et al., 2006) und nach traumatischen Riitleeksverletzungen reduzierte
perilasionelle Odeme (Saadoun et al., 2008). Diswhtkungen von Antikérpern gegen
AQP4 auf die Wasserhomoostase werden kontroverstdieu Bei anti-AQP4-
Antikodrper-positiven Patienten wurden radiologischénweise auf Stérungen der
Wasserhomostase der BHS in Form ausgepragter gienigller Odeme beschrieben.
(Matsushita et al., 2009). Wéahrend einige Arbetipgen auch in vitro eine alterierte
Wasserhomoostase fanden (Hinson et al., 2012) t&éorandere die These, dass NMO-
assoziierte AQP4-Antikdrper die osmotische Funkiites Wasserkanals beeintrachti-
gen, nicht bestatigen (Nicchia et al., 2009; Ressl., 2012). Weitere Arbeitsgruppen
zeigten in einem In-vitro-Modell der BHS mit fetalbumanen Astrozyten, dass sich
durch NMO-IgG das Verteilungsmuster von AQP4 naafnazellular verschiebt und
eine erhohte Permeabilitat der BHS stattfindet ¢t et al., 2008). Eine weitere Stu-
die belegt, dass Patientenserum von NMO-IgG pe@sitivatienten in einem Zellmodell
die BHS storen kann. Allerdings machen die Autonérht anti-AQP4-Antikdrper al-
lein, sondern im Serum enthaltene Zytokine wie VE@&scular endothelial growth

factor) fur diese Stérung verantwortlich (Shimizwak, 2012).
1.2.4. Histopathologie der NMO-Lasionen

In Autopsiestudien von NMO-Patienten findet man gbn der grauen als auch in der

weilen Substanz Stellen ausgepragter perivaskudntziindlicher Lasionen, welche



mit Hohlraumbildung, Nekrosen, axonalen Schadenainedm Verlust an Oligodendro-

zyten assoziiert sind. Dort zeigt sich ebenfalteeeausgepragte Infiltration mit Makro-

phagen, Mikrogliazellen und eosinophilen Granulemytin frihen Erkrankungsstadien
kommt es an den typischen Lasionsstellen zu Ablanggan von Immunglobulinen und

aktivierten Komplementfragmenten (Lucchinetti et 2D02) sowie deutlich verdickten

Wanden nahegelegener GefalRe (Misu et al., 200&)esondere an Orten wie Rucken-
mark, Hirnstamm oder der Area postrema, welche b&asunden eine hohe AQP4-
Dichte aufweisen, treten ,Lasionen” auf, in welcHeaxnnerlei AQP4-Expression mehr

nachweisbar ist und es stattdessen zu einer &tidtr von Eosinophilen und Plasmazel-
len sowie Ablagerungen von Immunglobulinen und Kement kommt (Roemer et al.,

2007).

Anhand dieser Befunde wurden in Autopsiestudiersalgedene Lasionstypen und
-stadien im Rickenmark beschrieben (Misu et al072®arratt und Prineas, 2010). In
der derzeit aktuellsten wurden 6 histopathologisaterscheidbare Lasionstypen klassi-
fiziert (Misu et al., 2013), welche zwei verschiade pathophysiologischen Mechanis-

men zuzuordnen sind:

Einerseits zeigen die Lasionstypen 1-3 eine dustioaytare Ablagerung von Immun-
globulinen und aktiviertem Komplement getriggereh®logie (Typ 1,"aktive NMO-
Lasion, assoziiert mit Komplementaktivierung und@riozyteninfiltration"), welche in
"zystischen Lasionen mit extensiver Gewebezersgdryiiyp 2) mit vollstandigem
AQP1- und AQP4-Verlust resultiert. In deren Foldeitlen "Lasionen mit Ahnlichkeit
zu sekundarer Waller'schen Degeneration"(Typ 3yaitterisiert durch Myelinverlust
bei reaktiver Gliose und variablem AQP4-Verlustimk:. Der zweite Lasionstyp (4-6)
scheint nicht durch aktiviertes Komplement und Gtanyten bedingt zu sein. Einer
nahe aktiven L&sionen gelegenen "L&sion mit selekti AQP4-Verlust ohne weitere
strukturelle Schadigungen” (Typ 4) folgt eine "aktiNMO-L&sion mit astrozytarer
Clasmatodendrosis” (Typ 5), gekennzeichnet durde eharakteristische Anhaufung
bizarrer Astrozyten mit massiv vergrof3ertem peri@aglem Zytoplasma, intrazyto-
plasmatischen Vakuolen und Einziehungen, Aufreilned Verklumpung von Zellfort-
satzen und mdglicher Endozytose von AQP4. Die ‘tirdem mit astrozytarer Dystro-



phie und primarer Demyelinisierung” (Typ 6) werdeds Folge der initialen Astrozyten-
Schadigung interpretiert.

Eine weitere Autopsiestudie von 6 NMO-Patientenji(®4 al., 2013) bestatigt
astrozytare Nekrosen und einen Verlust von AQP4 (iAP-positiven Zellen in
inflammatorisch demyelinisierenden Lasionen im Riickark. Im Kortex kommt es
trotz fehlender Hinweise auf Komplementablagerurigetter Lamina | zu einem hoch-
gradigen Verlust an AQP4-Expressivitdt der Astremyt Die Anzahl der GFAP-
positiven Astrozyten ist zwar reduziert, jedochtgis dort ebenfalls AQP4-negative,
GFAP-positive, nicht-lytische Astrozyten. In denh&bten II-1V bleibt die AQP4-
Expression erhalten, es zeigt sich sogar eine faung an GFAP-positiven Struktu-
ren. Auffallend ist, dass in den Laminae I, IllculV eine signifikante Verringerung in
der Dichte der kortikalen Neurone beschrieben wdedfiber hinaus auch fur die Lami-
na Il eine groRe Anzahl aktivierter Mikroglia. DéeBefunde eines nicht Komplement-
abhangigen selektiven Verlusts der AQP4-Expressione konsekutive Astrozyten-
destruktion kdnnte einen Hinweis auf einen weitefartikOrper-induzierten Mecha-
nismus ohne Komplementaktivierung darstellen. Digofen fihren eine mdgliche in-
komplette Internalisierung in Folge der Bindung 8840-IgG-Komplexes mit konse-
kutiver Stérung der Wasser- oder Glutamat-Homoessés mogliche Erklarung an. Der
Verlust an kortikalen Neuronen in benachbarten &egn konnte auf andere Mecha-

nismen wie die Beteiligung von Mikroglia hinweisen.

1.3. Mdgliche Pathomechanismen der NMO-1gG
1.3.1. Komplement-abhangige Zytotoxizitat
1.3.1.1. Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist sowohl selbststandigetaBdeil der angeborenen Immu-
nitat als auch Effektoranteil der AntikGrperantwdes adaptiven Immunsystems. Es
besteht aus 35 bis 40 Proteinen und GlykoprotameRlasma oder auf Zelloberflachen
(Carroll und Sim, 2011), welche miteinander intézagn, um Krankheitserreger zu

opsonisieren und eine Entziindungsreaktion zur tabekehr auszulésen. Die Komple-



mentkaskade kann auf drei Wegen ausgelost werdam, #lassischen® Weg, dem
Lektinweg und dem alternativen Weg.

Beim klassischen Weg kommt es durch die Bildunge®imAntigen-Antikorper-
Komplexes aus einem planaren pentameren IgM-Molekiér mindestens 2 in enger
sterischer Nahe gelegenen IgG-Molekulen mit einéshadtigen zur Bindung von Cl1q
an die Fc-Abschnitte der Immunglobuline und zurdekutiven enzymatischen Aktivie-
rung von C1r. Uber verschiedene Zwischenschriti#, (C2, C3-Konvertase) wird das
Peptidfragment C5b freigesetzt, welches die Bilduhgs terminalen Membran-
angreifenden Komplexes (bestehend aus C5b, C6C8%owie 10-16 C9-Molekiilen)
auslost. Letzterer ist ein Transmembrankanal, vezldie Homdostase der Zelle durch-
bricht und zur Zerstérung der Zielzelle fuhrt [nd&urphy, 2012), Kapitel 2 und 10].

1.3.1.2. Komplementaktivierung als pathogene Ursache beditunhunerkran-

kungen

Neben den physiologischen Aufgaben bei der Bekangpiton Bakterien und der Lyse
nekrotischer Zellen wird eine pathologische Begeiig von Komplement auch bei ei-
ner Vielzahl von Erkrankungen diskutiert. Das Spakt reicht hierbei von Absto-

Bungsreaktionen von Transplantaten tber degenetatkrankungen wie Alzheimer bis
hin zu Autoimmunerkrankungen wie z.B. rheumatoillghritis, membranproliferativer

Glomerulonephritis, Pemphigus vulgaris oder Myasidegravis (Morgan und Hatrris,
2003).

Aufgrund des Vorhandenseins spezifischer IgG-Auikérper und der Autopsie-
befunde mit Nachweis von aktiviertem Komplement ddldestruktion liegt es nahe,
dass Komplement auch bei der NMO eine Rolle spizk. Freisetzung von C3a und
Cb5a Fragmenten erhoht die Permeabilitat von Gefa8ar@und die Bindung von C3b
erleichtert die Phagozytose. Letztendlich baut @&&eh einen chemotaktischen Gradi-
enten auf, um Entzindungszellen anzuziehen. Dies &ann zu der ausgepragten
Leukozyteninfiltration beitragen, welche fir NMOs4idnen charakteristisch ist
(Hinson et al., 2010). Astrozyten tragen zwar asncds z. B. Oligodendrozyten des N.
opticus (Gasque und Morgan, 1996) das Komplementherende Protein CD59, wel-

ches die Bildung des membranangreifenden Kompleréindern soll, jedoch besteht



fur Astrozyten kein Schutz gegen die Folgen einktivderung friher Bestandteile der
Komplementkaskade (Spiller et al., 1996). Da denv&esegrad eines NMO-Schubes
mit dem Grad der Komplementaktivierung von NMO-Ig& korrelieren scheint

(Hinson et al., 2009), kénnte eine mdgliche Bloakalkr Komplementwirkung einen
Therapieansatz darstellen. Bei Applikation von @hHbitor wurde in experimentellen

Studien keine Entstehung von Lasionen beobachéetd@in et al., 2010), auch in klini-
schen Pilotstudien zeigte Eculizumab, ein monokema5-depletierender therapeuti-
scher Antikorper, eine gute Wirksamkeit bei Paganhit NMO (Pittock et al., 2013).

Auch direkte experimentelle Befunde unterstreictienRolle von Komplement bei der

Entstehung sog. typischer NMO-Lasionen:

In Astrozytenkulturen kommt es in Anwesenheit vOM®HIgG zur Zelllyse. Hitze-
(und somit Komplement-) inaktiviertes Patientenserteicht alleine jedoch hierfir
nicht aus (Kinoshita et al., 2009). Ein &hnliche@fughd konnte auch an kultivierten RU-
ckenmarksschnitten gezeigt werden (Zhang et al1RQAuch rekombinante Antikor-
per (rAb) gegen AQP4 alleine zeigen gemeinsam mihdnem Komplement NMO-
typische Lasionen einschlie3lich Verlust von GFARd UAQP4 sowie Demyelini-
sierung. In systemischen Passiv-Transfer-Experiementit Induktion einer EAE (expe-
rimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis) zur Offnudgr Blut-Hirn-Schranke fiihren
sowohl aufgereinigtes Patienten-IgG (KinoshitaletZz909) als auch rAb gegen AQP4
(Bennett et al., 2009) zu Astrozyten-Depletionend éiblagerungen von Komplement
an den Lasionsstellen. In diesen Experimenten yadbch die Blut-Hirn-Schranke
durch eine unphysiologische Entziindungsreaktiorffigetd(Bradl et al., 2009). Eine
neue Studie zeigt, dass ohne EAE die Blut-Hirn-&cke bei systemischer Applikation
der IgGs weitgehend intakt bleibt und nur Orte em&ttrlichen Durchgangigkeit wie
die Area postrema von NMO-typischen Lasionen befadlind (Ratelade et al., 2011).

In einem anderen Tiermodell wurden den Versuclesti&MO-Seren direkt ins Hirnpa-
renchym injiziert (Saadoun et al., 2010). Hier kienauch in vivo der Nachweis er-
bracht werden, dass humanes Komplement notwendjguim einen Astrozyten-
untergang mit Verlust von GFAP und AQP4 und nag#nter Demyelinisierung zu

erreichen.



1.3.2. Antikorper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat

Neutrophile (Saadoun et al., 2012) und eosinop@itanulozyten (Kinoshita et al.,
2010), Makrophagen und NK-Zellen genauso wie logliZzytokine wie TNE, IL-6,
IL-1B oder IFNy scheinen in einem experimentellen Modell mit wtaRickenmarks-
schnitten in der Lage zu sein, zu einer Exazerbadier durch anti-AQP4-Antikdrper
induzierten L&sionen beizutragen (Zhang et al.120hsbesondere NK-Zellen kénnten
Uber den Mechanismus der antikdrperabhangigen ezailttelten Zytotoxizitat
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADeine entscheidende Rolle spie-
len. Unter ADCC versteht man das selektive Abtdten Zellen, deren Oberflache mit
Antikdrpern besetzt ist, durch Zellen mit Fc-Repepnh, die die konstante Region der
gebundenen Antikdrper erkennen. Zumeist wird dieCADdurch NK-Zellen vermittelt,
welche den Fc-Rezeptor fRIll oder CD16 haben (Murphy, 2012). Die NK-Zellen,
deren Funktion am besten in der Frihphase der Irabwehr bei Infektionen und in
der Tumortherapie untersucht sind, setzen nachvigkting zytotoxische Granula frei,

welche Granzyme und Perforin enthalten und in delzglle die Apoptose induzieren.

Sowohl in Astrozytenkulturen als auch in einem imevModell ist NMO-IgG zusam-
men mit NK-Zellen in der Lage, Astrozyten zu sclgé&di. Dartiber hinaus sind NK-
Zellen in der Lage, durch NMO-IgG und Komplementlibgte Lasionen hochgradig zu
verstarken (Ratelade et al., 2012). Zwar werden2¢Ken in NMO-Lasionen nicht in
grolRem Ausmald gefunden, da sie jedoch nur eineksehe Lebenszeit haben und zu-
dem andere ADCC-kompetente Immunzellen wie Granydoz und Eosinophile in
NMO-Lasionen Gbermalig stark vertreten sind, isé @eteiligung dieses Effektorwegs

zusatzlich zur Komplement-vermittelten Schadiguraipegcheinlich.
1.3.3. Internalisierung von AQP4

Zusatzlich zur Aktivierung von sekundéaren Effektegen durch Autoantikdrper sind
bei humoral vermittelten Erkrankungen haufig autckkde Wechselwirkungen der pa-
thogenen Antikorper mit dem Zielepitop oder derlziéée relevant, wie z. B. bei der
Pathogenese der Myasthenia gravis (Toyka et alzh)l@der des Guillain-Barre-
Syndroms (Buchwald et al., 2002)



Es wurde gezeigt, dass NMO-IgG selektiv an mit A@R#asfizierte HEK-293-Zellen
(Lennon et al., 2005) bindet und zu einer raschetogomalen Internalisierung und zu
einem Abbau von AQP4 fuhrt (Hinson et al., 20075 Wdglicher Trigger wurde eine
bivalente IgG-Bindung an zwei benachbarte AQP4-Midlle angefuhrt (Hinson et al.,
2010). Diese Herabregulierung konnte mit den Erggslem in pathologischen Befunden
von Patienten Ubereinstimmen, welche auch einenG®nebedestruktion unabhangi-
gen Verlust von AQP4 zeigen (Roemer et al., 200isuMt al., 2013). In der Arbeits-
gruppe von Wanda Lennon wurde auch eine schnet@niaisierung von AQP4 in
primaren Astrozyten nach Applikation von NMO-IgGricatet (Hinson et al., 2008;
Hinson et al., 2012), eine andere Arbeitsgruppe fdagegen keine Belege flr eine An-
tikbrper-induzierte Internalisierung von AQP4 irinpéren Astrozyten und im Tiermo-
dell nach intrazerebraler Injektion der Antikérgf®atelade et al., 2011), sodass diese

Hypothese weiterhin umstritten bleibt.

1.3.4. Assoziation von AQP4 und EAAT2 und Auswirkungen adén Glutamat-

haushalt

Ausgehend von einer Koexpression von AQP4 und @ésabhingigen exzitatorischen
Aminosauren-Transporters 2 (EAAT2, homolog dem GLKanal in Nagern) in
Astrozyten (Nielsen et al., 1997) sowie einer Vemeirung des Glutamataufnahme in
AQP4-defizienten Mausen wurde in Analogie auch éssoziation von EAAT2 und
AQP4 im humanen ZNS postuliert (Zeng et al., 208ifpson et al., 2008). In
transfizierten Zellkulturen sowie in primaren Agtyten bilden AQP4 und EAAT2 ei-
nen makromolekularen Komplex und in Anwesenheit MdMO-1gG kommt es in vitro
Zu einer simultanen Herabregulierung beider Memim@teine, moglicherweise durch

Internalisierung (Hinson et al., 2008).

EAAT2 ist der haufigste Glutamattransporter des itBehund fir ca. 90% der

Glutamataufnahme verantwortlich. Durch Herabregufig kann es zu einer Stoérung
der Glutamathoméstase und zu einer konsekutivenidiiegung der postsynaptischen
neuronalen Glutamatrezeptoren, einer Elektrolyshéebung u. a. der €aund N&-

Spiegel und letztendlich einem Untergang von Neemdkommen (Kim et al., 2011).
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Weitere In-vitro-Modelle bestéatigen in Anwesenheain NMO-IgG eine Schadigung
benachbarter Oligodendrozyten (Marignier et al.1®0 Da diese selbst kein AQP4
exprimieren, jedoch sensibel auf erhéhte Glutanedgsbreagieren (Matute et al., 1997;
Xu et al., 2008), wird dies in Anbetracht gleichizpgemessener erhdhter extrazellula-
rer Glutamatspiegel als Folge eines ,toxischen &yder-Effekts” gewertet, in welchem
die Oligodendrozyten passiv als Folge des gest@tatamatshaushalts der Astrozyten

geschadigt werden.

In einem weiteren Experiment mit primaren Astrezyreigt sich jedoch in Gegenwart
von NMO-IgG nur eine geringe Internalisation von RQund kein Hinweis auf eine
Internalisation von EAAT2 (Ratelade et al., 201D)e Autoren argumentieren, dass
eine madgliche Erhéhung des Glutamatsspiegels undateit verbundenen toxischen
Wirkungen weniger durch eine Reduzierung des EAATaasporters, sondern durch

eine allgemeine Nekrose und Stérung der Astrozyteerklaren sei.

In der Zusammenschau der bislang bestehenden Enkesenund der aktuell verfiigba-
ren neuropathologischen Untersuchungen bleibt digeeessante Hypothese einer An-
tikdrper-spezifischen und Komplement-unabhangigatnéphysiologie ebenso wie die
selektive Herabregulierung von AQP4 in intaktenrdayten (siehe 1.3.3) Gegenstand

intensiver wissenschaftlicher Diskussion.
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1.4. Fragestellung und Zielsetzung

Um eine pathophysiologische Rolle von Autoantikdnpen Sinne einer Autoimmuner-
krankung zu belegen, ist gemaR den Postulaten vibebgky (Witebsky et al., 1957;
Rose und Bona, 1993) neben Indizien wie dem Anggreauf Immunsuppression und
der Isolation von Autoantikérpern mit spezifischedntigen oder autoreaktiven T-
Zellen auch der Nachweis der Ubertragbarkeit imirTiermodell notwendig. Hierbei
wird gefordert, dass der Erkrankung ahnliche Meidknraproduziert werden kénnen,
entweder in Form eines direkten Beleges durch Teamsifgereinigter Immunglobuline

oder durch Immunisierung mit dem entsprechendeigént

Die bisher publizierten Tiermodelle sind zumeist-K@ansfer-Modelle unter Verwen-
dung der sog. experimentellen autoimmunen Enzephatllitis (EAE). So konnte ge-
zeigt werden, dass es in gegen Myelin-basische®iRr@VIBP) immunisierten EAE-
Modellen (Bennett et al., 2009; Kinoshita et aD02) und in mit MBP-reaktiven T-
Zellen transferierten EAE-Tieren (Bradl et al., 9pdurch Patienten-Immunoglobuline
oder rekombinante Antikdrper im proinflammatorischdilieu zu einer Exazerbation
der durch die EAE ausgelosten Symptome sowie hasthopogische Veranderungen
einschliel3lich eines Verlustes von AQP4- und GFARPaunoreaktivitat, Ablagerung
von Komplement und massive inflammatorische Irdtlbon kommt. Systemisch appli-
zierte Immunglobuline kénnen die Bluthirnschrankeht tberwinden und erreichen
nur zirkumventrikulare Organe wie die Area postrgiRatelade et al., 2011). Bei die-
sen Versuchen mit Zuhilfenahme des EAE-Modellshblaufgrund der hierdurch her-
vorgerufenen inflammatorischen Veranderungen eegrtBilung des davon getrennten
Effekts der NMO-IgG problematisch.

In einem weiteren Tiermodell wurden Versuchstiefariikdrper und humanes Kom-
plement (Saadoun et al., 2010) sowie rekombinamté®rper in Verbindung mit NK-

Zellen oder Komplement direkt intrazerebral injiziRatelade et al., 2012). Diese Ver-
suche deuteten bei hoher lokaler Konzentrationetndé Komplement-abhangige, mog-
licherweise auch durch NK-Zellen verstarkte Depletvon AQP4 und GFAP hin. Die
intraparenchymale Injektion entspricht allerdingshh den Gegebenheiten und typi-
schen Verteilungsmustern der Krankheit, sodasseslidodell ebenfalls als problema-
tisch anzusehen ist. Bei beiden Modellen wird dah&mechanismus vorwiegend his-
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tologisch beurteilt, mdgliche phanotypische Verdndgen im Verhalten und der Zeit-

verlauf kdnnen hierbei nicht beurteilt werden.

In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe eines wexen etablierten Passiv-Transfer-
Tiermodells mittels repetitiver intrathekaler Injieka durch implantierte Katheter
(Yaksh und Rudy, 1976; Geis et al., 2011; Geid.ePA12) der Einfluss von Autoanti-
koérpern und humanem Komplement bei der PathogesersBIMO untersucht werden.
In zuvor durchgefuhrten Versuchen unserer Arbeaitsge (Ritter, 2013) konnte NMO-
Patientenmaterial in diesem Passiv-Transfer-Maglatjesetzt werden und gezeigt wer-
den, dass es bei intrathekaler Applikation von exdmigtem Patienten-lgG zu Klini-
schen Erkrankungszeichen in der Verhaltenstestongrk. Histologisch wurde im R-
ckenmark eine Reduktion der AQP4- und EAAT2-Reatéibei Hypertrophie GFAP-
positiver Astrozyten beobachtet.

Die vorliegende Arbeit hat zwei Ubergeordnete Zielen einen soll untersucht werden,
ob die zuvor gewonnenen Erkenntnisse einer Kompiémeabhangigen patho-
physiologischen Rolle von aufgereinigtem polykl@mallgG von NMO-Patienten tat-
sachlich auf die Wirkung von Antikorpern gegen AQR#tUckzufihren sind. Hierzu
werden spezifische, rekombinante AntikOrper gegépPA im intrathekalen Passiv-
Transfer-Modell eingesetzt, die aus humanen Plasileazgewonnen wurden (Bennett
et al., 2009). Zum anderen soll die Rolle von huemarKomplement in diesem Passiv-
Transfer-Modell mit polyklonalem NMO-IgG und rekomanten Antikorpern gegen
AQP4 untersucht werden.

Das Verhalten der Versuchstiere und der Krankheitauf sollen mit verschiedenen
standardisierten Methoden analysiert werden, dadiipaus erfolgen bei ausgewahlten
Tieren Untersuchungen des Rickenmarks im MRT mmt densitiven Kontrastmittel
Gadofluorin M (Bendszus et al., 2008). Nach Abssélder Versuche wird eine Gewe-
beentnahme des Riickenmarks und eine detaillieg®lbgische Aufbereitung und
Analyse vorgenommen. Zum Vergleich der KomplememtkWhg mit anderen bereits
publizierten Modellen wird eine intrazerebrale kijen einer aufgereinigten IgG-

Fraktion mit humanem Komplement durchgefiihrt ureddiogisch aufgearbeitet.
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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1. Versuchstiere
2.1.1. Herkunft und Tierhaltung

Fur die Experimente wurden 6 - 8 Wochen alte weliidiLewis-Ratten (Charles River
Inc. Germany, Sulzfeld, Deutschland) verwendetcivelein Gewicht von 170 - 230 g

aufwiesen.

Die Tiere wurden je nach Anforderungen des Versaihzeln in Kafigen Typ Il oder
zu funft im Typ IV Eurostandard auf Standardstreiu dinem hell/dunkel Lichtrhyth-
mus von 12/12 Stunden und 55% Luftfeuchtigkeit B2TC gehalten. Trockenfutter
(Typ 1324; Firma Altromin GmbH & CO.KG, Lage, Decitdand) und Wasser standen
ad libidum zur Verfugung. Die Versorgung der Tiera durch Tierpfleger der Tierhal-

tung (Neurologische Klinik und Poliklinik der Unikgtat Wirzburg) gewahrleistet.

Die Tierversuche wurden von der Regierung von Uraeken zugelassen (Genehmi-
gung vom 20.01.2010)

2.1.2. Verhaltenstestung

Samtliche Verhaltenstestungen erfolgten durch mmehr®neinander unabhangige Un-

tersucher, die in Bezug auf die Gruppenzugehdriglesi Tiere verblindet waren.
2.1.2.1. Allgemeine Betrachtung

Wahrend der Versuchsphase wurde der Zustand dez Tglich beobachtet, d. h. es
wurde das Gewicht erhoben sowie auf duf3ere Verdndgen wie struppiges Fell, ver-
schmutzte oder verklebte Korperotffnungen oder Schiagte der Ratten beim Ergrei-
fen geachtet. Eine Evaluation der motorischen glegtien der Tiere bei Bewegung auf
freier Flache und Klettern tber Hindernisse ernubgé abschlielend die Einteilung in
einen klinischen Punktescore (NMO-Score, siehe llalde NMO-Score). Videoauf-

nahmen ausgewahlter Tiere vor Versuchsende odekldgeten klinischer Besonder-

heiten dienten der Veranschaulichung und Dokumiemntat
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2.1.2.2. NMO-Score

Die Tiere wurden taglich einzeln auf einen freiesch gesetzt und auf Erkrankungszei-
chen hin untersucht und dabei nach einem Punkiesean O - 10 (siehe Tabelle 1:
NMO-Score) bewertet. Dieser wurde angepasst nachsig. EAN-Score (Experimen-
telle Autoimmun-Neuritis) nach Hartung et al. (198Ber Unterschied hierzu ist, dass
aufgrund der rickenmarknahen Applikation der Amiei auch andere Extremitaten
erste Krankheitssymptome zeigen kdnnen und einev&@ctidhmung nicht als erstes

Symptom auftreten muss.

Tabelle 1: NMO-Score (modifizierter EAN-Score)

Score | Klinische Erkrankungszeichen

0 normal

1 l[auft normal, proximale 2/3 des Schwanzes waagr&tditwanzspitze schleift auf Boden oder

leichte Parese einer Extremitat

2 lauft normal, gesamter Schwanz schleift auf Bodder anoderate Parese einer Extremitat

(kein Wegklappen der Extremitat)

3 zuséatzlich etwas breitbeiniger Gang, geringe Ataxie

4 breitbeiniger ataktischer Gang, Hinterbeine nicekhmganz durchgestreckt, hinten tiefer als
bei 3

5 zuséatzlich klappt beim Laufen 6fter oder immer ldinter- oder Vorderbein nach hinten weg,

kann jedoch wieder vollstandig nach vorne gebraehten fur den nachsten Schritt

6 eine Extremitat konstant hinten, kann fir den Sthicht mehr unter den Korper gebracht
werden, oder zwei Extremitaten inkonstant hintémrien noch unter den Kdérper gezogen

werden, oder seitliches Wegrutschen beider BeiaagGm Spagat

7 zwei Extremitaten (zumeist die Hinterbeine) fadtsténdig oder vollstandig gelahmt, kon-

~

nen nicht mehr bis zur Spagatstellung vorgezogedeve(schwere Parese oder Paraplegie

8 Schwache aller vier Extremitaten, zieht sich niolehr gerade und flott mit den Vorderbei-

nen voran, Aufstiitzen des Oberkérpers nicht mehanfidie Pfoten (Tetraparese)

9 Tetraparese und Atemnot; moribund

10 gestorben
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2.1.2.3. Rotarod-Testung

Der Rotarod-Test (Abb. 3) ist eine gangige, eté

lierte Methode, um die motorische Koordination
fahigkeit und Ausdauer von Versuchstieren K
forcierter Lokomotion zu Uberprifen. Dabei sitze
bis zu vier Tiere blickdicht voneinander getren
auf einem rotierenden Drehstab (Durchmesser
mm, Breite je Messplatz 85 mm). Die Zeitnah
wird bei Beginn der Rotation gestartet und dur

eine Lichtschranke angehalten, wenn das V

suchstier die Rolle verlasst. Das verwendete Gé
(Rotarod Advanced fur 4 Ratten, V 4.0.1, TS
Systems GmbH; Bad Homburg, Deutschland)

t:t\fi)b. 3: Aufbau Rotarod
schleunigt konstant innerhalb von 300 Sekunc

von 5 rpm (Umdrehungen pro Minute) auf 30 rpm.

Die Lewis-Ratten wurden eine Woche nach der Operatunachst in 2 Durchgangen
an die Apparatur gewohnt, ehe an 3 aufeinanderidige Tagen die Baseline-Testun-
gen durchgefuhrt wurden, um stabile Ausgangspaermmai erheben. AnschlieRend
wurden die Tiere einmal wochentlich getestet. Umeandglichst geringe Beeinflus-
sung der Leistung durch mogliche Reizungen durehirdrathekalen Applikationen zu
gewahrleisten, erfolgten die Tests in der Regekasiten Tag der Pause (48 h nach der
letzten Injektion). Um mdglichst zuverlassige Engisbe zu erhalten, fanden je Test-
durchgang 5 - 6 Messungen pro Tier statt. Aus dadchisten Werten wurde ein Mit-

telwert gebildet, welcher in die weiteren Auswegen einging.
2.1.2.4. Grip-Strength-Testung

Der Grip-Strength-Test ist ein bewahrtes Verfahuendie Muskel- und Haltekraft der
Vorderpfoten festzustellen. Hierbei wird das Vetsier auf ein mit der Testapparatur
verbundenes Gitter gesetzt und am Schwanz gerattehmaten weggezogen. Der Sen-
sor misst die Kraft, bei welcher die Ratte das égitbslasst. Das verwendete Geréat
(TSE Grip Strength Meter, TSE Systems GmbH, Bad blmgy Deutschland) ist in der
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Lage, Krafte bis zu 2000 g zu messen und speidosvbhl die Loslass- als auch die

maximal wirksame Kratft.

Es wurden 10 - 14 Tage nach der Operation je 2lidas€estungen durchgefihrt, um
stabile Ausgangswerte zu erhalten und danach jewaik pro Woche im Anschluss an
die Rotarod-Testungen. Pro Durchgang wurden cavié§swerte erhoben. Dabei war
darauf zu achten, dass die Ratten sich jeweil$ifdstn und kooperierten. Anschlie-
Rend wurde aus den jeweils 5 besten ResultateMidelwert errechnet und fir die

weiteren Auswertungen verwendet.

2.2. Operative Methoden
2.2.1. Intrathekale Katheterimplantation
2.2.1.1. Narkosefiihrung

Fur die Implantation der intrathekalen Katheter deuein Isofluoran-Sauerstoffgemisch
verwendet. Isofluoran (IsofluoranCP®, CP-Pharma détsgesellschaft mbH, Burg-
dorf, Deutschland) wurde hierzu in einen Verdamgféapor 19.3, Drager Medical
Deutschland GmbH, Liubeck, Deutschland ) gefllliwegichem das Gas mit Sauerstoff
(O,-flow 0.4 I/min) vermischt und tUber einen Plastidatich mit 3-Wege-Hahn entwe-
der in eine Narkosekammer (Blchner SonderanferjganWurzburg, Deutschland)
oder eine Narkosemaske (Eigenherstellung) geleetlen konnte. Ein konstanter Va-

kuum-Sog tber einen zweiten Plastikschlauch elienfaiiiberschiissige Narkosegase.

Zur Narkoseeinleitung wurde die Ratte in die Kamgesetzt, in die so lange 4-Vol-%-
Isofluoran-Sauerstoff-Gemisch geleitet wurde, b@n€al- und Ful3reflexe nicht mehr
auslosbar waren. AnschlielRend wurde das Tier nniBdanauze in der Maske platziert
und die Narkose nach der ersten Inzision unter thotesr Kontrolle von Atemtiefe,

Vigilanz und Reflexstatus mit 2 - 2.5 Vol-% desflsoran-Sauerstoff-Gemischs fortge-

setzt.
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Nach Beendigung des operativen Eingriffs wurde Risgdte aus der Maske herausge-
nommen und bis zum Wiedererlangen des Bewusstserisen leeren Kafig auf eine
Warmeplatte (Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschlanel)3¥°C gesetzt.

2.2.1.2. Auswahl und Herstellung der Katheter

Ein 13 cm langes Stiick eines Polyethan-Kathetdfsl(® Innendurchmesser 0,28 mm,
AulRendurchmesser 0,61 mm; BD Intramedic polyethyldnng, Clay Adams, USA)

diente als Ausgangsmaterial fiir die Katheter. Ntieen Uberhandknoten wurde dieser
je nach Versuch in ein 6.5 - 7.0 cm Teilstiick umdentsprechendes Reststiick unter-
teilt. Der lose Knoten wurde mit einem Tropfen Hho#inn’'s Phosphat Zement (Dental
Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland) fixiert. Naemer Durchgéngigkeitsprifung

mit einer NaCl-Testinjektion erfolgte bis zur Imptation mindestens 24 h lang die

Desinfektion in einer 70% Ethanollésung.
2.2.1.3. Operative Durchfuhrung

Die intrathekale Katheterimplantation erfolgte aindigf3lich an 6 bis 8 Wochen alten
weiblichen Lewis-Ratten mit einem Gewicht von 172560 g.

Nach der Narkoseeinleitung wurde das Tier kurzfriatis der Kammer entfernt und im
Nackenbereich beginnend zwischen den Ohren 2 cim keaedal rasiert (Ermila 3000,
Wahl Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland). AlhsBend wurde die Schnauze
in der Narkosemaske platziert und das Versuchstieinen stereotaktischen Rahmen
(Sonderanfertigung, Wurzburg) eingespannt. Nachiniedion des Nackenbereichs
mit 70%iger Ethanollésung wurden die Augen mit Beharf-Augensalbe vor Aus-
trocknung geschutzt, wobei gleichzeitig der Comredbdx und somit eine suffiziente

Narkosetiefe Gberpruft werden konnte.

Mit einem Skalpell (Gro3e 10) wurde in der Mittei, zwischen den Ohren begin-
nend, ein 2 - 2.5 cm langer sagittaler Hautscliaitidalwarts durchgefihrt. Nun konnte
der Fluss des Inhalationsnarkotikums wie oben bedwdn auf 2 Vol.% gedrosselt
werden. Nach abermaliger Verifizierung der adaquédarkosetiefe per erloschenem
Schmerzreflex der Hinterpfote des Versuchstiersdeuie oberflachliche Nackenmus-

kulatur mit einem kleinen Skalpell (Gréf3e 15) ancipat durchtrennt und mit einem
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am FulRende des sterotaktischen Rahmens befestigjtedhaken etwa 1 cm nach kau-
dal gezogen. Jetzt liel3 sich der tiefer gelegeneiAder zweigeteilten Muskelschicht
am Ansatz des Hinterhaupts je 3 mm lang, von déteMnie ausgehend, in beide Rich-
tungen nach lateral durchtrennen. Die verbliebdvleskelfasern wurden sorgféltig in
kaudale Richtung vom okziptalen Schadelknochen sibgbt, sodass anschlie3end die
Dura mater zwischen Schéadel und erstem Wirbelkoiggprapariert werden konnte.
Um diese und lokale BlutgefalRe zu schonen, erfalggeArbeit unter mikroskopischer
Sicht (M3Z Surgery microscope, Wild, Heerbrugg, \Beiz).

Anschlie3end wurde die Dura vorsichtig mit einané von der Spitze aus um 90° zu
einem Haken verformten 30G Nadel punktiert, bisubigaustrat. Der Katheter mit dem
6.5 -7.0 cm langen Teilstlick voran wurde mittig yradallel zum Hirnstamm durch das
vorhandene Loch in das Liquorkompartiment eingefuhd langsam nach kaudal vor-
geschoben. Um Reizungen der dorsalen Nervenwuezeminimieren, wurde der Ka-

theter bei Auftreten von Zuckungen der paravertebriMuskulatur oder eines geringen
Widerstandes beim Vorwartsfihren ca. 0.5 - 1.0 aniicgkgezogen, seitlich rotiert und
erneut vorgeschoben, bis das Katheterteilstliclst@oitlig im Liquorkompartiment ein-

gebracht war und der Zementknoten locker auf denuflag. Der Zugang wurde an-
schlieBend mit nicht resorbierbarem FadenmateziaB. Silikam 4/0 Braun DS19 B

(Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland), mit einetb@kbeutelnaht unter der Nacken-

muskulatur fixiert.

Anschliel3end wurde das freie Ende mit Hilfe ein@6G2Nadel subkutan nach frontal
getunnelt, sodass die Austrittsstelle medial c¢a.-@.0 cm oberhalb der Augen lag. 3 -
4 Einzelknopfnéhte, z. B. mit einem resorbierbavaryl 4/0 TF-plus Faden (Ethicon,
Johnson & Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschlamd3chlossen den Hautschnitt.

Um die Bildung von Blutgerinnseln im Katheter duadtzidentiell bei der Implantation
verletzte Gefale zu verhindern, wurde der KathetiérHilfe einer Hamilton-Spritze
(Hamilton Microliter Syringes, Model 710-80601 TLIBostnova Analytics GmbH,
Landsberg/Lech, Deutschland) mit @ONaCl gespilt und anschliel3end durch ein 1 cm
langes Stiick chirurgischen 28G Stahldraht (Sursteal B&S DS 28; Ethicon, Johnson
& Johnson GmbH, Norderstedt, Deutschland) reversischlossen.
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Nach Beendigung der Narkose wurde das Tier aus sleraotaktischen Rahmen ent-
fernt und bis zur Wiedererlangung des Bewusstsents der Schutzreflexe in einen

leeren Kéafig auf einer Warmeplatte bei 37°C gehtach

2.2.1.4. Durchfihrung der Injektionen

Nach einer Erholungsphase von 10 - 14 Tagen eefoldie taglichen Injektionen mit
einer 100pl-Hamilton-Spritze. Im Anschluss an dredbung von Gewicht und NMO-
Score wurden die Versuchstiere vom Kopf abwarteim Tuch gewickelt, der Stahl-
Stopfen der Spitze mit einer Pinzette vorsichtitfeznt und die Injektionsmenge lang-
sam (ca. 10 ul/min) appliziert, wobei stets auf Washalten der Tiere und eventuelle
Schmerzsignale zu achten war. Bei SchmerzauRerwmgete die Applikation gestoppt
und nach einer Erholungsphase wieder verlangsage@ommen. Zum Abschluss

wurde mit 10 pl 0.9% NaCl nachgespult und der Stoplieder aufgesetzt.

Die Spritzen wurden in 70% Ethanolldsung gelaged uor jeder Injektion mehrfach

mit 0.9% NaCl-L6ésung durchgespiilt.

2.2.2. Intrazerebrale Injektionen
2.2.2.1. Narkoseflhrung

Die Lewis-Ratten wurden mit einer Ketamin-XylazimiMose (80 mg/kg, bzw. 8 mg/kg
KG) intraperitoneal an&sthesiert. (0.1 ml/100g K& lkinem Verhdaltnis Ketamin
(Ketanest 10%): Xylazin (Rompun 2%): Aqua dest.:£:3). Nach Uberpriifung der
Narkosetiefe durch ausgefallene Corneal- und Scimeibexe konnten die Versuchstie-
re auf einem stereotaktischen Rahmen (Sonderamiag) 3-Punkt-fixiert werden. Die
Korpertemperatur wurde mit Hilfe einer rektal eifideten Sonde und eines
Warmepads konstant auf 37 - 38°C gehalten, die Auge Hilfe einer Bepanthen®-

Augensalbe vor dem Austrocknen geschutzt.
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2.2.2.2. Operative Durchfiihrung und Injektion

Nach Eintritt der gewiinschten Narkosetiefe wurde ekl der Versuchstiere mit einem
Rasierapparat (Ermila 3000, Wahl Deutschland Gmbétnhwald, Deutschland) am

Kopf entfernt, anschlieRend wurden Bregma und Lathdch einen medianen sagitta-
len Hautschnitt freigelegt, Faszien und Muskelresiteeinem Skalpell vom kndchernen

Schadel abprépariert.

Die Ratten wurden nun in den stereotaktischen Ralgespannt und die Injektionsstel-
len mit Hilfe eines stereotaktischen Feinmanipukateie folgt bestimmt (Koordinaten
anterior/lateral/Tiefe, in mm, ausgehend vom Bregmga Abb. 4)

Putamen: (-1/3/5)
Cortex: (-2/5/3)
Stammganglien: (-5/2/6).
Mit einem Mehrzweckbohrer (Dremel 300-1/55; Dreni@tutschland, Leinfelden-

nteraural 6.96 mm " Bregma -2.04 mm

Abb. 4 Darstellung der Lage der Koordinaten der intrazerebralen Injektionen, A) Putamen
(-1/3/5), B) Stammganglien (-5/2/6), C) Cortex (-2/5/3), D) Ubersicht
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Echterdingen, DeutschlanBohrkopfgroRe 11 mm) wurde an obigen Koordinaten ei
Loch in den knéchernen Schadel gebohrt, ohne dimtierliegende Dura mater und das
Gehirngewebe zu verletzen. Nun konnte mit einemrdilanipulator eine mit einer
30G Nadel versehene 100 pl-Hamiltonspritze, welditeeinem Injektor (Quintessen-
tial Stereotaxic Injector (QSI)™, Stoelting Co., @dboDale, IL, USA) verbunden war,

an die entsprechenden Koordinaten gefiihrt werden.

Die Injektionsgeschwindigkeit lag bei 2 pl/min, el Gesamtvolumen. Im Anschluss
wurde die Nadel zuriickgezogen und der HautschnitEmzelknopfnahten mit einem

Vicryl 3/0 TF-plus Faden (Ethicon, Johnson & Johm&mbH, Norderstedt, Deutsch-
land) verschlossen. Fur repetitive Injektionen ggales, die Hautnaht mit einem Skal-
pell erneut zu 6ffnen und an den entsprechendendifwden einen erneuten Injekti-

onsvorgang wie beschrieben durchzufihren.

2.3.  Versuchsschema
2.3.1. Aufbau der Versuchsgruppen

Tabelle 2gibt einen Uberblick iber die verschiedenen Versgalppen. Dabei wurden
aufgereinigte polyklonale 1gG-Fraktionen von an@®R4-lgG positiven NMO-
Patienten (Gruppen 1 - 5), IgG-Fraktionen von Kdlifgatienten mit einer chronisch
inflammatorischen Polyneuritis (CIDP), aber ohne&Brkrankung (Gruppen 6, 7)
sowie rekombinante Antikorper (Gruppen 8 - 15) vamdet. Bei einem Teil der Versu-
che erfolgte neben dem Einsatz von Antikérpern adshvon humanem Komplement
(hC) (Gruppen 2 -7,9 - 11, 15).

Das Patienten-IgG stammte aus therapeutischen Bpdsmresebehandlungen und die
IgG-Fraktionen wurden im Labor der neurologischémiK nach etablierten Verfahren
aufgereinigt (Sommer et al., 2005; Geis et al. 2@eis et al., 2011).
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Gruppe Serum/Antikorper Injektionen  [Anzahl
Ratten
2 NMO 1 + hC 9 7
3 NMO 2 + hC 15 8
4 NMO 3 + hC 15 8
5 NMO 4 + hC 17 10
6 Kontrolle 1 + hC 15 9
7 Kontrolle 2 + hC 15 9
9 rAb fonrolel 4+ he 12 7
10 rAbonoeZ + hC 12 6
11 rAb """ + hC 12 7
12 rAb”*"4 [0,5mg/ml] 15 7
13 rAb A" [1mg/ml] 13 7
14 rApAQP4-non_comp 15 7
15 rAb AQPA-non_comp 4 hc 15 7

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der intrathekalen Injektionsversuche, Anzahl der Injektionen,
Anzahl der Versuchstiere. Pro Injektionstag wurden 10 pl Serum (+10 pl hC) +10 pl NaCl ap-
pliziert



Die rekombinanten Antikdrper wurden von Professfirdy L. Bennett (Denver, Colo-
rado, USA) in Kooperation zur Verflgung gestelldumaren bereits in anderen expe-
rimentellen Studien validiert. Fur die rekombinanenti-AQP4-Antikdrper waren aus
CD138+ Plasmazellen aus dem Liquor NMO-IgG positivatienten nach etablierten
Methoden (Yu et al., 2006; Owens et al., 2007) H&EKiinmortalisierte Klone herge-
stellt worden (Bennett et al., 2009). Die aufgemten IgG1-Fraktionen (rAt™
ONO07-5-53) binden spezifisch mit hoher Affinitatr&dtrantip et al., 2011) und vermut-
lich monovalent (Crane et al., 2011) an ein konfationelles Epitop (Yu et al., 2011)
sowohl der M23- und der M1-Isoform von AQP4 bei Mdelm, Ratte und Maus (Crane
et al., 2009; Ratelade et al., 2011) und wurdamseren Versuchen in Konzentrationen
von 1 mg/ml und 0.5 mg/ml verwendet. Um die Roléx #omplementaktivierung zu
untersuchen, stand eine Mutante dieses Antikorgats\™4-"oncomPl ONQO7-5-53-
K332A) zur Verfiigung, bei welcher durch eine Punktation im F-Teil des rAB<P%
Antikorpers die Fahigkeit zur Komplementaktivierungterbunden, die Bindungsfa-
higkeit an AQP4 jedoch nicht beeinflusst wird (Tradtip et al., 2011; Ratelade et al.,
2012). Als Kontrolle dienten ein Masern-spezifischeekombinanter Antikorper
[rAbKentrellel ‘5B (Burgoon et al., 1999)] sowie ein gegen huesaAQP4 spezifischer,
jedoch nicht mit murinem oder Ratten-AQP4 reaktivekombinanter Antikérper
[rAbKonele2 ONO7-7-43 (Bennett et al., 2009)]

Zusammenfassend hatten die rAb folgende Antigerz8ia¢en und Eigenschaften:
rAb el Mmasern-spezifischer rekombinanter Antikorper, tothserum

rAb ool nicht Ratten- oder Maus-AQP4-reaktiver rekombteadntikorper

rAb A% AQP4-spezifischer rekombinanter Antikorper
rAp AQP4-non_compl - A AQPA it nicht-Komplement-aktivierendem-Feil

Die Herstellung desiumanen Komplements(hC) aus Blutserum erfolgte selbststan-
dig. Dafur wurde einem gesunden Probanden Blutoemtmen, dieses fur 30 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen, bis das Blut gamomar und anschlieRend 15 min
bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurdeippgtiert, in 300 pl Aliquotes auf-
geteilt und in Glasréhrchen unmittelbar bei -80i@yefroren. Vor jeder Injektion wur-

de ein Aliquot bei RT aufgetaut, gut durchgemiself, Eis gekihlt gelagert und inner-
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halb einer Stunde nach Auftauen den Tieren infiziBerart behandeltes Serum behélt
Komplementaktivitat (Saadoun et al., 2010), washainc Proben durch ein externes
Labor (MVZ Labor Prof. Seelig, Karlsruhe, Deutscetdabestatigt wurde.

2.3.2. Versuchsablauf

Nach erfolgreicher Implantation .
g P Intrathekale Katheteranlage bei 8 Wochen alten

der intrathekalen Katheter erhiel- weibl. Lewisratten
ten die Versuchstiere eine 7 - 10- . e R s
tagige Erholungsphase. Anschlie-
Rend wurden die Tiere fur 2 Tage Baseline-Testung

_ Rotarod-/Grip-Strengh-Test
an die Rotarod-Testungen ge- randomisierte Gruppeneinteilung
wohnt, ehe an 2 - 3 Tagen jeweils l

stabile Ausgangswerte der Lauf- Tnirathekeale Tojekiionen

leistungen ermittelt sowie der 10 pl Antikérper (+10 pl hC) + 10 pl NaCl

Grip-Strength-TeSt durchgerhrt taglicher EAN-Score/Gewicht

. 5 Tage Injekti
wurden. Danach erfolgte die ran- ‘ I Tee Ponse :
- . 2-3Wochen
domisierte Einteilung der Ver- . .
) _ Rotarod-/Grip-Strengh-Testung
suchstiere entsprechend ihren

Laufleistungen und dem Kklini-
v v

schen Erscheinungsbild (siehe MRT /Film-Aufaahmen
2.3.1). Die Injektionsphasen wa- Gewebeentnahme

ren in Zyklen von 5 Injektionsta-

gen, gefolgt von 2 Tagen Pa”%(bb. 5: Injektionsschema Katheterversuche
eingeteilt und erstreckten sich tbr.

einen Zeitraum von mindestens 2 - 3 Wochen (AbbDg) klinische NMO-Score wur-

de taglich erhoben, die Rotarod-Messung erfolgtenal wochentlich nach der zweita-
gigen Injektionspause. Exemplarisch wurden in dsrtén Versuchswoche MRT-
Untersuchungen und Filmaufnahmen der Tiere gem&iatGewebeentnahme erfolgte

1 - 4 Tage nach der letzten Injektion.
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2.3.3. Einteilung und Versuchsablauf der intrazerebralemjektionen

Tabelle 3 gibt einen Uberblick lber die Grupperaianhg der intrazerebralen Injekti-

onsversuche. Den Versuchsgruppen A 1 - 3 wurdeiséien wie in 2.2.2 beschrieben
einmalig appliziert und 24 h spater das Gewebeoemtnen. Die Versuchsgruppen B 1
- 3 erhielten intrazerebrale Injektionen an den€fa@, 2 und 4, die Gewebeentnahme

erfolgte an Tag 7.

Gruppe Serum/Antikorper Injektionen  [Anzahl
Ratten

Injektion an Tag 0, Entnahme nach 24h

Al NMO 2 + hC 1 2
A2 NMO 2 1 2
A3 Kontrolle 1 1 1

Injektion an Tag 0/2/4, Entnahme nach 7

Bl NMO 2 +hC 3 3
B2 NMO 2 3 3
B3 Kontrolle 1 3 2

Tabelle 3: Gruppeneinteilung intrazerebrale Injektionsversuche, pro Injektion wurde den
Tieren 15 pl Serum (+15 pl hC) [5 (+5) pl pro Bohrloch] mit einer Flussgeschwindigkeit von 2
ul/min appliziert.

2.4. MRT-Bildgebung

2.4.1. Kontrastmittelgabe

Ausgewahlte Versuchstiere erhielten 24 h vor Duching der Bildgebung 100 ul
GadoSpinF (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbableutschland) in die Schwanz-
vene appliziert, entsprechend 25 pmol Gadolinurkiéuigpergewicht.

Es wurden aus den VersuchsgruppenPA5"? + hC, rA'?™ + hC, rApQP4-non_compl
+ hC, rAg\QPa-non_compl ARAQPA 19 Emg/ml],rAB P4 [1mg/ml] und rA°"™®Y jeweils

mehrere Tiere untersucht.
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2.4.2. MR-Protokoll

Fur die Magnetresonanz-Bildgebun
(Abb. 6) wurde ein Siemens TIM Tric
3 Tesla Scanner mit einer 7 cm gre
Ben Empfangerspule (Siemens) b
nutzt. Nach einem triplanaren flas
localizer wurden die axialen, T1 ge&
wichteten Serien fur die genaue Pli_

nung verwendet. Anatomische, T {
gewichtete Turbo-spin-echo Sequels— ¥ e —— s
zen (TR/TE 860 ms/15 ms, Schichapp, 6: Exemplarische Lage eines Versuchstie-

dicke 1 mm, Matrix 256x256, FO\resim MRT

80 mm, 6 Schichten) wurden in der sagittalen Elpamallel zum Rickenmark mit einer
Absattigung der ventral gelegenen Strukturen awfgenen. Aufgrund der limitierten
GrolRe der Empfangerspule erfolgte die Abbildung Béskenmarks in 2 Schritten
(kranial/thorakaler und lumbaler Anteil). Ausgedehihasionen wurden zuséatzlich in
der koronaren Ebene dargestellt (TR/TE 860 ms/15Sukichtdicke 1,5 mm, Matrix
256x256, FOV 80 mm, 6 Schichten).

2.5. Histologie
2.5.1. Gewebeentnahme

Nach Beendigung des Experiments wurden die Tiefeemobarbitalnarkose (0,5 - 0,6
ml einer Verdinnung Narcoren 160 g/100 ml : 0.9%Na@:1, Effektivdosis 50 mg/kg
KG) anasthesiert und anschlielRend durch Entblgegitet, um das Ruckenmark, beide

Sehnerven sowie das GroRhirn zu entnehmen.

In kleinen Einbettschalchen (Cryomold, Miles InElkhart, USA) mit Tissue Tek
O.C.T. Compound (Sakura, Zoeterwonde, Niederlande)de das Gewebe in 2-
Methylbutan (Carl-Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Detisnd) in flissigem Stickstoff
abgekuhlt und eingefroren. Die Lagerung bis zuravtegitung erfolgte bei — 80°C.
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Die ober- bzw. unterhalb de: Riickenmark:
Katheterendes liegenden Abschnit O
des Spinalmarks wurden als thorak.

les, bzw. lumbales Riuckenmark kor katheter %a“r

GH

RM zervikal nativ

[ i Kryo-thorakal
serviert (siehe Abb. 7). ryo-thoraka

Vom GroRhirn wurden ebenfalls Keyo-lmbal

transversale Scheiben (3 mm Dicke

Gehirn:
mit Tissue-Tec eingebettet, darlbe
hinaus wurde der zervikale Abschni nativ_
Immunhisto
des Rickenmarks sowie der fronta Tmmunhisto
(e

GroRRhirnabschnitt nativ entnomme
und in 2-Methylbutan auf -80°C ge
kihlt.

Abb. 7: schematische Darstellung der Gewebe-
entnahme; RM = Riickenmark, GH = Gehirn

Bei den intrazerebralen Injektionen beschrankta gie Entnahme auf 2 transversale
Scheiben des GroR3hirns entsprechend den Injektaless(3 mm Dicke).

2.5.2. Farbeprotokolle

Fur die histologischen Farbungen des Riuckenmarkslemumit einem Kryostat (CM
050S Kryostat, Leica Microsystems; Wetzlar, Deutsatt) 10 um dicke Schnitte ange-
fertigt.

2.5.2.1. Immunhistochemische Farbungen

Der Grofdteil der histologischen Auswertung erfolgb@ach der Avidin-Biotin-

Peroxidase-Methode. Diese hat gegeniber anderemnhistochemischen Verfahren
den Vorteil, eine hohe Spezifitdt und Affinitat fdile Prim&rantikdrper zu besitzen und
somit unspezifische Bindungen und Hintergrundfagam zu minimieren. Dies war

insbesondere fur die quantitative Auswertung dstadttbgieschnitte von Bedeutung.

Nach dem Schneiden mussten die 10 um dicken Kryitsehmindestens 30 Minuten
auftauen, bis sie Raumtemperatur (RT) erlangt hateschlie3end wurden sie 10 min
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lang bei -20°C in Aceton (Sigma Aldrich Inc., Salmtuis, USA) fixiert, um danach fur
ca. 5 min auf einer Heizplatte (max. 42°C) zu tremk AnschlieRend erfolgte eine Um-
randung der Schnitte mit einem PAP pen (Sciencei@s GmbH, Minchen, Deutsch-
land) und die Platzierung in einer feuchten Kamrirewyelcher alle folgenden Schritte
abliefen. Zur Vermeidung von unspezifischen Bindemgles Primé&rantikorpers im
Gewebe wurde nun 10%BSA/Tris-L6sung (Bovine Serurbbuin/Trishydroxy-
methyl-aminomethanjegeben und flr 30 min bei RT inkubiert, im Ansellan das
Blocken die Uberschissige Losung abgekippt undedstantikérper (siehe Tabelle 4)
aufgetragen. Dafur wurden die entsprechenden Paimi&brper in 1% BSA/Tris und
2% Milchpulver verdiinnt, in einer Dosierung von BIB pl auf die Schnitte pipettiert
und anschlieRend tber Nacht bei 4°C mit den S@&mith der feuchten Kammer

inkubiert.

Am nachsten Tag konnten die Schnitte 3 x je 10 laug in Tris-L6ésung gewaschen
und anschlie3end zur Blockierung der endogenenpPlatase fir 20 min bei RT in eine
Lésung, bestehend aus 200 ml Methanol + 3,5 ml 30@, gegeben werden. An-
schlieBend erfolgte ein erneutes dreimaliges Wasichéris.

In der Zwischenzeit war der spezifische Sekundddmter (z.B. goat anti-rabbit) vor-
bereitet worden. Dieser wurde zunachst 1:1 mit dRggrum fur 1 h bei 37°C
vorinkubiert und anschlieend mit 1%BSA/Tris 1:10€rdinnt. (d.h. z. B. durch
Vorinkubierung von 5 pl Sekundarantikdrper zunachgt5 pl Rattenserum und an-
schlielBender Verdinnung mit 990 pl BSA/Tris). Vaaser Losung wurden nun 50 -
100 pl auf jeden Schnitt aufgetragen und erneu8®min bei RT inkubiert.

Nach erneutem dreimaligem Waschen in Tris-Losungdem pro Schnitt 50 - 100 pl
des Streptavidin-Biotin-Komplexes (Vectastain AB&réXidase-Kit, Linaris GmbH,

Bettingen, Deutschland) aufgetragen und wiederun8@imin bei RT inkubiert. Nach

einem weiteren Waschschritt in Tris erfolgte die ®>BRarbereaktion, indem eine DAB-
Tablette (DAB Tablets, 10 mg, pH 7.0, Kem-En-Teopknhagen, Danemark) in 10 ml
Aqua dest. aufgeldst und, nach Zugabe von 10,k Kurz vor Gebrauch, durch einen
Filter bei RT auf die Schnitte aufgetragen wurdaciN10-mindtiger Inkubationszeit bei

RT beendete zweimaliges Waschen in Aqua dest. eldtidn.
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Tabelle 4: In den Immunhistochemiefarbungen verwendete Antikorper (AK) mit Verdiin-
nung, Ursprungsspezies (Host) und Sekundarantikorper (Sek.-AK)

. _ Konzentration
Antikorper [Konzentration [Host Sek.-AK
Sek.-AK
Anti-Human 1:200 ol biotinylated 1:200
IgG anti-rabbit IgG
Aquaporin 4 | 1:500 rabbit biotinylated 1:200
anti-rabbit IgG
Coneo | 1:5000 rabbit | Dlotinylated 1 .56
anti-rabbit 1I9G
C5b-9 1:100 mouse biotinylated 1:200
anti-mouse IgG
EAAT2 | 1:100 rabbit | Plotinviated 1 1.569
anti-rabbit 1I9G
ED1 1:500 mouse | Plotnylated 14 .54
anti-mouse IgG
GFAP | 1:5000 rabbit | Plotnvlated 4509
anti-rabbit IgG

Anti-HumanlgG , polyclonal: Dako Cytomation; Glostrup, Denmark
Aquaporin 4, polyclonal: Sigma-Aldrich, Inc.; Saint Louis, MOSA

C9nea B.P. Morgan, Cardiff, Wales, UK

C5b-9, monoclonal: Santa Cruz Biotechnology, Inc.; S&@az, MI, USA
EAAT2, polyclonal: Cell Signaling Technology, Inc.; Damns, MA, USA

ED1 monoclonal: Linaris Biologische Produkte GmbH; ¥ierm, Deutschland
GFAP, polyclonal: Millipore Corporation; Temecula, CASA

biotinylated anti-rabbit IgG : Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

biotinylated anti-mouse IgG Vector Laboratories, Inc.; Burlingame, CA, USA
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Anschlie3end erfolgte eine Gegenfarbung der KeriteH@malaun nach Mayer. Dazu
wurden die Schnitte fur 30 Sekunden in die vorbeteiLosung (1 g Hamatoxylin,
1000 ml Aqua dest., 0,2 g Nag@0 g Kaliumaluminiumsulfat, 50 g Chloralhydratg1
Citronensaure) getaucht und anschlieBend 10 mir direRendem Leitungswasser ge-

wassert.

Zuletzt wurden die Schnitte fir 2 min in eine aeigeénde Alkoholreihe (70% - 100%
Ethanol) und abschlie3end fir 2 x 10 min in XyNlt(o-Clud®, R.Langenbrinck La-
bor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschlageaucht und mit Deckglasern

eingedeckt sowie mit Nagellack umrandet, um siedesn Austrocken zu schitzen.
2.5.2.2. Immunfluoreszenzfarbungen

Der Vorteil der Immunfluoreszenzfarbung gegeniber binmunhistochemiefarbung
mit Peroxidase besteht darin, dass an einem Schi@tirfachfarbungen gegen ver-
schiedene Antigene angefertigt werden kdnnen. Higrearden zwei Primarantikdrper
aus verschiedenen Tierspezies (z.B. Kaninchen uaasMdurch entsprechend gewahlite
verschiedene Sekundarantikoérper (z.B. goat-anbitalgoat-anti-mouse), welche mit
unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt sindhtbar gemacht. Diese Methode

ermoglicht die Beziehungen von verschiedenen Epitqqu visualisieren.

Nach dem Schneiden wurden die Kryoschnitte mindses&) min aufgetaut, bis sie
Raumtemperatur (RT) erlangten, und anschlieBend@imin bei -20°C in Aceton fi-

xiert. Im Anschluss an eine Trocknungsphase vornrb bei max. 42°C auf einer Heiz-
platte erfolgte die Umrandung mit PAP-pen und dlatZferung in einer feuchten
Kammer flur alle weiteren Schritte. Zunachst wurd@®61BSA/PBS-L6sung auf die
Schnitte gegeben und fir 30 min bei RT inkubiem, unspezifische Bindungen des
Erstantikdrpers im Gewebe abzublocken. Nach Abkipger BSA-LOsung wurde pro
Schnitt 50 - 100 ul des in 1% BSA/PBS verdunntam&rantikérpers aufgetragen und
bei 4°C Uber Nacht (ca. 18 h) inkubiert. Anschlie®&urden die Schnitte dreimal 10
min in PBS gewaschen, die mit Fluorochromen gekivppe&Sekundarantikorper (siehe
Tabelle 5) aufgetragen und fur 2 h bei RT inkubibidch erneutem dreimaligem Wa-
schen mit PBS erfolgte die Eindeckung mit VectddhiMounting Media with DAPI

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) und eeiGegenfarbung mit DAPI zur
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Darstellung der Zellkerne. Um ein Ausbleichen bagérung zu vermeiden, wurden die
Schnitte bei 4°C in Dunkelheit aufbewahrt.

Tabelle 5: In der Immunfluoreszenz angewendete Antik6rper, Ursprungstier (Host), Verdiin-
nung und verwendete Sekundarantikorper

Antikérper  |Host Konz Sek.-AK Konz. Farbe
Sek.-AK
GFAP mouse | 1:100 Cy™3 1:100 grun
Aquaporind | rabbit 1:500 Alexa Fluor®-488| 1:400 rot
EAAT2 rabbit 1:100 Alexa Fluor®-488 | 1:400 rot

GFAP, monoclonal: ICN Biomedicals, Inc.; Aurora, OhioSA
Aquaporin 4, polyclonal: Sigma-Aldrich, Inc.; St. Louis, MO SA
EAAT2, polyclonal: Cell Signaling Technology, Inc.; Dang, MA, USA
Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit I1gG:

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; WestéGRA, USA
Alexa Fluor® 488-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG:

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; WesteG A, USA

2.5.2.3. Verfahrenskontrolle

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des Sekamti&brpers an die Gewebe-
oberflache wurde bei jedem Farbevorgang bei eineimmif der Prim&rantikorper durch
10%-BSA ersetzt. Keiner dieser Kontrollschnitte sveegn DAB- oder Fluoreszenzsignal
auf, sodass unspezifische Reaktionen der Zweitam#k mit den Gewebeschnitten

ausgeschlossen werden kénnen.

32



2.6. Quantitative Analyse

Fur die quantitative Analyse der Schnitte wurden j@em Tier immunhistochemische
Ruckenmarksschnitte auf lumbaler Ebene in etwaHddre angefertigt, in welcher das
Ende des Katheters zu erwarten war (ca. 6,5 cnrthailbedes 1. Halswirbels). Die Auf-

nahme der Schnitte erfolgte in einer 10-fachen kd$grung mit einem Axiophot 2

Mikroskop (Carl-Zeiss  Jena

GmbH, Jena, Deutschland), we

ches mit einer CCD-Kamera

(Visitron  Systems, Tuchheim

Deutschland) ausgeristet war. Wie r

in Abb. 8 dargestellt, wurden jet

weils 4 - 5 Bilder pro Farmg an-
gefertigt, 2 Bilder des Vorderhorng

(rechts/links) und des Hinterhorns

(rechts/links) sowie im Falle einef

definierten intraspinalen Anreicher

rung von humanem IgG (sog. "LéAbb. 8: Schematische Darstellung der histologischen

sionsareal) eine zusétzliche AufAuswertung. Die groBen Quadrate zeigen annéhernd
) . ) _ die in 10-facher VergréBerung aufgenommenen jpg.-
nahme jener Region. Die BlldeBilder, die kleinen Quadrate demonstrieren die Lage

wurden per Spot Advanced Softder standardisierten AOL.
ware (Windows, Version 4.5) aufgenommen, in einpgi-fFormat gespeichert und spéa-
ter mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Image-Plus (Version 4.5.0.29, Media

Cybernetics Inc., Silver Spring, USA) ausgewertet.

2.6.1. Aquaporin 4 und Anti-Human IgG

Bei den AQP4- und Anti-Human-IgG Farbungen wurde dichte des Farbsignals zur
Auswertung herangezogen. Hierzu wurde eine staisiarg Area-of-Interest (AOI)
von 62000 prhin jeder Aufnahme einmal in die graue und einmatlie weiRe Sub-
stanz (randnah) gelegt, um die gesamte Dichte ifggnean]) innerhalb dieser AOI zu

erheben. Zusatzlich erfolgten Aufnahmen der Lasirede. Aufgrund von Ausleuch-
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tungs- und Aufnahmeproblemen war dabei immer dazaudichten, dass die Lage der
AOI einen annahernd gleichen Abstand vom Bildraatten Die Einzelwerte der ver-
schiedenen Aufnahmen eines Schnittes wurden filReverw. graue Substanz gemittelt

und den Werten der Lasionen gegenibergestellt.

Aufgrund der grol3en Anzahl von Versuchen war e$itnmoglich, alle Schnitte auf
einmal zu farben und aufzunehmen. Dadurch kam es Zu divergierenden Farbebil-
dern, auch bei unbehandelten Schnitten. Infolgeshessusste eine Korrektur der Far-
bewerte durchgefiihrt werden. Dies geschah zundcinsh die Auswahl der beiden am
starksten und am schwéachsten gefarbten Schnittgedes Versuchsgruppe und die
anschlie3ende Division der Farbwerte mit den eatsnden Schnitten aus einer Refe-
renzgruppe. Aus den so gewonnenen Faktoren wundiliielwert fur die weil3e bzw.
graue Substanz gebildet, mit welchem anschlieReadEthzelwerte der Messungen
multipliziert und somit korrigiert werden konntdba Image-Pro Plus die Werte auf der
RGB-Skala basierend berechnet, somit ein hoherweatbeiner schwachen Farbung
entspricht, erfolgte eine Spiegelung der Farbweme ein besseres intuitives Verstand-
nis der Graphen zu erzielen, indem die Werte vdn(Btaximaler Farbwert/weil3 in der
RGB-Skala) abgezogen wurden.

2.6.2. Anti-GFAP-Farbung

Bei den GFAP-Farbungen wurde ebenfalls eine Dichgsung in der standardisierten
AOI durchgefiihrt und korreliert. Zudem erfolgte eiddhlung und GroRenmessung der
immunreaktiven Astrozyten. Aufgrund der oben erviéhrAusleuchtungsprobleme des
Gesichtsfelds im Mikroskop erfolgte hierzu zunaatise ,,Abschwéchung” der Hinter-
grundfarbung, um den Kontrast zwischen Farbsigmal Hintergrund zu verstarken.
Anschlie3end wurden flr jeden Schnitt manuelle Wwarke festgelegt, innerhalb wel-
cher sich die braun geférbten Signale, nicht jedibmhunspezifische Hintergrund oder
die blau gefarbten Zellkerne befanden. Nun wurderrabls die Anzahl der Signale,
welche sich in der standardisierten AOI in der grabzw. weil3en Substanz befanden,
gezahlt, dabei die Mindestgréf3e flr eine in die wersung eingehende Struktur auf
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mindestens 25 uhfestgelegt und der Anteil der angefarbten Flaaieespandardisierte
AOI erhoben.

2.6.3. EAAT2

Die Auswertung der EAAT2-Farbungen erfolgte analdgr Auswertung der
Aquaporin-Farbungen. Nach Abzug einer Leeraufnahume Ausgleich der durch Auf-
nahmeprobleme entstandenen Inhomogenitat des @dsids wurde analog zu Abb. 8
die standardisierte AOI in das Vorderhorn und Himben gelegt und eine Korrektur der
Farbwerte vorgenommen. Die Mittelwerte der Aufnahrder weil3en und grauen Sub-
stanz wurden anschlie3end mit moglichen Lasionkareerglichen.

2.7. Statistische Auswertung

Der Vergleich der Messwerte der unterschiedlicheap@en untereinander erfolgte
durch einen t-Test (Programm Sigma Plot 12.0, $yStdtware Inc., Chicago, IL,

USA). Verfehlten einzelne Subgruppen in dem vorgaketen Normality Test nach
Shapiro-Wilk (p > 0,05) oder Equal-Variance-Test>(|0,05) die vorgegebenen Gren-
zen fur Normalverteilung, wurde ein Mann-WhitneynR&um Test durchgefthrt. Ver-
gleiche mehrerer Gruppen erfolgten durch einenveag-ANOVA mit Bonferoni post-

hoc Analyse bzw. im Fall wiederholter Messungersekiedener Versuchsgruppen mit
einem one-way repeated measures ANOVA mit Holm{Sigmirwise multiple

comparison Test. Unterschiede ab einem p-Wert van(Q05 wurden als statistisch
signifikant gewertet. Soweit nicht anders gekercimeet, erfolgt die Darstellung der
Daten als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler) inraBiammen und Tabellen, Sterne in

den Graphen geben Signifikanzniveaus an (*: p §;0:0 p < 0,01; ***: p < 0,001).
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3. ERGEBNISSE

3.1. Allgemeine Vorbetrachtungen

Bevor die Versuchsergebnisse der einzelnen expetaten Gruppen dargestellt wer-
den, werden hier zum besseren Verstandnis gruppegétrdnete Beobachtungen und

Definition ausgefuhrt.
3.1.1. Keine gruppenspezifischen Auffalligkeiten im Gewislerlauf

Die Tiere wurden zum Ausschluss schwerwiegendeimB@ehtigungen taglich gewo-
gen. Nach einem voriibergehenden postoperativendB&swverlust hatten alle Tiere zu
Injektionsbeginn mindestens das Ausgangsgewichdavierreicht, die Mittelwerte der
Gruppen lagen bei Versuchsbeginn zwischen 149/1 8,3 g (NMO 1) und 224,4 g +/-
3,8 g (rAB'?"* [0.5 mg/ml]), bei Versuchsende wogen die Tieresewen 159,2 g +/-

2,3 g (NMO 1) und 233,5 g +/- 3,7 g (rAf*[1 mg/ml)). In allen Gruppen war dabei
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Tage nach 1. Injektion Tage nach 1. Injektion
o NMO1+hC ® AL [1mg/ml]
e NMO2+hC ® Ab*¥*[0.5mg/ml]
A NMO3+hC © rAb*+hC
v NMO4 + hC rAbAQP4_non_compI
@ Kontrollel + hC % rApAQPanon_compl p ~
O Kontrolle2 + hC ¢ rApKontoliel
¢ NMO1 P rAbKomroIIel +hC
'S rAbKomroIIeZ +hC

Abb. 9: Gewichtsverlauf der Versuchsgruppen seit der 1. Injektion; A) polyklonale Patienten-
IgG, B) rekombinante Antikorper
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eine Gewichtszunahme zwischen 0,8% (&K' + hC) und 15,8% (rAfR™ [1
mg/ml]) zu beobachten, eine Versuchsgruppen-spgehiéi starkere oder schwachere

Gewichtszunahme zeigte sich nicht.
3.1.2. MRT-Untersuchung ausgewahlter Tiere

Zur Lagekontrolle der Katheter und zur Identifizieg der fir die histologische Aufbe-
reitung interessanten Regionen erfolgte bei ausgsvéTieren nach Applikation des
Kontrastmittels Gadofluorin eine spinale MRT-Bildgeg. Wie in Abb. 10A, C zu
sehen ist, kommt es nach Applikation von rekombtie@angegen AQP4 gerichteten An-
tikérpern zu langstreckigen KM-Aufnahmen im Bereidbs thorakolumbalen Uber-
gangs, welche sich in transversalen Aufnahmen (ABIR - H) als zentromedullar in
der grauen sowie in der weil3en Substanz gelegenakibasieren lassen (hier am Bei-
spiel von anti-AQP4 spezifischen rAb gezeigt). Bigb. 10D - F demonstrieren, dass
die Kontrastmittelaufnahme am starksten im BereiehKatheterspitze ist: Kranial der
Spitze (Abb. D) erkennt man das Lumen des Kathetérzirkular darum befindlicher
KM-Aufnahme; auf Hohe der Katheterspitze (Abb. Ejildet sich der Ort des starks-
ten KM-Enhancements, wahrend sich kaudal der Spkbb. E) normal konfiguriertes
Myelon zeigt.

Bei Applikation von Kontrollantikérpern (Abb. 10BBeispiel rABC"™"®Y) kommt es

nur zu geringgradiger Kontrastmittelanreicherung Bereich der Katheterspitze. Es
zeigt sich kein offensichtlich relevanter Untergchbei Versuchstieren, die Antikorper
gegen AQP4 mit oder ohne zuséatzliche Komplemerdfakt bekommen haben. Es
muss allerdings angemerkt werden, dass aufgrundyel@ngen Fallzahl untersuchter
Tiere pro Versuchsgruppe keine formal vergleichaendetersuchungen angestellt wer-

den konnten.
3.1.3Definition von Lasionsarealen in der histologischeufbereitung

Die Ruckenmarksschnitte wurden entsprechend 2.5rttleinem Antikérper gegen
humanes 1gG gefarbt. Teilweise war eine aulRerhab Rlckenmarks gelegene
bindegewebige Struktur (siehe Abb. 12A - D) zu aren, die der extraspinalen Binde-
gewebsreaktion um den Katheter nach langerer Leagentspricht. In den meisten
Versuchsgruppen mit Applikation von NMO-IgG oder R@spezifischem rAb zeigte
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sich eine von dieser Struktur zirkular ausgehendezunehmender Entfernung jedoch
schwacher werdende Ablagerung von humanem Immualghobm Rickenmarks-

gewebe (Abb. 10B).
A . B

Abb. 10: Exemplarische MRT-Aufnahmen mit Gadoflourine: A) - C) sagittale Schnittfiihrung,
D) - F) transversale Schnitte aus C); G) + H) VergroBerung aus D), bzw. E); Pfeile deuten auf
das Katheterende, bzw. die KM-Anreicherungen im Myelon.
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Folglich ist davon auszugehen, dass es
Anti-Human-IgG: Anteil an

sich hierbeium das Katheterende han ) ) )
Schnitten mit "LVA" in %

delt, den Ort, an welchem die hochste

lokale Konzentration der applizierten rAb_AQP4
. . . 0.5m/ml

IgG-Fraktionen vorhanden ist. Diese rAb_AQP4

Regionen werden deshalb als "lasions- Im/ml

rAb_Kontrollel

—F

verdachtige Areale" (LVA) bezeichne
und wurden wie oben beschrieben [n rAb_non_compl
den histologischen Auswertungen ge-  yap non_compl
trennt von der Gegenseite und den +hC

ibrigen Schnitten untersucht. Selten TAP_AQP4 +hC
war eine Seitendifferenz in Bezug auf MAb_Kontrolle2 +

hC
die Anti-Human-lgG ohne Anwesen- rapb Kontrollel +

hC
Kontrollel + hC

heit der beschriebenen Struktur vor-

handen. Einschrankend muss zu dieser

Methode der Auswertung festgestellt NMO4 + hC
werden, dass die Anzahl der LV

NMO3 + hC 88%
zwischen den verschiedenen Ver-
suchsgruppen divergiert. Insbesondere NMO1 + hC .
in Versuchsreihen mit rekombinanten ol sty Sl %@on P

Antikorpern traten diese nur in SeIt(al-‘ibb. 11: Prozentuale Anzahl an LVA in der Anti-

nen Fallen auf. So waren in den VeHuman-1gG-Firbung

suchsgruppen rA"ell  +  hC,

rAb"P4 +hC, rAK\QP-non_compl L AAQP_non_comply W jeweils nur 1/7 der Schnitte, in den
Gruppen rAB°"™"® 1/10 und rAB<F* [1mg/ml] 2/7 betroffen (Abb. 11). Mdglicherwei-
se ist dies durch die jeweiligen Antikorper-Prapareen bedingt, eventuell auch durch
die Gewebeentnahme, wenn z. B. der Katheter mitsEamtUmgebungsreaktion vom
Myelon geldst wurde. Die Anzahl an mdglichen LVAnkde in der Auswertung nicht
mehr durch weiter kranial oder kaudal geschniti@egebeproben dieser Tiere erhdht

werden, was gegen ein Farbe- oder Praparationskiriafdiesem Arbeitsschritt spricht.
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~ NMOI + hC Kontrolle! + hC
A) B)

A Y e

L - " 4

Abb. 12: Anti-Human-IgG-Farbung, A) + B) 2,5-fache VergroBerung, Balken = 1000 pm;
C) - F) 10-fache VergroRerung.Balken = 200 um C) + D) LVA (ldsionsverdidchtige Areale),
E) + F) Gegenseite
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3.2. Auswertung der Gruppen mit Patienten-IgG und zusatticher Gabe von akti-

vem humanem Komplement
3.2.1. Progressive klinische Verschlechterung durch Patien-1gG + hC

In den Versuchsgruppen 2 - 5 kam es bei Applikatiom aufgereinigtem Patienten-1gG
zusammen mit humanem Komplement mit zunehmendesu¢bsdauer zu einer fort-
schreitenden Verschlechterung des klinischen NM@r&c(Abb. 13A). Hierbei zeigte
NMO 4 + hC die langsamste, NMO 1 + hC die schrelRtogression der Symptome.
Die Progression war nicht konsequent stetig, da den zweitagigen Pausen zwischen
den Injektionsphasen z. T. zu einer gewissen Ergplbzw. keiner weiteren Progre-

dienz des Erscheinungsbildes kam.

Bei Versuchsende nach 3 Wochen mit insgesamt £ktlopen lag der jeweilige Score
bei 4,5 +/- 0,2 (NMO 2 + hC), 4,8 +/- 0,5 (NMO 3h€) und 4,1 +/- 0,5 (NMO 4 +
hC). Die Versuchsgruppe NMO 1 + hC wurde bei eirtend-Score von 5,7 +/- 0,8
nach 2 Wochen (9 Injektionen) wegen starker Kraitkhgmptome etlicher Tiere aus

A) NMO-Score: Patienten-IgG + hC NMO 1 + hC
NMO 2 + hC
NMO 3 + hC
NMO 4 + hC
Kontrolle 1 + hC

Kontrolle 2 + hC

B)

oX N N NCNG©

NMO-Score [0-10]
—O—
00—
H@H —0O—
FHO-HH @@+
HO-H@H —OH-88—
OO |
H@-8—
b O
[
ul
durchschnittlicher NMO-Score [0-10]

Tage nach 1. Injektion
Abb. 13: Patienten-IgG + hC; A) Entwicklung des NMO-Scores in Tagen nach der 1. Injektion,
B) statistischer Vergleich der gemittelten Durchschnittswerte der Scores; *p<0,05, **p<0,01,
**%¥p<0,001 im Vergleich zu den Kontrollgruppen
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tierschutzrechtlichen Grinden vorzeitig beendeddn beiden Gruppen, welche Kont-
roll-IgG mit humanem Komplement erhielten, kam esliglich zu einem gering-
gradigen Anstieg des Scores auf 1,5 +/- 0,4 (Kdletrb + hC), bzw. 2,0 +/- 0,4 (Kon-
trolle 2 + hC).

Im Vergleich der Gber die Zeit gemittelten Durchsitiswerte der Scores erzielten alle
NMO-IgG-Gruppen mit 4,5 +/- 0,7 (NMO 1 + hC), 3,2 6,3 (NMO 2 + hC), 3,5 +/-
0,3 (NMO 3 + hC) und 3,4 +/- 0,5 (NMO 4 + hC) imfgkeich zu den beiden Kontroll-
gruppen mit 1,6 +/- 0.2 (Kontrolle 1 + hC), bzw98,+/- 0,13 (Kontrolle 2 + hC) stets
signifikant hohere Erkrankungsscores (Details sisbie. 13B).

3.2.2. Verhaltenstestung
3.2.2.1. Abnahme der Laufleistung im Rotarod-Test

Samtliche Versuchsgruppen wurden auf dem Rotardoer dorcierter Lokomotion ge-
testet, dabei zeigten alle mit NMO 1 - 4 + hC beledien Versuchsgruppen eine signi-
fikante Abnahme der Laufzeiten in Relation zu dams@gangstestungen (Abb. 14). So
betrug die Laufleistung nach 15 Injektion 36,1% 8/5% (NMO 2 + hC), 37,9% +/-
13,7% (NMO 3 + hC), 69,1% +/- 13,7% (NMO 4 + hCY despriinglichen Laufleis-
tung. Gruppe NMO 1 + hC wurde vorzeitig beendetgfBadung s. 3.2.1), nach 9 In-
jektion lag die Laufleistung bei 43,7% +/- 7,8% desgangswerts.

In den beiden Kontrollgruppen kam es zu keiner Zaitgrol3eren Veranderungen der
relativen Laufleistungen. Die Tiere liefen auch mdd® Injektionen noch 98,4% +/-
25,5% (Kontrolle 1 + hC), bzw. 115,1% +/- 22,0% (Kwlle 2 + hC) des Wertes der

Baseline-Testung.
3.2.2.2. Keine Schwéache der Vorderlaufe im Grip-StrengthtTes

In allen Gruppen wurde Uber den Grip-Strength-tdesHaltekraft der VVorderpfoten
gemessen (Abb. 15). Hierbei kam es weder in eimesdths- noch in einer Kontroll-

gruppe zu signifikanten Veranderungen.
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Abb. 14: Rotarod-Testung der Gruppen mit Patienten-IgG + hC, Werte in % relativ zur
Baseline-Testung (entspricht 100%): *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich zur

Baseline-Testung
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Abb. 15: Grip-Strength-Testung der Gruppen mit Patienten-IgG + hC, Werte in % relativ zur
Baseline-Testung (entspricht 100%); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich zur

Baseline-Testung
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3.2.3. Komplement-unabhangige Pathogenese auch bei PagaAgG

Wie bei den Analysen der Versuchsgruppen mit ihaladler Applikation der rAbs

(siehe 3.3.1) zeigte sich auch bei Verwendung dégeaeinigten Patientenantikorper
durch additive Applikation von humanem Komplemeeinle signifikante Exazerbation
der Symptome. So erreichte die Gruppe NMO 1 + h@reiEndwert von 5,7 +/- 0,8,

bzw. einen Durchschnittswert von 4,5 +/- 0,7, waldrehne zusatzliches Komplement
(NMO 1) ein Endwert von 5,7 +/- 0,4 und ein Durdistt von 3,8 +/- 0,4 gemessen
wurde (siehe Abb. 16).
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Abb. 16: NMO1 +/- hC; A) Klinischer Verlauf nach dem 1. Injektionstag, B) durchschnittlicher
NMO-Score iiber den Beobachtungszeitraum nach Beginn der Injektionen

3.2.4. Histologische Aufarbeitung
3.2.4.1. Intraspinale Anreicherung von intrathekal applier humanem IgG

In LVA nach Applikation von humanen IgG-Fraktionemt Antikdrpern gegen AQP4
zusammen mit Komplement zeigte sich morphologisch mtensive Farbung der wei-
fen und grauen Substanz, welche mit zunehmendetanRiszum vermuteten
Katheterende abnahm (Abb. 17).
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NMO 4 + hC

Kontrolle 1 + h(_‘.

3 s

LVA  kontralat.

Abb. 17: Anti-Human-IgG Firbung; A) - D) Versuchsgruppe NMO4 + hC, A) Ubersicht; B) An-
geschnittenes Kapselende mit hiervon ausgehend deutlicher Infiltration des Gewebes; C)
VergroBerung in Ndhe des Kapselendes mit deutlich gefarbtem dichtmaschigem Netz an
Astrozyten sowie GefiBen; D) Gegenseite mit schwécherer Farbung; E) - H) Kontrolle 1 + hC;
E) Ubersicht, F) Angeschnittenes Kapselende ohne weitergehende Farbinfiltrationen, G) kap-
selnaher Ausschnitt und D) Gegenseite zeigen kaum Reaktivitdt; VergroRerungen: 2,5-fach
(A, E, Balken: 1000 um), 10-fach (B, F, Balken: 250 um), 100-fach (C, D, G, H, Balken: 25 um)

In diesen Arealen ist die Farbintensitat in deribéenessung in der quantitativens-
wertung signifikant grof3er als in der jeweils gedgjeerliegenden weil3en Substanz.
Mittelwerte der weil3en Substabetragen 151.7 +/- 2.1 (NMO 1RC), 151,6 + 1,2
(NMO 3 + hC)und 149,0 + 1,8 (NMO 4 + hC), die Werte der LV#ind mit 162,1 +/-
3,4 (NMO 1 + h(, 166,7+- 4,0 (NMO 3 + hC) und 159,6 +/- 2(BIMO 4 + hC) statis-
tisch signifikant héherAbb. 18 A-C). DieDichtewerte der grauen Substaiegen mit
154,2 +/- 2,6 (NMQL +hC), 150,1 + 1,0 (NMO 3 + hC), 150,3 +2,4 (NMO 4 + hC)
und 153,3 +/-1,8Kontrolle 1 + hC) im Bereich der Werte der weil3en Substanz

weisen ahnliche Dichtmterschiede zu deLVA auf.
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In der Kontrollgruppe zeigen die dem Katherlumendmtbarten Areale mit einer Dich-

te von 154,5 +/- 4,0 gegenuber 150,9 +/- 1,1 inglgentberliegenden weil3en Sub-
stanz (Abb. 18 D) keine Unterschiede. Es ist anzkeme dass das Gewebe aus der
Versuchsgruppe NMO 2 + hC nicht untersucht werdamike, da es durch einmaliges

Auftauen vor der Verarbeitung histologisch nichthmeerwertbar war.
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Abb. 18: Patienten-IgG: Quantitative Auswertung der Anti-Human-IgG-Farbung; *p<0,05;
% %k
p<0,01

3.2.4.2. Reduktion von Aquaporin 4

An den oben definierten LVA mit Anreicherung vontiBaten-lgG mit hochtitrigen
Antikérpern gegen AQP4 kommt es in der AQP4-Farbmmgpiner Reduktion der im-
munreaktiven Strukturen. Wahrend in der Kontrolpgre (Kontrolle 1 + hC) sowohl in
ipsi- als auch kontralateral zur Katheterdffnung dichtes, eng verzweigtes Netz an
AQP4-positiven Fortsatzen zu beobachten ist, koesnih den LVA der Gruppen mit
NMO-IgG zu einer morphologischen Rarefizierung teitlveisen Depletion (Abb. 19).
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Abb. 19: AQP4-Farbung, Depletion der Immunreaktivitdt im Bereich der LVA, Skalierungsbal-
ken: A) 1000 um, B) 250 um, C,D) 25 um

In der quantitativen Auswertung weist aufgrider Verteilung von AQP4 im Ricn-
mark erwartungsgemal die graue gegenuber der wEilRestan:eine stet tendenziell
hohere Dichte aufDie Durchschnittswer liegen bei 102,4 +/- 1, NMO 1 + hC),
103,3 +/- 4,7 (NMO 3 HC), 99,3 +1,8 (NMO 4 + hC) und 103,6 +#4 (Kontrolle 1
+ hC) in derweil3en Substal sowie bei 107,4 +/- 2,0 (NMQ + hC),112,6 +/- 3,1
(NMO 3 + hC), 110,1 +/2,4 (NMO 4 + hC) und 123,0- 6,8 (Kontrolle 1 +hC) in de

grauen Substanz.

Die LVA zeigen gegenuber der wei3en Sanz verminderte Dichtewerte von 91,(-
4,2 (NMO 1 + hC), 85,9 - 5,9 (NMO 3 + hC) und 81,2 +8,1 (NMO 4 + hC) Abb.
20), sodass die augenscheihe Depletion von AQP4 in den LVA auch statistise-

legt werden kann.

In der Kontrollgruppe besitzen dLVA zwar ebenfalls eine leicht reduzierte Ch-
schnittsdichte von 91.622 - 9.503 gegeniiber der kontralateralen weil3en Sub:s
dies ist jedoch nichgignifikant (p = 0.212). Die statistische Aussag# insbesondere
der Kontrollgruppe istlurch eine starke Divergetder einzelnen Messewe vermin-
dert.
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Abb. 20: Quantitative Auswertung der Anti-AQP4-Farbung in den Gruppen mit Patienten-
IgG; *p<0,05; **p<0,01

3.24.3.

Aufgrund der postulierten Koexpressivitat von EAATRd AQP4 und der somit mogli-
chen Funktionsstérung dieses Glutamattransporirsldr Pathogenese der NMO er-

EAAT2-Depletion in den lasionsverdachtigen Arealen

folgten Analysen der Expression von EAATZ2 im Ruakeaink.

Bildmorphologisch zeigt sich im Bereich der lasiwesdachtigen Areale eine
Depletion von EAAT2. Diese tritt aufgrund des IaalKonzentrationsgefalles zumeist
in der weil3en Substanz auf und zeigt eine im Velgleur kontralateralen Seite redu-
zierte Immunreaktivitat (Abb. 2C, D). In Fallen mit grof3en L&sionsarealen ist anch

der allgemein viel starker gefarbten grauen Sulzs@ane deutliche Verringerung der

EAAT2-Dichte zu beobachten (exemplarisch in AbbA24u erkennen).

In der quantitativen Auswertung lasst sich diesediick objektivieren. So erreichen
die lasionsverdachtigen Areale Farbwerte von 94;12+7 gegenuber kontraleralen
105,0 +/- 2,1 (NMO 1 + hC), 103,1 +/- 1,1 und 109/51,2 (NMO 3 + hC) sowie

116,3 +/- 0,8 gegentiber 120,4 +/- 0,6 (NMO 4 + (ghe Abb. 22).
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NMO 3 + hC

kontralat
Abb. 21: Exemplarische EAAT2-Firbung (NMO 3 + hC), Skalierungsbalken: A) 1000 um; B) 250
um; C) + D) 25 um; A) Ubersicht des Riickenmarksschnitts mit deutlichem Verlust der EAAT2-
Reaktivitdt im Anschluss an das ldsionsverdéachtige Areal; B) Ausschnitt des LVA in 10-facher
VergréBerung; C) weie Substanz des LVA im Vergleich zu D) kontralateraler Seite, in LVA

deutlich reduzierte EAAT2-Farbung
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Abb. 22: Quantitative Auswertung der EAAT2-Firbung der Gruppen mit Patienten-IgG + hC;
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001
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In der Kontrollgruppe zeigen die LVA mit 108,9 €3 gegenuber 108,6 +/- 1,3 in der
kontralateralen weil3en Substanz keine signifika#ferenzen. Die Farbwerte in der
grauen Substanz liegen konsequent deutlich Gbeisten der weiRen Substanz, im
Einzelnen betragen die Mittelwerte 120,4+/- 3,5 @M+ hC), 126,4 +/- 2,5 (NMO 3 +

hC), 131,8 +/- 1,4 (NMO 4 + hC) und 129,9 +/- g&@®ntrolle 1 + hC).

Im Vergleich der Expression von EAAT2 (Abb. 21) uA@P4 (Abb. 19) im Bereich
der LVA entsteht der Eindruck, dass das Areal daA'E2-Depletion dasjenige der
AQP4-Reduktion tUberschreitet.

3.2.4.4. Analyse der Astrozyten - verminderte Dichte von GFA

In NMO-Tiermodellen wurde bei Einwirkung von NMO@gund aktiviertem Komple-
ment zumeist eine mehr oder weniger vollstandigpl®®n von Astrozyten beschrie-

ben.

Uberraschenderweise ist in den Tieren mit intradkesk Applikation von NMO-IgG

keine Depletion, sondern eine deutliche HypertrepBFAP-positiver Astrozyten im
Bereich der Katheterendigung zu beobachten. Dieb¢ zy T. deutlich Uber die LVA
hinaus, sodass in den folgenden quantitativen Bgabagen nicht nur die LVA mit der
kontralateralen weil3en Substanz verglichen wireidemn auch die den LVA benach-

bart gelegene graue Substanz mit der gegenubertiegeSeite.

Das morphologische Bild zeigt in den Lasionen hiypphe Astrozyten mit aufgequol-
lenen Somata (Abb. 23 E, G). Jedoch sind diesez@len offenbar weniger verzweigt.
Die Hintergrundfarbung, welche in der weil3en Sulisigrofdtenteils aus Querschnitten
von zur Schnittebene senkrecht verlaufenden Faar&testeht, erscheint in den Lasio-
nen oft vermindert oder fragmentiert sodass moglheieise eine reaktive Hypertrophie
einzelner Astrozyten bei gleichzeitigem Untergandeaer Astrozyten vermutet werden

kann.
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Abb. 23: Exemplarische GFAP-Farbung der Gruppe NMO 3 + hC; Skalierungsbalken: A) 1000
um; B) + C) 250 um; D) - G) 25 um; A) Ubersicht des Riickenmarkschnitts mit deutlicher Sei-
tendifferenz, Quadrate geben die Lage der Bilder B) + C) an; B) Ausschnitt aus der dem
Katheterende gegeniiberliegenden Seite mit normalem Farbebild; Rechtecke geben die Lage
der Ausschnitte D) + F) an; C) Katherernaher Ausschnitt mit deutlich hypertrophen
Astrozyten, Rechtecke geben die Lage der Bilder E) + G) an; D) kontralateral und E) ipsilateral
des Katheterende gelegene Ausschnitte der grauen Substanz mit deutlich vergroRerten, hy-
pertrophen Astrozyten mit geschwollenen Somata ipsilateral; F) kontralateral und G) LVA-
naher Ausschnitt aus der weilen Substanz, ipsilateral zeigt sich eine deutliche Hypertrophie
der Astrozytenfortsitze, eine verstarkte Farbereaktion perivaskuldr sowie eine groBere Hin-
tergrund-Farbreaktion im Vergleich zur Gegenseite.

In der quantitativerAuswertung der DichtemessunAbb. 24) weist allgemei die
graue Substanz mit16,1 +- 1,6 (NMO 1 + hC), 116,7 +/- 2,3 (NM®+ hC), 113,9 +/
2,2 (NMO 4 +hC) und 116,2 -- 1,9 (Kontrollel + hC) niedrigere Werte als dier-

respondierende weil3e nii28,0 +/- 0,9 (NMO 1 + hC), 127,5 +2;¢ (NMO 3 +hC),

128,3 +/- 1,8 (NMO 4 +h{und 124,2 + 2,5 (Kontrolle 1 + hC) auf.

In den moglchen Lasionsarealen (LVA) gegenuber der weil3en Substanz verrin-
gerte Dichtezu beobachte (NMO 1 + hC: 117,8 +/- 1,6), NM@ + hC: 121,8 - 4,1,
+/-NMO4 + hC: 118,0 +/4,9 ). Zwar findet sich in defontrollgruppe Kontroll' 1 +
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hC (116,3 +/- 3,1) ebenfalls eine Reduktion derhibd¢cwas allerdings nicht signifikant
ist (p = 0,083).
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Abb. 24: Quantitative Auswertung der GFAP-Farbung [Denstity(mean)] der Patienten-IgG;

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Da sich Verlauf und Konfiguration von Astrozytender weil3en und grauen Substanz

unterscheiden und auch Veranderungen in der graubstanz zu beobachten sind, er-

folgte eine Analyse der LVA-proximalen grauen Sahgtgegen die kontralaterale He-
misphare. In den Gruppen NMO 3 + hC (127,6 +/-B) NMO 4 + hC (127,6 +/- 3,0)
zeigen sich signifikant erhéhte Dichtewerte, walreiiese in den Gruppen NMO 1 +
hC (116,3 +/- 2,6) und Kontrolle 1 + hC (118,3 2/0) nicht zu beobachten sind. Dies
spricht fUr eine reaktive Hypertrophie der Strukturwelche nicht direkt in den LVA

liegen, sondern an diese angrenzen.
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3.2.4.5. Auswertung der GFAP-Expression - Anzahl an Astrezyt

Zusatzlich zur Dichtebestimmung wurden auch dieAaisozyten definierten Struktu-
ren pro AOI gezahlt (Abb. 25). Die Durchschnittstedoetragen 58,9 +/- 2,0 (NMO 1 +
hC), 74,3+/- 1,4 (NMO 3 + hC), 72,0 +/- 4,5 (NMO-AC) und 79,6 +/- 3,6 (Kontrolle
1 + hC) in der weil3en Substanz, bzw. 34,0 +/- B© 1 + hC), 30,3 +/- 1,7 (NMO 3
+ hC), 33,3 +/- 3,8 (NMO 4 + hC) und 27,6 +/- 2Kkbfitrolle 1 +hC) in der grauen
Substanz. Die LVA aller Patientengruppen weisenMargleich zur kontralateralen
weilden Substanz jeweils eine tendenziell héhereoAgtenzahl [71,0 +/- 15,0 (NMO 1
+ hC), 84,7 +/- 8,7 (NMO 3 + hC) und 81,2 +/- 8NdMO 4 + hC)] auf, wahrend in der
Kontrollgruppe mit 60,2 +/- 6,2 (Kontrolle 1 + hGignifikant weniger Astrozyten ge-
zahlt werden. In der grauen Substanz zeigt ledidi®O 3 + hC mit 45,5 +/- 4,8 signi-
fikant mehr GFAP-postive Astrozyten. In den Ubrigéruppen liegen die Werte im
Bereich der kontralateralen grauen Substanz. (#2,18,0 fir NMO 1 + hC. 29,8 +/-
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Abb. 25: Applikation von Patienten-IgG, Anzahl an GFAP-reaktiven Astrozyten pro Standard-
AOI; es sind nur die im Sinne der Fragestellung relevanten statistisch signifikanten Unter-
schiede markiert, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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4,9 fur NMO4 + hC und 27,0 - 3,1 fur Kontrolle 1 + hC).

Da in diese Z&hlung nur Strukturen mit einer Mingdei3e von 25 p? eingegangen
sind, weden hier hauptséachlich groéfiere Astrozyten erfiFolglich kann das Ergebn
als Hinweis flr eine Hypertrophie gewisser Gl-positiver Astrozyten oder auf eil
generelle Vermehrung der Astrozyten in den mdghchésionsarealen gewertet r-
den. Einige Schnitte ween eine derart starke lokale Hypertro auf, dass davon s-
zugehen ist, dass mehrere Astrozyten in der Auswgnniteinander zu groReren k-
turen verschmolzen sind und somit nui eine Struktur gezéhlt werdennnten. Somit
durfte die tatsachliche Zahl in den LVA noch etwéser liegen is in den vorliegende

Graphen abgebildet.

3.2.4.6. Qualitative Auswertung der Komplementfarbun

Um das Ausmald der Aktivieru des applizierten Komplements zu beurteilen, wul

die Ruckenmarksschnitgeegen de finalenmembranangreifenden Komplex gefé

In der C9-ned-arbung, welche den aktiven lytischen Koex nachweis, kann teilwei-
se eine leichtgradigeom Katheterende ausgehende diffuse Farbung deteRimarks
beobachtet werden (AbBGA). Stellenweisescheint die Immunreaktivitat perivasku
betont zu sein.nisgesamt zeigt sich entgegen Erwartungen und Vorbefunn aus
Autopsiestudien und anderen Tiermodellen keinesty@ und ausgedehnte Aktivier.
von Komplement im Gewebe. Hieraus kann gesisen werden, dass das verwen(

x> L —

A

A)

NMO 1+ hC

LVA ‘kontralat
Abb. 26: Komplementfirbung C9neo am Beispiel von NMO1 + hC; Skalierungsbalken A) 1000
um, B) 250 um, C), D) 50 um; A) Ubersicht des Riickenmarkschnitts mit geringgradiger Infilt-
ration des Gewebes ausgehend vom Katheterende, B) Ausschnitt aus A) mit Anschnitt des
Katheterendes, C) Katheter-nahe Region zeigt im Vergleich zu D) der kontralateralen Seite

eine starkere Farbreaktion mit perivaskuldrer Anlagerung [zentral in C)].



Komplement nicht aktivierbar ist, dass die injigger Antikdrper nach Bindung an d
Epitop kein Komplement aktivieren kdnnen od@ss in diesem Tiermodell die -
injizierten Komplementfaktoren nicht ausreichendhktivel Form an den Ort der Ai-

korperbindung gelangen konn
3.24.7. Geringelokale Infiltration von ED1postiven Makrophage

In den Gruppen mit Karjektion von NMC-IgG und humaem Komplement zeigt sic
von den Katheterenden ausgehend eine InfiltratemextraspinalerGewebes mit ELC-
positivenaktivierten Makrophageund viel geringer ausgepragt in manchen Fallen
intramedullar (Abb. 2) Dies¢ Strukturen treten besonders in darA auf, sind jedoch
in seltenen Falleauch in entfernteren Arealen der Rickenmarkssehnittbeobachtel
allerdings bei weitemnicht in dem Ausmaf}, wie es nach deublizierten

Autopsiefallen mit Kkmplemer-induzierter Gewebsschadigung zu erwarten gewe

ware.
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Abb. 27: ED1-Firbung am Beispiel NMO1 + hC; Skalierungsbalken: A) 1000 um, B) 250 um, C)
+ D) 25 um; A) Ubersicht des Riickenmarkschnitts mit Firbung v.a. nahe des Katheterendes,
B) Ausschnitt mit Teil des Katheterendes, C) Katheternaher Ausschnitt der weiBen Substanz
in 100-facher VergroBerung, D) kontralaterale Seite, v. a. in den LVA zeigen sich etliche auf-
getriebene, sternformige Strukturen, die in deutlich kleinerem AusmaB auch auf der Gegen-
iberliegenden Seite [zentral in D)] zu sehen sind.
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3.3. Auswertung der Gruppen mit rekombinanten Antikdrpern
3.3.1NMO-Score
3.3.1.1. Progrediente Erkrankungszeichen durchA%8

Wurde der rekombinante Antikorper rAff* ohne humanes Komplement appliziert, so
verschlechterte sich der klinische Zustand der M#drstiere progredient im Versuchs-
verlauf. Nach 13 Injektionen lag der End-Score48i+/- 0,8, wahrend der Kontrollan-
tikorper rAB"°"l nyr unspezifische Reaktionen bei einem End-ScoreOy1 +/- 0,3
verursachte (Abb. 28). Der durchschnittliche NM@®cbetrug 3,3 +/- 0,4 und war
statistisch signifikant groRer als der Durchsckmtrt der Kontrollgruppe mit 0.8 +/-
0.3 (rA°""®) (Apb. 28 B).

3.3.1.2. Konzentrationsabhangigkeit der durch f&B*induzierten Symptome

Hierbei korrelierte die Starke der Betroffenheit déere mit der Konzentration der ap-
plizierten Antikérper. So lag bei der auf 50% reiguen Konzentration von rAB™
[0,5mg/ml] der End-Score bei 2,4 +/- 0,7. Diesedtore ist signifikant geringer als
die Erkrankungssymptomatik in der Gruppe mit dertil&irperkonzentration von
1mg/ml. Der tatsachliche Unterschied ist noch etgré8er als er durch die Zahlenwer-
te zum Ausdruck kommt, da in der Gruppe 88 [1mg/ml] der Versuch aufgrund der
Beschwerdesymptomatik nach 13 Injektion beended&remusste, wahrend in der
Vergleichsgruppe mit der niedrigeren Konzentrati@n tiblichen 15 Injektionen erfolg-
ten. In der absolut den Krankheitsverlauf eher nsot&itzenden, aber statistisch robus-
teren Auswertung des Mittelwerts ist mit 1,9 +/4 @in signifikanter Unterschied ge-

genuber der héheren Konzentration festzustellet (2B C).
3.3.1.3. Erkrankungszeichen nicht direkt Komplement-abhangig

In der vergleichenden Auswertung zeigt sich, dads & diesem Modell keine klare
Komplementbeteiligung nachweisen lasst. Zwar liegeder Gruppe mit zusatzlicher
Injektion von aktivem humanen Komplement (FRB* + hC) sowohl der End-Score
(5,9 +/- 0,4) als auch der Durchschnittsscore f4;10,4) nominell Gber den Werten der
Gruppe rAB?™ ohne Komplement (4,2 +/- 0,8, bzw. 3,3 +/- 0,4¢sdst jedoch nicht
als statistisch signifikant anzusehen (Abb. 28 A, B
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Zur weiteren Abklarung der Rolle von Komplementnstalariber hinaus derselbe re-
kombinante Antikdrper mit einer Punktmutation igTreil zur Verfigung, welche die
Komplement-Aktivierung verhindert. Auch in dieseerguchsgruppe (rAFP4-"on-comy
entwickelten die Tiere eine klinische Symptomafike Starke der Auspragung war
signifikant gréRer als in der Kontrollgruppe '&B™"*, vergleichbar mit den Tieren der
Gruppe rAb®*[0,5 mg/ml] (Abb. 28 C), so wurden ein End-Scoom 2,9 +/- 0,4 und
ein Durchschnittswert von 1,9 +/- 0,1 gemessengdsamt ist die Auspragung aller-
dings niedriger als bei jenen Tieren, die die agj@nte Dosis an nicht mutiertem Anti-
korper rAB "4 erhalten hatten (Abb. 28 C).

In einer weiteren Kontrollgruppe wurde der mutiedaikdrper zusammen mit zusatz-
lich appliziertem humanem Komplement untersuchb{f&*-"°"-°°"P4. hC). Hier lagen
der finale Score bei 2,4 +/- 0,6 und der Durchdthoai 2,0 +/ 0,4 in der gleichen Gro6-
Benordnung wie ohne zusatzliche Injektion von Kanmnt, woraus geschlossen wer-
den kann, dass durch die Mutation tatsachlich kdirex messbare Komplement-
Aktivierung erfolgt und dass Komplement-unabhangigankheitsmechanismen vor-
liegen (Abb. 28 C).

Der Kontrollantikérper zusammen mit humanem Kompmam(rAd©"e"®! + hC) lag
mit einem finalen Score von 0,7 +/- 0,5 und eineandbschnittswert von 0,7 +/- 0,2 im
Bereich der Gruppe ohne Komplement und signifikamer den Gruppen mit AQP4-
reaktiven Antikorpern (Abb. 28 A, B).
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Abb. 28: NMO-Score nach Injektion der rekombinanten Antikorper: A) Klinischer Verlauf
nach der 1. Injektion; B), C) statistische Auswertung der Mittelwerte liber den gesamten
Injektionszeitraum; B) signifikant vermehrte Symptome nach Injektion von rAb*®** und
rAb"®* + hC gegeniiber rAb*°™™°"! und rAb*°™™"! 4+ hC, keine signifikanten Unterschiede
zwischen Gruppen mit und ohne hC; C) Applikation von rAb"®* [1 mg/mI] bewirkt signifikant
mehr Symptome als auf 50% reduzierte Konzentration des IgG. AQP4-spezifische Antikorper
mit mutiertem Fc-Teil haben unabhangig von zusatzlicher Komplementgabe signifikant gro-
Bere Effekte im Vergleich zu Kontrollen, zeigen allerdings verminderte Effekte im Vergleich
zu unveranderten rAbs gegen AQP4; Sterne geben farbkodiert Signifikanzniveaus an
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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3.3.2Verhaltenstestung
3.3.2.1. Korrespondierende Verschlechterung der Laufleistung

In allen Gruppen mit Applikation von Antikdrpernggn AQP4 kam es zu einer signi-
fikanten Reduktion der relativen Laufleistungeneaurforcierter Lokomotion. So kamen
die Tiere in der letzten Testung nach insgesamipz®.10) intrathekalen Injektionen
nur noch auf 35,7% +/- 13,0 % (A% [1 mg/ml]), 39,7% +/- 19,7% (rA¥¥"*[0,5
mg/ml], 30,2% +/- 8,2% (rAfR™ + hC), 43,3% +/- 13,4% (rAR™*-"on-comy' 7y,
40,9% +/- 9,2% (rABRP*-"on-comPl. Ky wahrend die Kontrollgruppen zum selben Zeit-
punkt noch 103,5% +/- 12,6% (rAB""*Y) bzw. 98, 4% +/- 25,5% (rAB"™" '+ hC)
und 78,0% +/- 19,9% (rAB""®2 + hC) des Werts der Baseline-Testung erreichten.

7] baseline
M  5Inj
B .
A tAbA%®4 [1 mg/mi] ) A" 05 mgmy) B 10nj
[] 15Inj
*
*
Kok *
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15
C) rAb AQP4_non_compl D) rAb Kontrolle 1
mmmmn;
[T
*
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15
E) rAb AQP4 +hC F) rAb AQP4_non_compI+ hC
)
[T ——— %
PR ok
*%
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15
G) rAb Kontrolle 1 +hC H) rAb Kontrolle2 +hC
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15

Zeit auf Rotarod[%]
Abb. 29: Relative Laufleistung der Versuchsgruppen mit rekombinanten Antikorpern; alle
Angaben relativ zum Durchschnitt der Baseline-Werte (100%), *p<0,05; **p<0,05
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3.3.2.2. Keine Defizite der Vorderpfoten im GST

Es zeigten sich im Versuchsverlauf keine Auffalédkn bei der Testung der Kraft in
den Vorderpfoten mittels Grip-Strengh-Testung. $trdg die Kraft nach 15 (bzw. 10)
Injektionen noch 84,5% +/- 18,9% (rA#*[1 mg/ml], 85,1% +/- 13,3 % (rAK¥"*[0,5
mg/ml], 100,5% +/- 8,5% (rAl"™ +hC), 104,0% +/- 5,6% (rAlF*-"o"-comPly K(),
115,1% +/- 8,8% (rABRP4-"o"—<o™ bz 106,0% +/- 12,6% (rAB™°"Y, 102,9% +/-
7,3% (rAg°"e + hC) und 117,1% +/- 14,7% (rA%"""*2 + hC) der vor Injektionsbe-
ginn gemessenen Werte. Dies ist konkordant mitadeunehmenden Lokalisation der
Lasionen im Ruckenmark unterhalb des zerviko-thalexk Niveaus in Hohe der

Katheterendigung.

3.3.3. Histologische Auswertung
3.3.3.1. Geringe Anzahl an LVA in der Anti-Human-IgG-Féarbung

Wie in 3.1.3 (vgl. auch Abb. 11) beschrieben, zeig&ch in der Anti-Human-IgG-
Auswertung insbesondere der Gruppen mit rekombémaiintikdrpern und Komple-
ment nur sehr wenige Strukturen, welche als "l&sierdachtig" einzuschétzen sind und
somit selektiv weiter untersucht werden konnteB.(zAb*?™* + hC, rAg™ el 4 he;
rApAQP-oN_comply g pAQP-_non_comply K je n = 1). Auch weiter kranial oder kaudal
geschnittene Gewebeproben weisen diese Struktichhauf. Deswegen muss die his-
tologische Analyse diesbeziiglich vorsichtig intetgrt werden, Aussagen uber signi-
fikante Unterschiede kdnnen nicht getroffen werdafolgedessen erfolgt bei diesen
Beispielen auch nur die Darstellung der Ergebntssequantitativen Auswertung der
histologischen Farbungen ohne statistische Analyskeaufgrund der geringen Fallzahl
mit wenig Aussagekraft. Soweit mit diesen Einschuingen beurteilbar, sind die mor-
phologischen Befunde vergleichbar mit den in 3gh#iand der mit Patienten-IgG be-

handelten Gruppen beschriebenen Lasionsmustern.
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Abb. 30: Darstellung der anti-Human-lgG-Fiarbung der Gruppen mit rekombinanten
Antikérpern; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

3.3.3.2. Reduktion von Aquaporin 4

Infolgedessen besitzen auch die Ergebnisse der AGQ@H3ung in der Gruppenauswer-
tung nur geringe Aussagekraft. In Einzelbeispiet¢mllerdings klar eine Reduktion der
AQP4-Expression auszumachen, die Tendenz einer Algpfetion zeichnet sich in
allen Gruppen ab. Die Werte der LVA im Vergleichr korrespondierenden weif3en
Substanz sind mit 91,8 +/- 3,7 vs. 103,9 +/- 3&b{*™ [1mg/ml]), 95,6 +/- 15,5 vs.
108, 1 +/- 5,5 (rAB%™*[0,5mg/ml]), 76,8 vs 103,8 +/- 3,1(rAB™ + hC), 96,1 vs. 106,1
+- 3,6 (rAHQP4-noncomyl ynd 89,0 vs. 101,2 +/- 2,9 (rAB*-""-°MPl hC) nominell
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deutlich reduziert (Abb. 31), besitzen aber aufgrdar geringen Anzahl an LVA keine
statistisch relevante Aussagekraft. In den Korgralppen zeigen sich mit 98,8 +/- 10,3
vs. 102,3 +/- 3,7 (rA"™®Y 91 4 vs. 100,8 +/- 1,7 (ARt + hC) bzw. 89,3 +/-
1,4 vs. 101,5 +/- 3,7 (rAB"™"®2 + hC) im Seitenvergleich vergleichbare Werte.
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Abb. 31: Quantitative Auswertung der Aquaporin 4-Farbung der Gruppen mit rekombinan-
ten Antikopern, *p<0,05; **p<0,01

3.3.3.3. Auswertung der EAAT2-Farbung

Die graue Substanz der Schnitte ist starker gefidbtlie weil3e Substanz (Abb. 32).
Die LVA zeigen bei geringer Stichprobenanzahl im @ruppen rAB%"* [1mg/ml] mit
97,5 +/- 2,8 und rAfR* + hC mit 102,9 signifikant reduzierte, in den gler Gruppen
mit 102,7 +/- 2,7 (rAB°"* [0,5mg/ml]), 104,4 +/- 4,9 (rAlR™*-""<>™' ynd 110,2
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(rApAQPA-foncompl Ky graduell reduzierte EAAT2-Dichtewerte, waktatie LVA in
den Kontrollgruppen mit 106,6 (rAB""*Y, 118,2 +/- 1,1 (rAE°™"® ! + hC) +/- und

112,4 +/- 4,3 (rAB°"®2 + hC) keine signifikanten Differenzen zur weierbSanz
aufweisen.

Im Vergleich der Gruppen untereinander ist aufjdltiass bei identischer Farbereihe
und gleichen Aufnahmeparametern in der Gruppe't&b+ hC im Vergleich zu der
Kontrollgruppe rAB°"™e: + hC (p<0,05) bzw. rAl#™* gegenuiber rAf"™ee! (p=

0,063) eine generell reduzierte Immunreaktivitdhgsesen werden kann.
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Abb. 32: Quantitative Auswertung der EAAT2-Farbung der Gruppen mit rekombinanten
Antikérpern; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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3.3.3.4. Auswertung der GFAP-Farbungen

In der GFAP-Farbung zeigt sich stets eine geriniyizeerte Dichte in der LVA gegen-
uber der kontralateralen wei3en Substanz. So leztrdig Werte (jeweils LVA vs. wei-
Re Substanz) 122,1 vs. 125,0 +/- 2,3 (tAB [1mg/ml]), 117,1 +/- 4,2 vs. 124,9 +/- 1,1
(rAb"*P4[0,5mg/ml]) 107,4 +/- 5,3 vs. 122,1 +/- 3,0 (f&*+ hC), 118,4 vs. 125,8 +/-
1,7 (rARQPA-noncom§l yng 1114 +/- 5,7 vs. 121,4 +/- 3,2 (fRH*-""-°"Pk hC) wah-
rend in den Kontrollgruppen mit 132,0 +/- 1,0 v860 +/- 2,5 (rA5°"""®Y 1304 vs.
130,6 +/- 1,3 (rAB°™®1 + hC) und 122,6 +/- 2,4 vs. 123,7 +/- 2,7 (FRB"*2 + hC)
vergleichbare Werte zu beobachten sind. Interessaeise zeigen die der LVA an-

grenzenden Bereiche der grauen Substanz gegenéibérbdigen Regionen der grauen
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Abb. 33: Statistische Auswertung [Density(mean)] der Dichte der GFAP-Firbung der Gruppen
mit rekombinanten Antikérpern; *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001
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Substanz mit 130,4 (vs. 115,8 +/- 2,1, fRB' [1mg/ml]), 124,9 +/- 4,5 (vs. 120,2 +/-
2,0, rAE*?"4 [0,5mg/ml]), 129,2 +/- 2,9 (vs. 112,0+/-2,9, ¥AB* + hC), 133,0 (vs.
117,2 +/-1,5 rABRPA-"ONCOMYl ynd 117,6 +/- 5,7 (vs. 112,6 +/-2,4, fRH*-"on-compl,
hC) eine deutliche Erh6hung der GFAP-ReaktivitAbl. 33A - E). In den Kontroll-
gruppen (Abb. 33 F - H) ist diese Tendenz nichbeabachten, jedoch muss erneut auf
die eingeschrankte Zahl an Schnitten mit auswestbdr’'VA und die somit einge-
schrankte Beurteilbarkeit hingewiesen werden.

Bei der Auswertung der Anzahl der Astrozyten fandieh in allen Gruppen keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen der LVA und derré&spondierenden weil3en Sub-
stanz (Abb. 34). In der grauen Substanz zeigt sredr in den an die LVA angrenzen-
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Abb. 34: Auswertung GFAP-Firbung der Gruppen mit rekombinanten Antikdrpern, Anzahl
der GFAP-reaktiven Strukturen pro Standard-AOIl (62 um?). Es sind nur fiir die Fragestellung
relevante Signifikanzen gekennzeichnet, *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001

65



den Arealen in den Gruppen rA*[0,5mg/ml] (33,0 +/- 8,7 vs. 26,2 +/- 2,0) und
rApAQP4-non_compl7g g ys. 30,2 +/- 4,0) eine im Vergleich zu denrdischnittswerten in
der grauen Substanz erhdhte Anzahl an GFAP-posiBtaikturen, eine ahnliche Ten-
denz lasst sich jedoch auch in der Kontrollgruphigtt"™"e! (63,7 +/- 10,2 vs. 32,1 +/-
2,7) beobachten, wahrend andere NMO-Gruppen diesdehz nicht zeigen. Daher ist
diese Beobachtung sehr inkonstant und eher deednggn Anzahl an auswertbaren
LVA geschuldet.

In der Zusammenschau ist jedoch sicher festzustalless keine der Gruppen eine mas-
sive Destruktion an GFAP-positiven Astrozyten zejigliie es in anderen Modellen
nach Applikation von Antikérpern gegen AQP4 und Kbement beschrieben wird und

in diesen Gruppen auch hier zu erwarten geweses. war

3.3.3.5. Auswertung der Doppelfluoreszenz-Farbungen

Zur genaueren Lokalisation der AQP4- und EAAT2-Reidu wurden jeweils Doppel-
fluoreszenzfarbungen gemeinsam mit GFAP angefdpigh. 35 und Abb. 36).

Hierbei zeigt sich in den kontralateralen, nichtrdéenen Arealen (Abb. 35 C, E) eine
klare Kolokalisation von AQP4 mit GFAP. In den LM#ahe dem Katheterende zeigt
sich wie auch in den immunhistochemischen Farburganselektiver Verlust von
AQP4 bei erhaltener, z. T. sogar reaktiv verstaraieAP-Expression (Abb. 35 B, D).

EAAT?2 ist in nicht-affizierten Bereichen ebenfattést GFAP kolokalisiert (Abb. 36C,
E). Im Bereich der LVA ist hier auch wie beschrielmne hochgradige Depletion bei

erhaltenen astrozytaren Strukturen auffallig (AR®B, D).

Interessanterweise erscheint die Flache, welcheneMerlust an EAAT2 aufweist
(exemplarisch in Abb. 36 A) deutlich ausgedehniercie Areale, in welchen eine
Depletion der AQP4-Reaktivitdt zu beobachten isefeplarisch Abb. 35 A). Diese
Beobachtung widerspricht der bisherigen Annahmergaiméren Internalisierung von
AQP4/EAAT2-Komplexen und konnte Hinweis auf eindirkére Beteiligung des
EAAT2-Kanals und der hiermit verbundenen Theorie G&utamatexzitotoxizitat im

Rahmen der Pathogenese der NMO sein.
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Abb. 35: Doppelfluoreszenz AQP4 (rot) + GFAP (griin) der Gruppe rAb*®* + hC, A) Ubersicht
im Bereich der LVA mit deutlicher Depletion von AQP4 bei erhaltenem GFAP, B) LVA Aus-
schnitt aus A), C) reprds. Ausschnitt der kontralat. Seite, D), E) Ausschnitte aus B, bzw. C);
Skalierungsbalken A) 250 um (10-fach), B) + C): 100 um (20-fach), D) + E): 50 um (63-fach)

EAAT2 +

Abb. 36: Gruppe rAb*® + hC; EAAT2 (rot) + GFAP (griin); A) Ubersicht LVA mit deutlicher
EAAT2-Deletion, B) LVA Ausschnitt aus A), C) reprasentativer kontralateraler Ausschnitt, D) +
E) reprdsentative Ausschnitte aus B) + C); Skalierungbalken A): 250 um (10-fach), B) + C): 100
um (20-fach), D) + E): 50 um (63-fach)
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3.3.3.6. Komplementablagerung und Zellinfiltrati

In der C9ned-arbung weien die Gruppen mit Applikation vorekombinanten Aii-
korpern zusammen miumanem Komplemeiparallel zu den Experimenten mit NM
IgG (siehe 3.2.4.6) einmur leichtgradig, vom Katheterende ausgehe Anfarbung der
Ruckenmarksschnitte avAlgb. 37 A, B). Diese unterscheidet sioltht wesentlichvon

der unspezifischeRarbreaktio der Gruppen ohne Komplement (Ald3.C, D).

In der ED1-Farbungst hiel in den LVA eine geringtokale Infiltration an aktiven Vk-

rophagen mit vereinzelten E-positiven Makrophagen zu erkennembei ebenfalls
vereinzelte Makrophagetisseminiel im Gewebe zu beobachten si(gbb. 37 E, F).
Die Gruppen ohne Applikation von Komment zeign keine Makrophageninfiltratic
(Abb. 37G, H).

In der Zusammenfassung lasst sich feststellen, die Tiere mit Applikation vor
rAb"*"* zwar weniger LVA zeige, diesejedoch dieselben Charakteristika weist,
wie bei Tier@ nach Injektion von aufgereinigtc Patientenmmunoglobulir zusammen

mit humanem Komplemei(vgl. Beschreibung in 3.2.4.6 und 3.2.4.7).

rAb**" +hC

_‘ ” rAprer

EDI

Abb. 37: C9neo (A - D) und ED1-Firbung (E - H) von rAb*®** mit (links) und ohne Komplement
(rechts); Skalierungsbalken: A), C), E), G): 500 um (2,5-fach); B), D), F), H): 250 um (10-fach);
jeweils Ausschnitt der LVA aus A), C), E), G).
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3.4.Intrazerebrale Injektion von IgG mit aktivem Komple ment
3.4.1. Klinische Beobachtung

Wie oben erwéhnt, konnte nach Koinjektion von Aadtpern gegen AQP4 und aktivem
humanem Komplement Uberraschenderweise nur eiobtdeadige intraspinale Akti-

vierung von Komplement im Bereich des gebunden&s Idetektiert werden. Um die
Frage zu klaren, ob das aufgereinigte Patiententig die verwendete Komplement-
fraktion prinzipiell fahig sind, zusammen terminalgsekomplexe zu bilden, wurde ein
Kontrollexperiment mit direkter intrazerebralerdkjion der IgG-Praparationen und der
Komplementfraktion durchgefuhrt. Hierzu wurden daeren das Kontroll-lgG Kon-

trolle 1, das Patienten-IgG NMO 2 sowie diesellgB-Fraktionen zusammen mit dem

humanen Komplement direkt intrazerebral injizisiebe Methoden).

Die Tiere hatten ein Ausgangsgewicht von 173,4-@;# g. Bei denjenigen Tieren, die
im Laufe einer Woche 3 Injektionen erhielten, zeigich ein geringer, nicht gruppen-
spezifischer Gewichtsverlust auf ein finales Gewiain 159,7 g +/- 3,6 g. Dies durfte
grof3tenteils auf den durch die 3-malige Operatiagnbegleitender Narkose verursach-
ten Stress zurickzufuhren sein. In der klinischeariilung traten keine héhergradigen
Auffalligkeiten auf, schon seit der ersten Injektiovar in den Gruppen NMO 2 und
NMO 2 + hC eine leichte Schwéche des Schwanzes {Eédte 1 - 2) sowie bei einem
einzelnen Tier ein leicht ataktischer Gang (EAN+8c® - 3) zu beobachten, ohne dass
es im weiteren Verlauf zu einer deutlichen Progogsder Symptome kam. Die Kont-

rolltiere waren ohne Auffalligkeiten.

3.4.2. Histologische Auswertung
3.4.2.1. Ablagerungen von human-lgG an den Injektionsstellen

Analog zu den Katheterversuchen kénnen lasionsehtidge Areale durch die Anti-
Human-lgG-Farbung identifiziert werden. Am vermatetinjektionspunkt zeigt sich
eine sehr starke Immunreaktivitdt gegen humanesuimgiobulin, davon ausgehend
findet sich in abnehmender Intensitat eine grolftge Infiltration der gesamten Hemi-
sphare (Abb. 38B). Kontralateral ist keine erhdRéaktivitat vorhanden.
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Gegenseite Injektionsseite

Lision

G

Anti-Human

AQP4

GFAP

Abb. 38: Intrazerebrale Injektion von NMO2 + hC (1 x Injektion), Gegenseite (A, D, G, J) und
Injektionsseite (B, E, H, K) im Vergleich (2,5-fache VergroBerung, Skalierungsbalken je 500
um), Quadrate markieren Aufnahmeort der Lasion (C, F, I, L, je 10-fache VergroBerung, Bal-
ken je 200 um)
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Die Ratten mit 3-maliger Injektion hatten aufgrusel Gesamtmenge z. T. etwas stér-
kere und weiter verbreitete Farbinfiltrationen pee Schnitte, bei welchen nach der

ersten Injektion die Gewebeentnahme erfolgte.

3.4.2.2. Depletion von AQP4 und GFAP in Bereichen ausgepragomple-

mentaktivierung

In Versuchstieren mit intrazerebraler ApplikatioonvNMO-IgG und additiver Gabe
von humanem Komplement zeigt sich um den in der HBd Anti-Human-1gG-
Farbung identifizierten Injektionsort eine starkakdle Immunreaktion gegen C5b-9
(Abb. 38J - L).

An diesen Stellen (Abb. 3&, F) wird eine vollstandige Depletion der AQP4-
Immunoreaktivitat beobachtet. Die Gro3e der Lasiasedabei auf die Orte der starks-
ten IgG-, sowie und C5b-9-Immunreaktivitat bescktabngleich zu den Befunden mit
intrathekaler Injektion mit spinalen Kathetern kotres in diesem Modell an den Lasi-
onsorten zu einem deutlichen Verlust an GFAP-pasitiAstrozyten. In der Kontroll-

gruppe zeigen sich um den Injektionsort keine Aliffigeiten.

Das Experiment mit intrazerebraler Injektion zedgss sowohl das verwendete NMO-
IgG als auch das verwendete humane Komplementrihafge ist, die in der Literatur
vorbeschriebenen Lasionen hervorzurufen. Somit klamaus geschlossen werden, dass
das hier untersuchte Modell mit repetitiver inteltaler Applikation von IgG zusam-
men mit humanem Komplement methodisch nicht fir Amalyse Komplement-

vermittelter Prozesse im Ruckenmark geeignet sthein
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4. DISKUSSION

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von NMO-IgG umekombinanten Antikoérpern
gegen AQP4 sowie die Auswirkung von additivem huemarKomplement in einem
intrathekalen passiv-Transfer-Modell der Ratte suteht. Es konnte gezeigt werden,
dass eine kontinuierliche Applikation von AntikOrpezu progredienten motorischen
Symptomen fuhrt. Es fanden sich Hinweise auf eimenglement-unabhangige Patho-
genese, welche histologisch durch eine Hypertro@ié&\P-positiver Astrozyten und
eine simultane Reduktion an Aquaporin 4 und EAAERennzeichnet war. Der Nach-
weis einer zusatzlich pathophysiologisch relevarRelie von humanem Komplement
konnte in diesem Tiermodell mit repetitiver intrakialer Applikation nicht erbracht
werden. In einem separaten Versuchsteil wurde dieits bekannte additive zytotoxi-
sche Wirkung von aktiviertem Komplement nach Binglwon anti-AQP4-Antikdrpern

im Gewebe nach direkter intraparenchymaler Injekbestatigt.
4.2.Beurteilung des klinischen NMO-Scores und der Verhigenstestungen

Die Entdeckung von spezifischen, gegen Aquaporgedchteten Autoantikérpern bei
Patienten mit Neuromyelitis optica (Lennon et 2004; Lennon et al., 2005) sowie der
Nachweis ihrer Beteiligung bei der Entstehung NM@itcher L&asionen in vitro
(Zhang et al., 2011; Hinson et al., 2012) und wovBennett et al., 2009; Bradl et al.,
2009; Kinoshita et al., 2009; Saadoun et al., 2(R#telade et al., 2011) hat die Ein-
ordnung der Neuromyelitis optica als eigene Krartkbkatitdt ermoglicht. Die bisher
etablierten Tiermodelle beruhen jedoch entwederesn#r Exazerbation vorbestehen-
der, unphysiologischer Inflammation bei EAE (Benrattal., 2009; Bradl et al., 2009;
Kinoshita et al., 2009) oder weisen bei systemisépplikation Limitationen bei der
Uberwindung der BHS auf (Kalluri et al., 2011; Rat et al., 2011). Das Tiermodell
durch einmalige intrazerebrale Injektion hat derciNeil, dass nicht das bei der NMO
vorwiegend betroffene Ruckenmark analysiert windd @s erlaubt keine Beurteilung
im zeitlichen Verlauf oder eine Evaluation der kfteedurch Verhaltensbeobachtungen
(Saadoun et al., 2010; Ratelade et al., 2012).
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Das in dieser Arbeit verwendete Modell mit repedti intrathekaler Applikation, wel-
ches zuvor schon bei anderen neurologischen Autamenkrankungen mit
Zielepitopen im zentralen Nervensystem angewendetlev(Geis et al., 2010; Geis et
al., 2011; Geis et al., 2012), erméglichte zum eisme Uberwindung der BHS ohne
maogliche Interferenz durch eine generalisierte &miizingsreaktion, zum anderen kann
mit diesem Tiermodell die Wirkung der appliziert@ntikorper tber einen langeren

zeitlichen Verlauf beurteilt werden.

Sowohl durch Applikation von aufgereinigtem PatemtgG als auch von rekombinan-

ten AQP4-Antikorpern konnten klinische Symptomeuiniért werden, welche ausge-

hend von einer milden Gangunsicherheit und Schwédeke&schwanzes der Versuchstie
re z. T. bis zu einer Paraparese der hinteren Extigen voranschritten und somit den
klinischen Befunden einer Querschnittsmyelitis dteme Dabei war diese Verschlechte-
rung in allen Versuchsgruppen signifikant gro3er ial den entsprechenden Kontroll-
gruppen und das Fortschreiten progredient mit Phgeegnger Erholung an den injekti-

onsfreien Tagen.

Die durch den NMO-Score veranschaulichte Progrediem Symptome wird durch die
Ergebnisse der Rotarod-Testung bestétigt. Untenidder Lokomotion erreichten zu
Versuchsende sowohl die Gruppen mit Patienten-igE8@1-4) als auch die verschie-
denen Gruppen mit rekombinanten Antikdrpern geg@®A weniger als 50% des Aus-
gangswertes, wahrend die Kontrollgruppen auf dewe&li der Ausgangsleistungen
blieben. Aufgrund der lumbalen Lage des Katheteasew die Ergebnisse des Grip-
Strength-Tests ohne Kraftverlust der Vorderpfotenerwarten und entsprachen der

spinalen Pathogenese mit lumbalem Schwerpunktsiidselells.

Durch die Verwendung von rekombinanten, spezifigegen Epitope von AQP4 ge-
richteten Antikdrpern konnte die Spezifitdt der ikdtper-Wirkung belegt werden.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Symptome, sowohl irmblick auf den Schweregrad als
auch auf den Zeitverlauf, ist anzunehmen, dass @@&hden polyklonalen IgG-

Fraktionen aus NMO-Patienten-Plasmapheresematiediochtitrig vorhandenen An-
tikbrper gegen AQP4 flr die Entstehung der charatischen Symptome verantwort-
lich sind.
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Obwonhl klinische Studien eine mogliche Korrelatiowischen AQP4-Titer und dem
Schweregrad der Erkrankung gezeigt haben (Takaleasti, 2007; Jarius et al., 2008)
und die therapeutischen Ansatze der PlasmaphedeseRituximab auf eine Reduktion
des Immunoglobulinspiegels abzielen, wurde biskédiglich in vitro nachgewiesen,
dass NMO-IgG konzentrationsabhangig an AQP4 binddtEffektorfunktionen austbt
(Ratelade et al., 2011). Die Beobachtung, dasssenem Modell die um 50% reduzier-
te Konzentration von rAt?™ im Vergleich zur vollen Konzentration eine sigkéfit

verringerte Pathologie bewirkt, erganzt diese Bebhagen erstmals in einem Tiermo-

dell in vivo.

Ausgehend von histopathologischen Ablagerungen aktiviertem Komplement in
NMO-typischen Lasionsarealen (Lucchinetti et a2, Misu et al., 2007) und einer
Reduktion der NMO-Schubfrequenz durch den Komplardepletierenden Antikdrper
Eculizumab (Pittock et al., 2013) wurde sowohl itmos(Hinson et al., 2007; Kinoshita
et al.,, 2009; Sabater et al., 2009; Zhang et all1P als auch in vivo im Tiermodell
nach EAE-Induktion und nach intrazerebraler Pargmehjektion von NMO-IgG und
humanem Komplement (Saadoun et al., 2010; Ratedadd., 2012) die Beteiligung
Komplement-abhangiger Zytotoxizitat bei der Entste NMO-typischer L&sionen
herausgestellt. Nach diesen experimentellen Befungied den Beobachtungen in
Autopsiestudien (Lucchinetti et al., 2002; Misuaét 2006; Misu et al., 2007; Misu et
al., 2013) besteht kein Zweifel, dass eine Antiledrpermittelte Aktivierung des Kom-
plementsystems eine Hauptrolle bei der Entstehwergnthssiven Gewebsdestruktion
bei Patienten mit NMO spielt. In dieser Arbeit ktmzusatzlich dargelegt werden, dass
im Langzeitverlauf durch intrathekalen Passiv-TfanSymptome sowohl durch Pati-
enten-IgG (NMO-IgG) als auch durch rekombinanteiktper (rAB*%") ohne den
Zusatz von humanem Komplement induziert werden &indie in den Kontrollgrup-
pen nicht auftraten. Eine additive intrathekale Wggtion von humanem Komplement
(rAb"?P%+ hC, bzw. NMO1 + hC) fiihrte lediglich zu einer igggen, nicht signifikanten
Exazerbation der Symptome. Zwar kann nicht ausd¢esstn werden, dass die appli-
zierten Antikorper lokales, Uber die BHS diffundésy, Rattenkomplement aktiveren,
jedoch erscheint dies aus verschiedenen Grundemhraaheinlich: Zunachst zeigen
die C9neo-Farbungen histologisch keine verstaridmplementablagerung im Bereich
der Bindung von humanem IgG. Daruber hinaus idtaggvirdig, ob humane Antikor-
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per Uberhaupt in der Lage sind, aus Ratten stameselddmplement zu aktivieren, da
Komplementaktivierung Spezies-spezifisch ist (Gkethbal et al., 1981; Lassmann et
al., 1983; Sesarman et al., 2012). So wurde ausbhbeben, dass nur humanes, nicht
jedoch murines Komplement in der Lage ist, in ddlikren gemeinsam mit NMO-IgG
entsprechende L&sionen hervorzurufen (Saadoun.ef@l10). Ratten-Komplement
scheint teilweise etwas starker als Maus-Komplernreder Lage zu sein, mit humanen
Antikdrpern zu interagieren (Bergman et al., 2088avapanumas et al., 2013). Dies
durfte allerdings in dem verwendeten Modell anddsider geringen Komplementabla-

gerung in den histologischen Befunden lediglicleaintergeordnete Rolle spielen.

Zur weiteren Kontrolle der Komplement-abhangigerogxizitat erfolgten ebenfalls
Versuche mit den modifizierten rekombinanten Antigin rAB‘QP-"on-comPl Epnpyar-
tungsgemal zeigte das Komplement hier keinerleitiaed Effekt. Interessanterweise
war die Erkrankungssymptomatik einerseits signiftkstarker gegentber den Kontrol-
len, andererseits aber auch signifikant schwaclsebel der Applikation des Antikér-

pers ohne modifizierten-Heil.

Durch die Substitution K322-A hat derart modifizesr IgG wohl eine kaum verénderte
Affinitdt zu dem Zielepitop, wahrend die Fahigkeit Komplement-abhangiger Zytoto-
xizitdt (CDC) hochgradig reduziert ist. (Duncan \Whter, 1988; Hezareh et al., 2001;
Li et al., 2010). Allerdings bestehen keine Vorlmefe, wie sich die Modifikation des
Fe-Fragments auf die Auswirkung der Antikorperbindumghier untersuchten Tiermo-
dell auf mdgliche nachfolgende Prozessierungswegwigkt. Insbesondere veranderte
sterische Eigenschaften oder unterschiedliche Gllikoungen des FTeils kénnten die
leichte, aber signifikant abgeschwachte Wirkung v QP4-"on—compl gageniiber
rAb”?P* erklaren (Rademacher et al., 1994; Shields eaD2; Kaneko et al., 2006;
Anthony et al., 2008). Der Effekt einer komplemerahhangigen, gegeniber den Kon-
trollen signifikant erhéhten Pathogenitat des Abiters rAB<P4+-""-0MPliafart somit

zusatzliche Hinweise auf eine Komplement-unabhangigthogenese.

Einer der moglichen alternativen Effektorwege it Antikorper-vermittelte Zytotoxi-
zitat (ADCC). Insbesondere fiir den verwendeten k&mfier rAH‘QP-"on-comPlyyyrde
gezeigt, dass er in der Lage ist, ADCC zu aktivigfEradtrantip et al., 2012). Da bei
einer K332A-Mutation prinzipiell eine ReduzierungrdrFahigkeit zu ADCC auf ca.
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50% beschrieben wurde (Hezareh et al., 2001), kbd Beobachtung, dass die Pa-
thogenitat mit rAB -"""-°"Pheringer ist als mit rA#"* und im Bereich des Schwere-
grades der halben Konzentration fRB* [0,5 mg/ml] liegt, hierauf zuriickzufiihren
sein. Einschrankend muss jedoch gesagt werden,rdaes vorliegenden Arbeit keine
Experimente in Hinblick auf ADCC durchgefihrt wundén der histologischen Aufbe-
reitung gab es keine offensichtlichen Hinweise @nk Infiltration von NK-Zellen, al-
lerdings wurde diesbeziglich keine qualitative ogleantitative Analyse durchgefihrt.
So sind auch andere Mechanismen wie eine durctk@mpir vermittelte Stérung der
Funktion des Membranproteins, z. B. in Form von WR&ipnsstorungen der Wasser-
homdostase oder eine AntikOrper-getriggerte Intesieaung des Zielantigens und

eventuell assoziierter Proteine mit nachfolgenderkionsstorung maoglich.
4.3.Beurteilung der MRT-Bildgebung

In der klinischen Diagnostik der NMO spielen KM-aehmende, langstreckige Lasio-
nen Uber mehrere Rickenmarkssegmente in der MRIG&ilung eine wesentliche Rol-
le (Filippi und Rocca, 2004; Trebst et al., 2018B). den durchgefihrten MRT-
Aufnahmen mit dem Kontrastmittel Gadofluorin M zZeigsich im Bereich des
Katheterendes eine Kontrastmittelaufnahme in desdébnung von 1 - 3 Segmenten,
welche in Kontrolltieren nicht vorzufinden bzw. diécth geringer ausgepragt war. Da
das verwendete Kontrastmittel sehr sensibel aué ewdorung der BHS reagiert
(Bendszus et al., 2008; Weise und Stoll, 2012)dast als Hinweis auf eine lokale St6-
rung der BHS am Katheterende mit maximaler lok&enzentration des applizierten
IgG zu werten. Die Funktion von AQP4 als hauptsablein Wasserkanal im zentralen
Nervensystem und damit auch wichtigster Regulator Bereich der BHS
(Papadopoulos und Verkman, 2013) hat zu der Hygetk@aer durch NMO-Antikdrper
verursachten lokalen endothelialen Dysfunktion gefivincent et al., 2008). Die hier
nachgewiesene lokale Stérung der BHS kodnnte dasel@brfir eine Antikorper-
induzierte Veranderung der AQP4-Funktion sein. f2ielende Auspragung der KM-
Aufnahme in Tieren nach Applikation von Kontroll@gspricht gegen eine BHS-
Dysfunktion durch eine lokale Reizung der Kathgigre. Allerdings schréankt die ge-
ringe Anzahl der untersuchten Tiere sowie die zerBchwerte Auswertbarkeit durch

Artefaktiiberlagerung der Bilder die Verwertbarlkagtr Ergebnisse ein. Weiterfihrende
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Experimente, auch detaillierte histologische Untelnsingen der BHS in den Arealen
der Antikorperablagerungen im Rickenmark der Vdrstiere konnten weitere interes-
sante Details Uber Komplement-unabhéngige Mechamsmon Antikbrpern gegen

AQPA4 erbringen.

4.4.Beurteilung der histologischen Ergebnisse

Ein Hauptproblem der histologischen Auswertungitagler z. T. geringen Anzahl an
lasionsverdachtigen Arealen (LVA), inshesonderelem Gruppen mit rekombinanten
Antikorpern. Wahrend die Gruppen mit aufgereinigt®atienten-lgG auch in den
Kontrollgruppen eine hohe Anzahl an LVA aufwiesesaren in den Gruppen mit rAbs
sowohl Anzahl als auch Ausdehnung dieser Struktstark reduziert. Dies konnte an
der gewahlten Schnittebene des Rickenmarks lidgemurde bei der Gewebeentnah-
me stets darauf geachtet, den Bereich des thowakbdlen Ruckenmarkabschnitts fur
die anschlielRende Histologie zu nutzen, der unib#tean der Katheterspitze gelegen
war. Die MRT-Untersuchungen hatten in diesem Béraiach das Maximum der KM-
Aufnahme gezeigt (siehe 4.3). Es ist allerdingsinausgeschlossen, dass die exakte
Schnittfhrung bei der Entnahme variierte und saygit Lasionsareale nicht entspre-
chend angeschnitten wurden. Des Weiteren konnefiididie Experimente gewahlten
Konzentrationen der IgG-Praperationen eine Rolléelsp. Fir die NMO-IgG-
Fraktionen (NMO 1,2,4, Kontrolle 1,2) war eine Kengration von 100 mg/ml, bzw. 12
mg/ml (NMO3) gewéahlt worden, wéhrend aufgrund demwitlich héheren Spezifitat
bei den rAbs eine Konzentration von 1 mg/ml gewéldtden war. Es ist mdglich, dass
sich bei den Versuchsteilen mit aufgereinigten @paginantikbrpern mehr AQP4-
reaktives 1gG anlagert hat und somit histologisetekttiert werden konnte. Es ist zwar
unwahrscheinlich, aber nicht vollends auszuschitie@ass sich in den aufgereinigten
Patienten-Seren weitere unspezifisch mit anderetofign des Ruckenmark reagieren-
de IgG-Fraktionen befunden und so zu einer erh6Atd@arbung des gegen humanes

Immunglobulin gerichteten Antikdrpers beigetragabdn.

In den Versuchsgruppen mit aufgereinigtem Patielg@aus Plasmapheresematerial
demonstriert die regelhafte starke Reaktion dei-Anman-lgG-Farbung, dass die An-
tikbrper in hinreichend grol3er Menge das Gewebaaht haben. Auch in den Gruppen
mit rekombinanten Antikorpern zeigten die Schnitté nachweisbaren Lasionsarealen
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eine entsprechende Farbreaktion. Zudem ist in derdtur beschrieben, dass der Anti-
korper rAH?"* (alternative Bezeichnung rAb-53) bei systemischpplikation in An-

wesenheit von AQP4 eine Halbwertszeit vgp+ 18 h besitzt und bei intrazerebraler
Injektion eine Diffusionsgeschwindigkeit im Geweben 6,2 mm2/3 h zeigt (Ratelade
et al., 2011; Asavapanumas et al., 2013). Som#ush in Anbetracht der phanotypi-
schen Auffalligkeiten im Versuchsverlauf davon augeghen, dass die applizierten An-

tikbrper im Gewebe in hinreichend hoher Konzenbratrorlagen.
4.4.1 Beurteilung der Farbungen gegen AQP4 und GFAP

In sdmtlichen Versuchsgruppen mit intrathekaleektipn von NMO-IgG oder anti-
AQP4-reaktiven rAbs kam es im Bereich der LVA zoegisignifikanten oder zumin-
dest tendenziellen Reduktion der AQP4-Reaktivitdglche mit den Orten der Ablage-
rung von humanem Immunglobulin korrelierte. Diekdiekt zeigte sich nicht in den
Kontrollgruppen. Es handelte sich hierbei um eingdgelle Reduktion und nicht um
einen vollstéandigen Verlust von AQP4, wie er z.i.histopathologischen Berichten
(Misu et al., 2006; Misu et al., 2007; Roemer et 2007) und v. a. in experimentellen
Studien nach intrazerebaler Injektion von NMO-Ig@ammen mit humanem Kom-
plement (Saadoun et al., 2010; Ratelade et al.2)26d&schrieben wurde. Dieses L&si-
onsmuster ist klar unterschiedlich zu den Befunalgeh intrathekaler Applikation und
konnte hier in einem Kontrollexperiment mit intrezigraler Ko-Injektion von NMO-
IgG und humanem Kompelement reproduziert werdermidser wahrscheinlich Kom-
plement-abhéngigen Lasionsform wurde neben denfsblegrenzten Ausléschung der
AQP4-Immunreaktivitdt auch eine vollstandige DepletGFAP-positiver Astrozyten
beobachtet. In den Versuchen mit chronischer imtkeatler Applikation zeigte sich eine
tendenziell erhnbhte Anzahl an Astrozyten bei glegtig verringerter Gesamtdichte der
GFAP-Farbung. In der angrenzenden grauen Substarenvsogar sowohl Anzahl als
auch Dichte teils signifikant erhoht. Morphologisz#igten sich diese Astrozyten plum-
per, aufgequollen und mit vergroRerten Somata,ssodeeses Bild eventuell als reakti-

ve Gliosis zu werten ist.

Dieses morphologische Erscheinungsbild mit unvétidiger AQP4-Depletion und re-
aktiver Hypergliosis lasst sich in eine Reihe neu&tudien einordnen, die Hinweise
auf eine weitere Komplement-unabhangige Patholggienden haben: In histopatholo-
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gischen Untersuchungen beschreiben beispielsweaigeeSal. in Gehirnschnitten im
Anschluss an inflammatorische Regionen mit tot@&AP- und AQP4-Depletion Re-
gionen mit normaler bis reduzierter AQP4-Expressiod erhdhter Anzahl GFAP-
positiver Astrozyten, in welchen auch keine Kompdembeteiligung nachgewiesen
werden konnte (Saji et al., 2013). Ebenso wurdeRiinkenmarksschnitten von NMO-
Patienten neben songenannten "typischen” NMO-Lasionit massiver Komplement-
ablagerung und vollstandigem AQP4- und GFAP-Vertusth Lasionstypen beschrie-
ben, welche sich durch isolierten AQP4-Verlust odartielle AQP4-Reduktion mit
begleitenden hypertrophen Astrozyten (Clasmatoaesis) auszeichnen (Misu et al.,
2013). Auch in verschiedenen In-vitro-Studien (Mimset al., 2008; Marignier et al.,
2010; Hinson et al., 2012) fanden sich Hinweise einkE Komplement-unabhangige

Internalisierung von AQP4 und EAAT2 durch lysosoenahdozytose.

Weitere Beobachtungen legen nahe, dass dem UntevganGliazellen ein Verlust von
AQP4 vorangeht (Asavapanumas et al., 2013; Misal.eP013). So wurde nach direk-
ter intraparenchymaler Applikation von NMO-IgG eitieenumbra” beschrieben, ein
Areal mit isoliertem AQP4-Verlust ohne Komplemenégerung oder Veranderung der
GFAP-Reaktivitat, welches die Ausdehnung der "tyipen Lasion™ mit Komplement-
ablagerung, GFAP-, und AQP4-Verlust weit Uberstl{savapanumas et al., 2013).
Auch in histopathologischen Rickenmarksschnittem MMO-Patienten wurden Regi-
onen selektiven AQP4-Verlusts beschrieben, welahd d@sionsareale mit Clasmato-
dendrosis angrenzten (Misu et al., 2013). Dieseofiibeeines primaren Verlusts an
AQP4 mit nachfolgender Astrozytendestruktion kamden hier durchgefuhrten Versu-
chen weder bestétigt noch widerlegt werden. Deallokerlust an AQP4 ist klar nach-
weisbar, die lokale Reaktion der Astrozyten mit éryppphen Charakteristika und an-
grenzend tendenziell erhohter GFAP-Reaktivitattl&ssschiedene Deutungen zu: Ei-
nerseits kann es sich um nekrotische Vorformenziglsintergangs handeln, welche
einer Depletion von AQP4 folgen. Andererseits istie diesem chronischen Modell
auch denkbar, dass es sich um bereits neu gebildetetive Astroglia in Form einer
Narbenbildung handelt. Gerade der zeitliche Abtaatht es schwer, unsere Ergebnisse
mit anderen Studien zu vergleichen, da sowohl trovals auch in vivo die Effekte
meist nach 24 h, spatestens aber nach 3 - 7 Tagensucht wurden. Langerfristige
Veranderungen wurden bislang nicht evaluiert. Dee gefundenen Ergebnisse konnten
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charakteristische Veranderungen der Astrozytenesgén, die durch chronisches Ein-
wirken der Antikdrper bedingt sind. Ob diese Antp@r-induzierten Veranderungen
bei der Erkrankung der NMO eine pathophysiologisBldle spielen, kann aus den

Versuchen nicht direkt geschlossen werden.
4.4.2 Beurteilung der Farbung gegen EAAT2 und EAAT2-Hydutse

In den Bereichen des AQP4-Verlusts zeigte sichein Gruppen mit NMO-Patienten-
IlgG sowie in den Gruppen rAB™ [1 mg/ml] und rAB<"* + hC auch eine Depletion
der EAAT2-Reaktivitat. Der Umfang dieser Reduktiogtraf mindestens die Ausdeh-
nung des AQP4-Verlusts, teilweise war jedoch sogenh ein deutlich gro3eres Areal

betroffen.

Ausgehend von Beobachtungen, dass AQP4-defizierdes® reduzierte Level an
EAAT2-Transportern und verringerte Glutamat-Aufn&raufweisen (Zeng et al.,
2007), haben zwei Arbeitsgruppen in Zellkulturent mrimaren Astrozyten oder
transfizierten HEK 293-Zellen gezeigt, dass NMO-lgGAbwesenheit von Komple-
mentfaktoren neben einer Herabregulierung von A@&e¢h zu einer Reduktion von
EAAT2 und einer verdnderten Morphologie der Zell@hrt (Hinson et al.,, 2008;
Marignier et al., 2010). Der auf Astrozyten expene Glutamattransporter EAAT?2 ist
fur den weitaus grof3ten Anteil der Wiederaufnahme @lutamat im ZNS verantwort-
lich (Danbolt et al., 1992; Rothstein et al., 199ine Fehlfunktion filhrt zum Uber-
schuss an synaptischem Glutamat und kann zu Eoxit@gt fuhren (Sattler und
Tymianski, 2001; Guo et al., 2003; Yi und Hazel08; Lin et al., 2009; Kim et al.,
2011). In beiden Zellkulturstudien wurde nach NM@ubation eine verédnderte Glu-
tamat-Homoostase festgestellt, weswegen eine Amigkéinduzierte Verminderung der
EAAT2-Expression ein zusatzlich mdglicher Pathonaetémus sein kdnnte. Insbeson-
dere der Verlust an Oligodendrozyten (Lucchindttale 2002) kénnte so erklart wer-
den, da diese hochsensibel auf Glutamatverandemureggjieren (Matute et al., 2007).
Als Effektorweg dieser Glutamatexzitotoxizitat ward. a. auch eine Sensibilisierung
der Oligodendrozyten gegeniber dem terminalen Kemehtkomplex beschrieben
(Alberdi et al., 2006). Inwieweit dieser Mechanisrhei der NMO einer Rolle spielen
konnte, bleibt spekulativ. Insbesondere die Intesigaung des EAAT2/AQP4-
Komplexes durch Antikorper gegen AQP4 ist derzeitder Fachwelt umstritten, da
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andere Gruppen diese Beobachtung mit priméren Agen nicht reproduzieren konn-
ten (Ratelade et al., 2011). AuRerdem konnten \dendmgen des Glutamatspiegels
auch unabhangig von einer Internalisierung diesasals durch den Untergang von

Astrozyten bewirkt werden.

Die in den durchgefihrten Experimenten gefunderduk@n von EAAT2 in den La-
sionsbereichen ist allerdings hochinteressant wmh knicht durch eine Depletion von
Astrozyten erklart werden. Diese Befunde sprectigneine Interaktion von Antikor-
pern gegen AQP4 mit dem EAAT2-Kanal, indirekt Ubare Assoziation von EAAT2
mit AQP4 oder Uber zusatzliche Signalwege, z.Binflmmmatorische Zytokine, die
eventuell durch Astrozytenaktivierung im Gewebe Hreguliert werden. Diese Be-
obachtung konnte hier erstmals in In-vivo-Experiteenauch mit spezifischen rekom-
binanten Antikdrpern gegen AQP4 belegt werden. BAE2 noch in einem ausge-
dehnteren Areal als AQP4 selbst reduziert war, t@dres sogar flur eine starkere Rolle
sprechen als bisher angenommen. Die Rolle von zetiwérem Glutamat und eine
maogliche Exzitotoxizitat lasst sich in diesen Expanten nicht abschlie3end evaluie-
ren, hier kdnnten weitergehende UntersuchungenzitBVikrodialyse und funktionel-

ler Charakterisierung der zentralen glutamatergamdmission erfolgen.

4.5. Beurteilung der Applikation von humanem Komplementund Limitationen des
Modells

Im Gegensatz zu den interessanten Befunden dekdkpér-induzierten Dysregulation
von AQP4 und EAAT2 ist es hingegen fraglich, ob deswendete Modell des
intrathekalen Passiv-Transfers geeignet ist, dikeRier CDC zu evaluieren. Sowohl in
der Graduierung mittels des verwendeten Scoreauals bei der Analyse der quantita-
tiven Laufleistung fuhrte die zusatzliche Applikativon humanem Komplement nicht
zu einer Exazerbation der durch Patienten-IgG allech rekombinante Antikérper
induzierten Symptome (Ritter, 2013). In der hisgpdochen Aufbereitung zeigte sich
zwar in den Gruppen mit Komplement eine marginaleOBung der perivaskularen
Immunreaktion fir C9neo. Ebenso konnte bei zusdieti Applikation von hC nur eine
geringe v. a. perivaskulare Infiltration ED1-postiWakrophagen festgestellt werden.
In der Zusammenschau zeigte sich entgegen den tarvgan nicht das charakteristi-
sche Bild einer Komplement-vermittelten Gewebsdésiton, welches aus friheren
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Experimenten mit aktiviertem Komplement und Autegstudien als sog. typische
NMO-L&sionen bekannt ist (Lucchinetti et al., 2088su et al., 2007; Saadoun et al.,
2010). Als Positivkontrolle wurde eine direkt ipiemenchymale Ko-Applikation von
NMO-IgG mit aktivem humanem Komplement durchgefiilitterbei zeigte sich das
typische Muster mit Aktivierung des terminalen Liseplexes, Destruktion der
Astrozyten und Depletion von AQP4. Zusatzlich wudile Aktivitat des verwendeten
Komplements durch ein externes Labor (Labor Prekli§) in Routinetests bestéatigt.
Somit konnte sichergestellt werden, dass sowohPdigenten-lgG-Fraktionen als auch

das verwendete Komplement prinzipiell in der Laigel SCDC zu initiieren.

Einerseits ware es maoglich, dass die kurzlebigemplementfaktoren zum Zeitpunkt
der Applikation bereits inaktiviert waren. Bei d&fersuchen mit intrathekaler Ko-
Applikation war es mitunter notwendig, dass das Kmment bis zu 2 h aufgetaut war,
ehe es dem letzten Tier der Versuchsgruppe injisierden konnte. Hier kann es theo-
retisch trotz zwischenzeitlicher Lagerung auf Hisemer Deaktivierung der Faktoren
gekommen sein. Noch wahrscheinlicher ist es, dads das intrathekal applizierte
Komplement schnell in Liquorraum verteilt und soamtden Orten der intramedull&ren
NMO-IgG-Bindung in zu geringer Konzentration vogie um in hinreichendem Um-
fang aktiviert zu werden. Dies wirde den sehr ggnnhistologischen Nachweis von

C9neo und nachfolgend die geringe zellulére lafiiem erklaren.

In der Zusammenschau der Befunde ist festzuhatdtess in diesem Passiv-Transfer-
Tiermodell die Komplementaktivierung eine sehr uggerdnete Rolle spielt. Demzu-
folge gleichen sich die Befunde sowohl der phéanstypen Charakterisierung als auch
der Histologie der Versuchsgruppen von NMO-IgG amtl ohne zuséatzliche Komple-
mentapplikation sowie der Versuchsreihen mit Apgdiilbn von mutiereten rAbs, die

nicht in der Lage sind, Komplement zu aktiviereme Brmittelten Befunde sind somit
wahrscheinlich auch in den Gruppen mit zusatzlidkemplement-Injektion auf eine

intrinsische, Komplement-unabhangige Wirkung detilkinper gegen AQP4 zuriickzu-

fuhren.
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4.6. Schlussfolgerung und Ausblick

Durch verschiedene pathologische Studien, klinisEn@hrungen mit Komplement-
inhibierenden Substanzen und tierexperimentelleu#d ist ausreichend belegt, dass
eine Komplement-vermittelte Pathologie sicher desentliche Rolle bei der Gewebs-
destruktion und Ausbildung der oft schwerwiegen@mptome der NMO spielt. In
dieser Arbeit konnte zuséatzlich gezeigt werdensdase repetitive intrathekale Appli-
kation von spezifischem 1gG gegen AQP4 auch ohnmplementaktivierung zu einer

Myelonaffektion und zu einer Paraparese fuhren kann

Inwiefern sich die Komplement-unabhangigen, Anfdeirinduzierten Veranderungen
der Membranexpression der hypertrophen Astrozytéiverminderung von AQP4 und
EAAT2 auf die Wasserhomdostase oder den Glutamsitiadtuauswirken und welche
Bedeutung diese Prozesse dann fir die PathogeeeddMIO haben, ist ein Ansatz-

punkt flr weitere Studien.

Die histologische Auswertung der beschriebenen \drs beschrénkte sich auf das
Ruckenmark, da hier die hochste lokale Antikbrpademtration zu erwarten war. Den-
noch ware auch eine Aufarbeitung der entnommenafdi@dmareale sowie der v. a.

klinisch auch typischerweise betroffenen Nn. ophteéressant.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit die Erfahrung gem werden, dass sich die hier
verwendete Methode einer intrathekalen Applikatimm 1gG-Fraktionen zusammen
mit aktivem Komplement aus experimentell-techniscl@&tinden nicht zur Analyse
Komplement-vermittelter Pathomechanismen eigneésDnuss fur zukinftige Frage-
stellungen bedacht werden, wenn Antikdrpereffekte zentralen Nervensystem im

Tiermodell untersucht werden sollen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In einem intrathekalen Passiv-Transfermodell detteRaurden die Auswirkungen von
NMO-IgG aus Plasmapheresematerial und rekombinaAtgikorpern gegen AQP4
sowie der Effekt von additiver Applikation von hungan Komplement untersucht.
NMO-IgG, rekombinante Antikorper und modifizierten#korper ohne Fahigkeit zur
Aktivierung der Komplementkaskade waren bei repetit Applikation in der Lage,
auch ohne additives humanes Komplement NMO-ahnlptugrediente motorische
Symptome zu induzieren. Durch Ko-Injektion von hmera Komplement konnte keine

signifikante Exazerbation der Pathologie bewirktaes.

MRT-Studien zeigten lokale Schrankenstérungen amd@r héchsten Antikdrperkon-
zentration. In histologischen Aufarbeitungen vonckanmarksschnitten zeigten sich
lokale Deposition an humanem IgG, ein dazu kometider Verlust an AQP4 sowie
eine daruber hinausgehende Reduktion an EAAT2, em@hGFAP-reaktive Astrozyten
tendenziell hypertroph und vermehrt waren. Auchauklitiver Applikation von huma-

nem Komplement wiesen die Lasionsareale im Gegermahistopathologischen Be-
funden bei NMO-Patienten und anderen Tiermodellaneine geringe Ablagerung von
aktivem Komplement und wenig Infiltration durch Epasitive Makrophagen auf. Da
in einem Kontrollexperiment mit intrazerebralerragarenchymaler Applikation von
NMO-IgG die beschriebene additive Zytotoxizitat vammanem Komplement reprodu-
ziert werden konnte, erscheint die Verwendbarke# idtrathkalen Modells zur Evalua-
tion der Wirkung von humanem Komplement bei Autoiomerkrankungen mit intras-

pinalen Zielepitopen nicht geeignet.

Die Ergebnisse lassen sich als Komplement-unabgéngtrinsische Wirkungen von
Antikorpern gegen AQP4 deuten, die in einer Redwktler Oberflachenexpresseion
von AQP4 und EAAT2 resultieren und zu einer progrettn Myelopathie fihren. Ne-
ben der bekannten Antikorper-induzierten Kompleraditangigen Zytotoxizitat konn-
ten diese Effekte einen bislang nicht beschriebemsétzlichen Pathomechanismus bei
der NMO darstellen.

84



6. LITERATURVERZEICHNIS

Alberdi, E., M. V. Sanchez-Gomez, |. Torre, M. Dootg A. Perez-Samatrtin, F. Perez-Cerda
und C. Matute (2006).Activation of kainate receptors sensitizes oligattenytes to

complement attackJ NeuroscP6(12) 3220-3228

Allbutt, T. (1870). 'On the ophthalmoscopic sings of spinal disédsancet95. 76-78

Amiry-Moghaddam, M. und O. P. Ottersen (2003hé& molecular basis of water transport in
the brain' Nat Rev Neurosc#(12) 991-1001

Anthony, R. M., F. Nimmerjahn, D. J. Ashline, V. Reinhold, J. C. Paulson und J. V. Ravetch
(2008). 'Recapitulation of IVIG anti-inflammatory activityitva recombinant 1gG Ft.
Science320(5874) 373-376

Asavapanumas, N., J. Ratelade und A. S. Verkmani3j20Unique neuromyelitis optica
pathology produced in naive rats by intracerebrdhanistration of NMO-IgG. Acta
Neuropathal

Barkhof, F., M. Filippi, D. H. Miller, P. Schelten&. Campi, C. H. Polman, G. Comi, H. J.
Ader, N. Losseff und J. Valk (1997)Cbmparison of MRI criteria at first presentation

to predict conversion to clinically definite mulépsclerosis. Brain 120 ( Pt 11) 2059-

2069

Bedi, G. S., A. D. Brown, S. R. Delgado, N. UsmdhilL. Lam und W. A. Sheremata (2011).
"Impact of rituximab on relapse rate and disabilityneuromyelitis opticd.Mult Scler
17(10)y 1225-1230

Bendszus, M., G. Ladewig, L. Jestaedt, B. Misselwit Solymosi, K. Toyka und G. Stoll
(2008). 'Gadofluorine M enhancement allows more sensititeatien of inflammatory
CNS lesions than T2-w imaging: a quantitative MRIdg." Brain 131(Pt 9) 2341-

2352

Bennett, J. L., C. Lam, S. R. Kalluri, P. Saik#i, Bautista, C. Dupree, M. Glogowska, D.
Case, J. P. Antel, G. P. Owens, D. Gilden, S. Mes€l. Stadelmann und B. Hemmer
(2009). 'Intrathecal pathogenic anti-aquaporin-4 antibodies early neuromyelitis
optica: Ann Neurol66(5). 617-629

Bergman, I., P. H. Basse, M. A. Barmada, J. A.f@rifind N. K. Cheung (2000) Comparison
of in vitro antibody-targeted cytotoxicity using nse, rat and human effectdr€ancer
Immunol ImmunotheA9(4-5) 259-266

Bradl, M., T. Misu, T. Takahashi, M. Watanabe, Saddr, M. Reindl, M. Adzemovic, J. Bauer,
T. Berger, K. Fujihara, Y. Itoyama und H. LassmdB009). 'Neuromyelitis optica:
pathogenicity of patient immunoglobulin in vivénn Neurol66(5) 630-643

Buchwald, B., R. Ahangari, A. Weishaupt und K. V.oyka (2002). Intravenous
immunoglobulins neutralize blocking antibodies iwiliain-Barre syndromé. Ann
Neurol51(6) 673-680

Burgoon, M. P., R. A. Williamson, G. P. Owens, Cha@si, R. B. Bastidas, D. R. Burton und
D. H. Gilden (1999). Cloning the antibody response in humans with infletory CNS
disease: isolation of measles virus-specific arties from phage display libraries of a
subacute sclerosing panencephalitis braihNeuroimmunoB4(1-2) 204-211

Carroll, M. V. und R. B. Sim (2011)Complement in health and diseds&dv Drug Deliv Rev
63(12) 965-975

Crane, J. M., J. L. Bennett und A. S. Verkman (300Rive cell analysis of aquaporin-4
m1/m23 interactions and regulated orthogonal arassembly in glial cells.J Biol

Chem284(51) 35850-35860

85



Crane, J. M., C. Lam, A. Rossi, T. Gupta, J. L. ghund A. S. Verkman (2011)Bihding
affinity and specificity of neuromyelitis opticataantibodies to aquaporin-4 M1/M23
isoforms and orthogonal arrays] Biol Chem286(18) 16516-16524

Cree, B. A,, D. S. Goodin und S. L. Hauser (2008euromyelitis opticd. Semin Neurol
22(2). 105-122

Danbolt, N. C., J. Storm-Mathisen und B. I. Kanri#992). 'An [Nat+ + K+]coupled L-
glutamate transporter purified from rat brain isclated in glial cell processés.
Neuroscienc®1(2) 295-310

Devic, E. (1894). Myélite subaigue compliquée de névrite optitjiaill Med (Paris)8. 1033-
1034

Devic, E. (1895). Myelite aigue dorse-lombaire avec névrite optiqaetopsie: Congres
francias de méd. Premiére Session, L$0434-439

Duncan, A. R. und G. Winter (1988)Tfie binding site for C1q on IgGNature 332(6166)
738-740

Filippi, M. und M. A. Rocca (2004) MR imaging of Devic's neuromyelitis optitaleurol Sci
25 Suppl 4 S371-373

Gasque, P. und B. P. Morgan (1996}ofplement regulatory protein expression by a human
oligodendrocyte cell line: cytokine regulation armbmparison with astrocytés.
Immunology89(3). 338-347

Geis, C., B. Grunewald, A. Weishaupt, T. Wultsch, \K Toyka, A. Reif und C. Sommer
(2012). 'Human IgG directed against amphiphysin induces etgxbehavior in a rat
model after intrathecal passive transfet.Neural Transm19(8) 981-985

Geis, C., A. Weishaupt, B. Grunewald, T. Waultsch, Reif, M. Gerlach, R. Dirkx, M.
Solimena, D. Perani, M. Heckmann, K. V. Toyka, BlliFund C. Sommer (2011).
"Human stiff-person syndrome IgG induces anxiousiehin rats:' PLoS One6(2).

el6775

Geis, C., A. Weishaupt, S. Hallermann, B. Grunew@ldwWessig, T. Wultsch, A. Reif, N. Byts,
M. Beck, S. Jablonka, M. K. Boettger, N. Uceyler, Wbuquet, M. Gerlach, H. M.
Meinck, A. L. Siren, S. J. Sigrist, K. V. Toyka, Meckmann und C. Sommer (2010).
"Stiff person syndrome-associated autoantibodiesartgphiphysin mediate reduced
GABAergic inhibitiort: Brain 133(11) 3166-3180

Graber, D. J., M. Levy, D. Kerr und W. F. Wade (@P0'Neuromyelitis optica pathogenesis
and aquaporin 4.J Neuroinflammatiorb. 22.

Grundke-Igbal, I., C. S. Raine, A. B. Johnson, CBFosnan und M. B. Bornstein (1981).
"Experimental allergic encephalomyelitis. Charactation of serum factors causing
demyelination and swelling of myelid. Neurol Scb0(1) 63-79

Guo, H., L. Lai, M. E. Butchbach, M. P. Stocking&r, Shan, G. A. Bishop und C. L. Lin
(2003). 'Increased expression of the glial glutamate trams&yoEAAT2 modulates
excitotoxicity and delays the onset but not thecaue of ALS in miceHum Mol
Genet12(19) 2519-2532

Hartung, H. P., B. Schafer, K. Heininger, G. Stoid K. V. Toyka (1988). The
role of macrophages and eicosanoids in the patesgeonf experimental
allergic neuritis. Serial clinical, electrophysigloal, biochemical and
morphological observations. Braihll ( Pt 5): 1039-1059.

Hezareh, M., A. J. Hessell, R. C. Jensen, J. GdeaWinkel und P. W. Parren (2001&ffector
function activities of a panel of mutants of a hilyaneutralizing antibody against

human immunodeficiency virus typé 1Virol 75(24) 12161-12168

86



Hinson, S. R., A. McKeon, J. P. Fryer, M. Apiwati&al, V. A. Lennon und S. J. Pittock
(2009). 'Prediction of neuromyelitis optica attack severiby quantitation of
complement-mediated injury to aquaporin-4-expregsoells’ Arch Neurol 66(9)
1164-1167

Hinson, S. R., A. McKeon und V. A. Lennon (2010N€urological autoimmunity targeting
aquaporin-4. Neurosciencd 68(4) 1009-1018

Hinson, S. R., S. J. Pittock, C. F. LucchinettiFSRoemer, J. P. Fryer, T. J. Kryzer und V. A.
Lennon (2007). Pathogenic potential of IgG binding to water chanagtracellular
domain in neuromyelitis opticaNeurology69(24) 2221-2231

Hinson, S. R., S. F. Roemer, C. F. Lucchinett®.Fryer, T. J. Kryzer, J. L. Chamberlain, C. L.
Howe, S. J. Pittock und V. A. Lennon (2008\quaporin-4-binding autoantibodies in
patients with neuromyelitis optica impair glutamat@nsport by down-regulating
EAAT2! J Exp Med205(11) 2473-2481

Hinson, S. R., M. F. Romero, B. F. Popescu, C. lcchinetti, J. P. Fryer, H. Wolburg, P.
Fallier-Becker, S. Noell und V. A. Lennon (2012)Mdlecular outcomes of
neuromyelitis optica (NMO)-IgG binding to aquape#rin astrocyte$.Proc Natl Acad
Sci U S A109(4) 1245-1250

Ip, C. und H. Wiendl (2008) Neuromyelitis opticd.Akt Neurol 35. 450-462

Ip, V. H., AL Y. Lau, L. W. Au, F. S. Fan, A. Y. @h, V. C. Mok und K. S. Wong (2013).
"Rituximab reduces attacks in Chinese patients w#hromyelitis optica spectrum
disorders’ J Neurol Sci324(1-2) 38-39

Jacob, A., M. Matiello, D. M. Wingerchuk, C. F. laignetti, S. J. Pittock und B. G.
Weinshenker (2007).Neuromyelitis optica: changing conceptsl Neuroimmunol
187(1-2) 126-138

Jacob, A., B. G. Weinshenker, I. Violich, N. McLkey, L. Krupp, R. J. Fox, D. M.
Wingerchuk, M. Boggild, C. S. Constantinescu, Alléfj T. De Angelis, M. Matiello
und B. A. Cree (2008).Treatment of heuromyelitis optica with rituximaktnospective
analysis of 25 patientsArch Neurol65(11) 1443-1448

Jarius, S., F. Aboul-Enein, P. Waters, B. KuenzHAuser, T. Berger, W. Lang, M. Reindl, A.
Vincent und W. Kiristoferitsch (2008).Ahtibody to aquaporin-4 in the long-term
course of neuromyelitis opti¢aBrain 131(Pt 11) 3072-3080

Jarius, S., D. Franciotta, F. Paul, K. RuprechtBBrgamaschi, P. S. Rommer, R. Reuss, C.
Probst, W. Kristoferitsch, K. P. Wandinger und Bild®mann (2010). Cerebrospinal
fluid antibodies to aquaporin-4 in neuromyelitis ticp and related disorders:
frequency, origin, and diagnostic relevaricg Neuroinflammatiory. 52.

Jarius, S., K. Ruprecht, B. Wildemann, T. Kuemphél, Ringelstein, C. Geis, I. Kleiter, C.
Kleinschnitz, A. Berthele, J. Brettschneider, K.lliingy, B. Hemmer, R. A. Linker, F.
Lauda, C. A. Mayer, H. Tumani, A. Melms, C. Trelgt, Stangel, M. Marziniak, F.
Hoffmann, S. Schippling, J. H. Faiss, O. NeuhaugiBich, C. Zentner, K. Guthke, U.
Hofstadt-van Oy, R. Reuss, H. Pellkofer, U. ZiemaRnKern, K. P. Wandinger, F.
Then Bergh, T. Boettcher, S. Langel, M. LiebetrBu,S. Rommer, S. Niehaus, C.
Munch, A. Winkelmann, U. K. Zettl, I. Metz, C. Veaier, J. P. Sieb, C. Wilke, H. P.
Hartung, O. Aktas und F. Paul (2012}.dhtrasting disease patterns in seropositive and
seronegative neuromyelitis optica: A multicentreudgt of 175 patients. J
Neuroinflammatiorf(1). 14.

Jarius, S. und B. Wildemann (2012Qn' the contribution of Thomas Clifford Allbutt, FSR to

the early history of neuromyelitis optitd. Neurol

87



Jarius, S. und B. Wildemann (2013Aduaporin-4 Antibodies (NMO-IgG) as a Serological
Marker of Neuromyelitis Optica: A Critical ReviewW the Literature. Brain Pathol
23(6). 661-683

Jung, J. S., R. V. Bhat, G. M. Preston, W. B. GnggiJ. M. Baraban und P. Agre (1994).
"Molecular characterization of an aquaporin cDNA 1o brain: candidate
osmoreceptor and regulator of water balaricBroc Natl Acad Sci U S A1(26)

13052-13056

Kalluri, S. R., V. Rothhammer, O. Staszewski, Riv&tava, F. Petermann, M. Prinz, B.
Hemmer und T. Korn (2011)Functional characterization of aquaporin-4 specific
cells: towards a model for neuromyelitis opticBLoS One5(1): e16083

Kaneko, Y., F. Nimmerjahn und J. V. Ravetch (2008\nti-inflammatory activity of
immunoglobulin G resulting from Fc sialylatirgcience313(5787) 670-673

Kim, K., S. G. Lee, T. P. Kegelman, Z. Z. Su, SO&s, R. Dash, S. Dasgupta, P. M. Barral, M.
Hedvat, P. Diaz, J. C. Reed, J. L. Stebbins, MieBethia, D. Sarkar und P. B. Fisher
(2011). 'Role of excitatory amino acid transporter-2 (EAAT&)d glutamate in
neurodegeneration: opportunities for developing elotherapeutics. J Cell Physiol
226(10) 2484-2493

Kinoshita, M., Y. Nakatsuji, T. Kimura, M. MoriyaS. Takata, T. Okuno, A. Kumanogoh, K.
Kajiyama, H. Yoshikawa und S. Sakoda (2008)etiromyelitis optica: Passive transfer
to rats by human immunoglobulirBiochem Biophys Res Comm@86(4) 623-627

Kinoshita, M., Y. Nakatsuji, T. Kimura, M. Moriyas. Takata, T. Okuno, A. Kumanogoh, K.
Kajiyama, H. Yoshikawa und S. Sakoda (201@nti-aquaporin-4 antibody induces
astrocytic cytotoxicity in the absence of CNS amtigpecific T cells. Biochem
Biophys Res Commuf94(1) 205-210

Kinoshita, M., Y. Nakatsuji, M. Moriya, T. Okuno,. Kumanogoh, M. Nakano, T. Takahashi,
K. Fujihara, K. Tanaka und S. Sakoda (2009stfocytic necrosis is induced by anti-
aquaporin-4 antibody-positive serdnNeurorepor20(5) 508-512

Kira, J. (2003). Multiple sclerosis in the Japanese populatidrancet NeuroR(2). 117-127

Lassmann, H., H. Stemberger, K. Kitz und H. M. Vigrski (1983). In vivo demyelinating
activity of sera from animals with chronic experitad allergic encephalomyelitis.
Antibody nature of the demyelinating factor and tbke of complemenitJ Neurol Sci
59(1) 123-137

Lennon, V. A., T. J. Kryzer, S. J. Pittock, A. Setkman und S. R. Hinson (2005)gG marker
of optic-spinal multiple sclerosis binds to the apgarin-4 water channél.J Exp Med
202(4) 473-477

Lennon, V. A., D. M. Wingerchuk, T. J. Kryzer, S.Rittock, C. F. Lucchinetti, K. Fujihara, I.
Nakashima und B. G. Weinshenker (20047 %erum autoantibody marker of
neuromyelitis optica: distinction from multiple sgbsis’ Lancet 364(9451) 2106-

2112

Li, Q., H. Ujiie, A. Shibaki, G. Wang, R. Moriuchi{. J. Qiao, H. Morioka, S. Shinkuma, K.
Natsuga, H. A. Long, W. Nishie und H. Shimizu (2D1Human IgG1 monoclonal
antibody against human collagen 17 noncollagendd& domain induces blisters via
complement activation in experimental bullous peggmtd model! J Immunol
185(12) 7746-7755

Lin, Y., G. Tian, K. Roman, C. Handy, J. B. Travets L. Lin und R. L. Stephens, Jr. (2009).
"Increased glial glutamate transporter EAAT2 expi@sseduces visceral nociceptive

response in miceAm J Physiol Gastrointest Liver Physi2®6(1) G129-134

88



Lucchinetti, C. F., R. N. Mandler, D. McGavern, Bfuck, G. Gleich, R. M. Ransohoff, C.
Trebst, B. Weinshenker, D. Wingerchuk, J. E. Pangl H. Lassmann (2002)A'role
for humoral mechanisms in the pathogenesis of Bevieuromyelitis optica.Brain
125(Pt 7) 1450-1461

Marignier, R., A. Nicolle, C. Watrin, M. Touret, Eavagna, M. Varrin-Doyer, G. Cavillon, V.
Rogemond, C. Confavreux, J. Honnorat und P. Gira@610). Oligodendrocytes are
damaged by neuromyelitis optica immunoglobulin @ wdistrocyte injury. Brain
133(9) 2578-2591

Matsushita, T., N. Isobe, T. Matsuoka, T. Ishizu,Kéa&wano, T. Yoshiura, Y. Ohyagi und J.
Kira (2009). Extensive vasogenic edema of anti-aquaporin-4 adjikrelated brain
lesions’ Mult Scler15(9) 1113-1117

Matute, C., E. Alberdi, M. Domercq, M. V. Sanchear®z, A. Perez-Samartin, A. Rodriguez-
Antiguedad und F. Perez-Cerda (200'Bxcitotoxic damage to white matted. Anat
210(6) 693-702

Matute, C., M. V. Sanchez-Gomez, L. Martinez-Milland R. Miledi (1997). Glutamate
receptor-mediated toxicity in optic nerve oligodesaytes! Proc Natl Acad SciU S A
94(16) 8830-8835

Misu, T., K. Fujihara, A. Kakita, H. Konno, M. Nakara, S. Watanabe, T. Takahashi, I.
Nakashima, H. Takahashi und Y. Itoyama (200Zphs$ of aquaporin 4 in lesions of
neuromyelitis optica: distinction from multiple sabsis' Brain 130(Pt 5) 1224-1234

Misu, T., K. Fujihara, M. Nakamura, K. Murakami, Endo, H. Konno und Y. Itoyama (2006).
"Loss of aquaporin-4 in active perivascular lesiansneuromyelitis optica: a case
report." Tohoku J Exp Me®09(3) 269-275

Misu, T., R. Hoftberger, K. Fujihara, I. Wimmer, Yakai, S. Nishiyama, I. Nakashima, H.
Konno, M. Bradl, F. Garzuly, Y. Itoyama, M. Aoki did. Lassmann (2013)Ptesence
of six different lesion types suggests diverse mmesims of tissue injury in
neuromyelitis opticd.Acta Neuropatholl25(6) 815-827

Morgan, B. P. und C. L. Harris (2003)C8mplement therapeutics; history and current
progress: Mol Immunol 40(2-4) 159-170

Murphy, K. P. (2012). Janeway's immunobiology, 8tition, Garland Science,
Taylor & Francis Group, London and New York.

Neely, J. D., B. M. Christensen, S. Nielsen und@e (1999). Heterotetrameric composition
of aquaporin-4 water channelsBiochemistry38(34) 11156-11163

Nicchia, G. P., L. Cogotzi, A. Rossi, D. Basco,Bkancaccio, M. Svelto und A. Frigeri (2008).
"Expression of multiple AQP4 pools in the plasma brame and their association with
the dystrophin compleéxJ Neurocheni05(6) 2156-2165

Nicchia, G. P., M. Mastrototaro, A. Rossi, F. Pisah Tortorella, M. Ruggieri, A. Lia, M.
Trojano, A. Frigeri und M. Svelto (2009)Aguaporin-4 orthogonal arrays of particles
are the target for neuromyelitis optica autoantiesd Glia 57(13) 1363-1373

Nielsen, S., E. A. Nagelhus, M. Amiry-Moghaddam,Bourque, P. Agre und O. P. Ottersen
(1997). 'Specialized membrane domains for water transportglial cells: high-
resolution immunogold cytochemistry of aquaporim4at brain" J Neuroscil7(1)

171-180Q

Owens, G. P., A. M. Ritchie, D. H. Gilden, M. P.rBaon, D. Becker und J. L. Bennett (2007).
"Measles virus-specific plasma cells are prominem g$ubacute sclerosing
panencephalitis CSFNeurology68(21) 1815-1819

Papadopoulos, M. C. und A. S. Verkman (2013)quaporin water channels in the nervous

systent.Nat Rev Neuroscl4(4) 265-277

89



Parratt, J. D. und J. W. Prineas (2010)etiromyelitis optica: a demyelinating disease
characterized by acute destruction and regeneratibperivascular astrocytésMult
Scler16(10) 1156-1172

Paty, D. W., J. J. Oger, L. F. Kastrukoff, S. A.sHanoto, J. P. Hooge, A. A. Eisen, K. A.
Eisen, S. J. Purves, M. D. Low, V. Brandejs undle{1988). MRI in the diagnosis of
MS: a prospective study with comparison of clinieaaluation, evoked potentials,
oligoclonal banding, and CTNeurology38(2) 180-185

Paul, F., S. Jarius, O. Aktas, M. Bluthner, O. Baud. Appelhans, D. Franciotta, R.
Bergamaschi, E. Littleton, J. Palace, H. P. Se&8lig{ohlfeld, A. Vincent und F. Zipp
(2007). 'Antibody to aquaporin 4 in the diagnosis of neurelig optica’ PLoS Med
4(4). e133

Pittock, S. J., V. A. Lennon, K. Krecke, D. M. Wawghuk, C. F. Lucchinetti und B. G.
Weinshenker (2006) Brain abnormalities in neuromyelitis opti€aArch Neurol63(3).

390-396

Pittock, S. J., V. A. Lennon, A. McKeon, J. MandrekB. G. Weinshenker, C. F. Lucchinetti,
O. O'Toole und D. M. Wingerchuk (2013)Eculizumab in AQP4-IgG-positive
relapsing neuromyelitis optica spectrum disordeas: open-label pilot studyLancet
Neurol12(6) 554-562

Rademacher, T. W., P. Williams und R. A. Dwek (1994galactosyl glycoforms of 1gG
autoantibodies are pathogerii®roc Natl Acad Sci U S A1(13) 6123-6127

Rash, J. E., T. Yasumura, C. S. Hudson, P. AgreSundielsen (1998).Direct immunogold
labeling of aquaporin-4 in square arrays of astrcyand ependymocyte plasma
membranes in rat brain and spinal cdrderoc Natl Acad Sci U S A5(20) 11981-

11986

Ratelade, J., J. L. Bennett und A. S. Verkman (R0Elvidence against cellular internalization
in vivo of NMO-IgG, aquaporin-4, and excitatory ami acid transporter 2 in
neuromyelitis opticd.J Biol Chem286(52) 45156-45164

Ratelade, J., J. L. Bennett und A. S. Verkman (R01thtravenous neuromyelitis optica
autoantibody in mice targets aquaporin-4 in peritieorgans and area postrenia.
PL0S One5(11) €27412

Ratelade, J., H. Zhang, S. Saadoun, J. L. BenketC. Papadopoulos und A. S. Verkman
(2012). 'Neuromyelitis optica IgG and natural killer cellsoggluce NMO lesions in mice
without myelin los8.Acta Neuropatholl23(6) 861-872

Ritter, C. (2013)Pathomechansimen von Antikdrpern gegen Aquapoimeinem Tiermodell
fur die Neuromyelitis opticeDissertation, Wiirzburg

Roemer, S. F., J. E. Parisi, V. A. Lennon, E. En@8eoch, H. Lassmann, W. Bruck, R. N.
Mandler, B. G. Weinshenker, S. J. Pittock, D. M.ngérchuk und C. F. Lucchinetti
(2007). 'Pattern-specific loss of aquaporin-4 immunoreatyividistinguishes
neuromyelitis optica from multiple sclero&iBrain 130(Pt 5) 1194-1205

Rose, N. R. und C. Bona (1993)Défining criteria for autoimmune diseases (Witelsky
postulates revisited)Immunol Today14(9) 426-430

Rossi, A., J. Ratelade, M. C. Papadopoulos, J. énnBtt und A. S. Verkman (2012).
"Neuromyelitis optica IgG does not alter aquaporinséiter permeability, plasma
membrane M1/M23 isoform content, or supramolecakgembly. Glia 60(12) 2027-

2039
Rothstein, J. D., M. Dykes-Hoberg, C. A. PardoAL Bristol, L. Jin, R. W. Kuncl, Y. Kanai,
M. A. Hediger, Y. Wang, J. P. Schielke und D. F. [Wwg1996). 'Knockout of

90



glutamate transporters reveals a major role forragtial transport in excitotoxicity

and clearance of glutamateNeuron16(3) 675-686

Saadoun, S., B. A. Bell, A. S. Verkman und M. Cpd&#opoulos (2008).Greatly improved
neurological outcome after spinal cord compressiary in AQP4-deficient mick.
Brain 131(Pt 4) 1087-1098

Saadoun, S., P. Waters, B. A. Bell, A. VincentSAVerkman und M. C. Papadopoulos (2010).
"Intra-cerebral injection of neuromyelitis optica nimunoglobulin G and human
complement produces neuromyelitis optica lesiomsige’ Brain 133(Pt 2) 349-361

Saadoun, S., P. Waters, C. MacDonald, B. A. BellVikcent, A. S. Verkman und M. C.
Papadopoulos (2012)Neutrophil protease inhibition reduces neuromyglitiptica-
immunoglobulin G-induced damage in mouse btakmn Neurol71(3) 323-333

Sabater, L., A. Giralt, A. Boronat, K. Hankiewic¥?, Blanco, S. Llufriu, J. Alberch, F. Graus
und A. Saiz (2009).Cytotoxic effect of neuromyelitis optica antibotyMO-IgG) to
astrocytes: an in vitro studyJ NeuroimmunoP15(1-2) 31-35

Saji, E., M. Arakawa, K. Yanagawa, Y. Toyoshima,Yakoseki, K. Okamoto, M. Otsuki, K.
Akazawa, A. Kakita, H. Takahashi, M. Nishizawa undawachi (2013). Cognitive
impairment and cortical degeneration in neuromyldptica’ Ann Neurol 73(1) 65-

76.

Sattler, R. und M. Tymianski (2001)Mblecular mechanisms of glutamate receptor-mediated
excitotoxic neuronal cell deathMol Neurobiol 24(1-3) 107-129

Sesarman, A., E. Oswald, M. T. Chiriac, K. Csortda,Vuta, V. Feldrihan, A. Baican, L.
Bruckner-Tuderman und C. Sitaru (2012vly human pemphigoid autoantibodies do
not trigger disease by the passive transfer intoe?lilmmunol Lett143(1) 92-10Q

Shields, R. L., J. Lai, R. Keck, L. Y. O'Connell, Hong, Y. G. Meng, S. H. Weikert und L. G.
Presta (2002). Lack of fucose on human IgG1l N-linked oligosaca®rimproves
binding to human Fcgamma RIIl and antibody-dependsiular toxicity J Biol
Chem?277(30) 26733-26740

Shimizu, F., Y. Sano, T. Takahashi, H. Haruki, kit§, M. Koga und T. Kanda (2012)Séra
from neuromyelitis optica patients disrupt the ldwain barrier” J Neurol Neurosurg
Psychiatry83(3) 288-297

Sommer, C., A. Weishaupt, J. Brinkhoff, L. Biko, Wessig, R. Gold und K. V. Toyka (2005).
"Paraneoplastic stiff-person syndrome: passive fimngo rats by means of 1gG
antibodies to amphiphysinLancet365(9468) 1406-1411

Spiller, O. B., G. Moretto, S. U. Kim, B. P. Morgaimd D. V. Devine (1996).Complement
expression on astrocytes and astrocytoma cell lifa@kire of complement regulation
at the C3 level correlates with very low CD55 esgien. J Neuroimmunol71(1-2)

97-106

Tait, M. J., S. Saadoun, B. A. Bell und M. C. Pagaallos (2008). Water movements in the
brain: role of aguaporing.Trends Neurosc31(1) 37-43

Takahashi, T., K. Fujihara, I. Nakashima, T. MislMiyazawa, M. Nakamura, S. Watanabe, Y.
Shiga, C. Kanaoka, J. Fujimori, S. Sato und Y. dtog (2007). Anti-aquaporin-4
antibody is involved in the pathogenesis of NMGstady on antibody titré.Brain
130(Pt 5) 1235-1243

Toyka, K. V., D. B. Brachman, A. Pestronk und I.cK@&l975). Myasthenia gravis: passive
transfer from man to mousesciencel90(4212) 397-399

Tradtrantip, L., H. Zhang, S. Saadoun, P. W. Ph@ai,am, M. C. Papadopoulos, J. L. Bennett
und A. S. Verkman (2011)Ahti-Aquaporin-4 monoclonal antibody blocker theydpr

neuromyelitis opticd.Ann Neurol

91



Tradtrantip, L., H. Zhang, S. Saadoun, P. W. Ph@ai,am, M. C. Papadopoulos, J. L. Bennett
und A. S. Verkman (2012)Ahnti-aquaporin-4 monoclonal antibody blocker theydpr
neuromyelitis opticd.Ann Neurol71(3) 314-322

Trebst, C., S. Jarius, A. Berthele, F. Paul, Sigpting, B. Wildemann, N. Borisow, I. Kleiter,
O. Aktas und T. Kumpfel (2013).Update on the diagnosis and treatment of
neuromyelitis optica: Recommendations of the Neyetitts Optica Study Group
(NEMOS): J Neurol

Verkman, A. S. (2005). More than just water channels: unexpected cellutates of
aquaporins: J Cell Sci118(Pt 15) 3225-3232

Verkman, A. S., D. K. Binder, O. Bloch, K. Augustad M. C. Papadopoulos (2006).Hfee
distinct roles of aquaporin-4 in brain function ealed by knockout miceBiochim
Biophys Actal758(8) 1085-1093

Vincent, T., P. Saikali, R. Cayrol, A. D. Roth, Bar-Or, A. Prat und J. P. Antel (2008).
"Functional consequences of neuromyelitis optica-&gBocyte interactions on blood-
brain barrier permeability and granulocyte recrugmt’ J Immunol 181(8) 5730-
5737.

Watanabe, S., I. Nakashima, T. Misu, |. Miyazawa, Shiga, K. Fujihara und Y. Itoyama
(2007). "Therapeutic efficacy of plasma exchange in NMO-tgGHive patients with
neuromyelitis opticd.Mult Scler13(1) 128-132

Weinstock-Guttman, B., C. Miller, E. Yeh, M. StasM. Umhauer, N. Batra, F. Munschauer,
R. Zivadinov und M. Ramanathan (2008)leuromyelitis optica immunoglobulins as a
marker of disease activity and response to therapyatients with neuromyelitis
optica:' Mult Scler14(8) 1061-1067

Weise, G. und G. Stoll (2012)Magnetic resonance imaging of blood brain/nerveriear
dysfunction and leukocyte infiltration: closelyatdd or discordant?Front Neurol3:
178

Wingerchuk, D. M., W. F. Hogancamp, P. C. O'BriedB. G. Weinshenker (1999)THe
clinical course of neuromyelitis optica (Devic'sndypome): Neurology 53(5). 1107-
1114

Wingerchuk, D. M., W. F. Hogancamp, P. C. O'BriedB. G. Weinshenker (1999)THe
clinical course of neuromyelitis optica (Devic'sndypome)! Neurology 53(5). 1107-
1107

Wingerchuk, D. M., V. A. Lennon, C. F. Lucchinet8, J. Pittock und B. G. Weinshenker
(2007). The spectrum of neuromyelitis optithancet Neurob(9). 805-815

Wingerchuk, D. M., S. J. Pittock, C. F. Lucchineii. A. Lennon und B. G. Weinshenker
(2007). 'A secondary progressive clinical course is uncommareuromyelitis optic&.
Neurology68(8). 603-605

Wingerchuk, D. M. und B. G. Weinshenker (2003Jeliromyelitis optica: clinical predictors of
a relapsing course and survivaNeurology60(5) 848-853

Witebsky, E., N. R. Rose, K. Terplan, J. R. Paind R. W. Egan (1957)Chronic thyroiditis
and autoimmunizatiohJ Am Med Assod 64(13) 1439-1447

Xu, G. Y., S. Liu, M. G. Hughes und D. J. McAdod0(B). 'Glutamate-induced losses of
oligodendrocytes and neurons and activation of aasg3 in the rat spinal cortl.
Neurosciencd 53(4) 1034-1047

Yaksh, T. L. und T. A. Rudy (1976)Chronic catheterization of the spinal subarachnoid
space’ Physiol Behavl7(6). 1031-1036

92



Yi, J. H. und A. S. Hazell (2006)EXcitotoxic mechanisms and the role of astrocytitagnate
transporters in traumatic brain injuryNeurochem In#8(5) 394-403

Yu, X., D. H. Gilden, A. M. Ritchie, M. P. Burgooi. M. Keays und G. P. Owens (2006).
"Specificity of recombinant antibodies generatednfrmultiple sclerosis cerebrospinal
fluid probed with a random peptide libratyd Neuroimmunoll72(1-2) 121-131

Yu, X., M. Green, D. Gilden, C. Lam, K. Bautistadud. L. Bennett (2011).dentification of
peptide targets in neuromyelitis opticd. NeuroimmunoP36(1-2) 65-71

Zeng, X. N., X. L. Sun, L. Gao, Y. Fan, J. H. Diagd G. Hu (2007).Aquaporin-4 deficiency
down-regulates glutamate uptake and GLT-1 expras&io astrocytes. Mol Cell
Neurosci34(1) 34-39

Zhang, H., J. L. Bennett und A. S. Verkman (201'Bx vivo spinal cord slice model of
neuromyelitis optica reveals novel immunopathogeréchanism$.Ann Neurol 70(6).

943-954

93



7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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