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1 EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Als Multiple Sklerose (MS, Encephalomyelitis disseminata) wird eine chronisch-
entziindliche und nicht kurativ behandelbare Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS) bezeichnet. Durch Demyelinisierung,
Zerstorung von Neuronen und Bildung von sklerotischen Plagues kommt es im
Verlauf zu neurologischen Ausfallen und bleibender Behinderung. In
Deutschland sind etwa 200.000 Menschen von einer MS betroffen, 70 % davon
sind weiblich [1]. Mit einem Durchschnittsalter von ca. 31 Jahren bei
Krankheitsbeginn trifft die Erkrankung hauptsachlich junge Erwachsene und stellt
die haufigste Ursache fur chronische Behinderung in dieser Bevolkerungsgruppe
dar [2, 3]. Da nach 13 Krankheitsjahren nur noch 28 % der Patienten in Vollzeit
berufstatig sind, zeigt sich neben den personlichen Schicksalen auch eine

iImmense soziobkonomische Dimension der MS [2].

Die Ursachen der Erkrankung sind bisher weitgehend ungeklart. Diskutiert
werden sowohl genetische als auch Umweltfaktoren: Auf der einen Seite weisen
erstgradig Verwandte von MS-Patienten ein 25-fach, monozygote weibliche
Zwillinge sogar ein 170-fach hoheres Erkrankungsrisiko auf als die
Normalbevolkerung [4]. In einer kanadischen Adoptionsstudie entwickelte sich
bei n = 1.201 nicht-natirlichen Verwandten ersten Grades (Eltern, Geschwister,
Kinder) von Index-Patienten nur ein einziger Fall von MS. Dies war vergleichbar
mit der Pravalenz in der Normalbevdlkerung und deutlich unter dem erwartbaren
Risiko flr biologische Verwandte, was die Autoren zu dem Schluss fuhrte, dass
weder eine infektibse Ursache noch das h&usliche Umfeld fir die familiare
H&aufung der MS verantwortlich sein kénne [5]. Eine Assoziation mehrerer Allele
des humanen Leukozytenantigen-Systems (HLA) mit einem erh6hten MS-Risiko
wurde Uberdies in der Literatur mehrfach beschrieben [6]. Andererseits besteht
ein deutliches und nicht durch Populationsgenetik allein erklarbares Gefalle auf
der nordlichen Hemisphéare mit hoher MS-Pravalenz in Nordeuropa und

Nordamerika und kaum auftretender Erkrankung in Aquatorndhe, was zu der
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Hypothese fuhrte, Sonnenlicht und damit Vitamin D kénne positive bzw.
protektive Effekte auf die Erkrankung haben [6, 7]. Deseilligny und Souberbielle
fanden zum Beispiel in der Literatur mehrfach die Beobachtung niedriger Vitamin
D-Spiegel im Blut von MS-Patienten [8]. Migranten unter 15 Jahren Gibernahmen
das geringere Risiko der neuen Heimat, wenn sie von einer Region mit hoher
MS-Pravalenz in eine mit niedriger auswanderten. Bei einem Alter Uber 15 Jahren
anderte die Migration dagegen nichts am Erkrankungsrisiko [9]. Eine geringere
Exposition  gegenuber  Krankheitserregern in der  Kindheit in
Industriegesellschaften und einhergehend ein hoéheres Risiko fur spéatere
Autoimmunerkrankungen wurde ebenso wie Ernahrungsgewohnheiten oder
hormonelle Einfluisse (hohere Pravalenz bei Frauen, weniger MS-Schibe
wahrend einer Schwangerschaft) im Zusammenhang mit MS diskutiert [6].
Interessanterweise gibt es auch in Deutschland ein bisher unerklartes West-Ost-
Gefalle mit niedrigerer MS-Pravalenz in den neuen Bundeslandern [1]. Bei der
Diskussion um infektiose Trigger der MS spielt das Epstein-Barr-Virus (EBV) eine
zentrale Rolle. Nicht nur waren in einer Studie 100 % der untersuchten MS-
Patienten seropositiv gegentber EBV (im Vergleich dazu nur 90 % der gesunden
Kontroll-Probanden), eine EBV-Reaktivierung war aullerdem mit der
Krankheitsaktivitat der MS assoziiert [10]. Ergdnzend wurde eine Korrelation
EBV-spezifischer und Hirn-reaktiver B-Zellen im Blut von MS-Patienten
beschrieben. Dieser Zusammenhang war allerdings nur in Remission
nachweisbar, vermutlich weil die Immunzellen wahrend eines akuten Schubes im
ZNS akkumulierten [11]. Die Fahigkeit des Virus infizierte B-Zellen zur
Proliferation anzuregen, wurde als Erklarung fir B-Zell-Ansammlungen
(Kapitel 1.4) im ZNS von MS-Patienten diskutiert [12].

Die Zusammenschau dieser durchaus kontroversen Studienergebnisse deutet
am ehesten darauf hin, dass im Sinne einer multifaktoriellen Genese genetisch
anfallige Individuen bei Exposition gegenuber entsprechenden Umweltfaktoren

das hochste Risiko aufweisen eine MS zu entwickeln.



1.1.2 Klinik, Stadien und Verlaufsformen

Da alle Bereiche des ZNS betroffen sein konnen, manifestiert sich eine MS von
Patient zu Patient mitunter sehr verschieden [13]. Wirde man trotzdem
versuchen den ,klassischen® Lehrbuchpatienten zu beschreiben, bestiinde als
typisches Erstsymptom im Rahmen einer Optikusneuritis eine Visusminderung
mit schmerzhafter Augenbewegung. Weitere Frihsymptome kdnnen u.a. eine
Storung der Okulomotorik (z.B. Abduzensparese), Sensibilitatsstorungen (z.B.
positives Lhermitte-Zeichen bei spinaler L&sion: Kribbelparasthesien bei
Nackenbeugung) oder Fatigue sein [13]. Im Verlauf ist eine motorische
Schwache der Extremitaten haufig, die bis zur spastischen Paraparese und zum
Funktionsverlust fihren kann. Bei Befall des Kleinhirns (Zerebellum) kann es u.a.
zu einer Ataxie und zum Aktionstremor kommen. Des Weiteren sind Sexual-,
Blasen- oder Mastdarmentleerungsstérungen moglich und psychopathologische
Veranderungen bei der Mehrzahl der Patienten vorhanden (z.B.
Gedachtnisdefizite) [13]. In einer multizentrischen, deutschen Querschnittstudie
waren 6 % der MS-Patienten permanent an den Rollstuhl gebunden [2]. Die
Einschrankung in den verschiedenen Funktionssystemen (Pyramidenbahn,
Visus, Sensibilitdt, Kleinhirn etc.) wird mit besonderer Gewichtung der
Gehfahigkeit zur klinisch weit verbreiteten Expanded Disability Status Scale
(EDSS) zusammengefasst, die versucht die Stadien bzw. den Schweregrad der
Erkrankung von O (normale Neurologie) bis 10 (Tod durch MS) widerzuspiegeln.
Ab einem EDSS von 4, der im Mittel nach 6 Krankheitsjahren erreicht wird,
machen sich Einschréankungen in der Mobilitat bemerkbar, ab einem EDSS von
7 (durchschnittlich nach 30 Krankheitsjahren) sind die Patienten weitestgehend

an den Rollstuhl gebunden [13].

Klassischerweise werden drei Verlaufsformen der MS aufgefiihrt: Bei 85 % der
Patienten beginnt die Krankheit schubférmig (RRMS), wobei ein Schub durch
eine Symptomverschlechterung Uber mindestens 24 Stunden definiert wird, die
nicht durch eine erhohte Korpertemperatur (Uhthoff-Phanomen, z.B. im Rahmen
eines Infektes oder heil3en Bades) bedingt ist und sich teilweise oder vollstandig
zurlUckbildet. Zwischen zwei Schiben, die per definitionem einen Abstand von

mindestens 30 Tagen zueinander haben missen, darf sich der klinische Zustand
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Uberdies nicht verschlechtern [3, 13]. Bei etwa der Halfte dieser RRMS-Patienten
treten die Schibe nach mehreren Jahren zugunsten eines sekundar
progredienten Krankheitsverlaufes mit  kontinuierlich zunehmender
Symptomverschlechterung in den Hintergrund (SPMS) [13]. Die restlichen 15 %
der Betroffenen weisen bereits zu Beginn ihrer Erkrankung einen primar
progredienten Verlauf ohne Schibe mit zunehmender Behinderung tiber Monate
auf (PPMS) [13, 14]. Epidemiologisch unterscheidet sich die PPMS aul3erdem
von der RRMS: Es zeigt sich kein Haufigkeitsunterschied zwischen den
Geschlechtern und die Patienten erkranken i.d.R. spater (etwa 40. Lebensjahr)
[14].

1.1.3 Diagnose und Therapie

Neben der neurologischen Untersuchung und einer elektrophysiologischen
Latenzverzdgerung bei verschiedenen evozierten Potenzialen, spielt die kranielle
Magnetresonanztomographie (MRT) eine wichtige diagnostische Rolle.
Periventrikulare Entmarkungsherde, (sub-) kortikale, infratentorielle, zerebellare
oder spinale Lasionen charakterisieren dabei typische Befunde [13, 15]. In der
Liguordiagnostik finden sich neben einer lymphozytaren Pleozytose ein erhéhter
Liquor/Serum-Immunglobulin (Ig) G-Index und bei 95 % der MS-Patienten
oligoklonale Banden (OKB) bei der Elektrophorese, wobei es sich um intrathekal
produziertes 1gG handelt [13, 15]. Bei 90 % der Patienten gelingt Gberdies der
Nachweis einer IgG-Produktion gegen das Masern-, Rételn- und Varizella-
Zoster-Virus im ZNS (MRZ-Reaktion) [15]. Fur die Diagnosestellung haben sich
die McDonald-Kriterien bewdahrt. Diese wurden zuletzt 2017 revidiert und
vereinfacht [16]. Wie in den vorherigen Versionen wird eine raumliche und
zeitliche Dissemination gefordert: Die klinische Beobachtung mindestens zweier
Schibe und unterschiedlicher Manifestationsorte qualifiziert dabei ebenso zur
Diagnose MS wie beispielsweise ein Schub mit mehreren klinisch
objektivierbaren Lasionen und dem gleichzeitigen Nachweis von Gadolinium-
anreichernden und nicht-anreichernden Lasionen in der MRT [16]. Bei
Erstmanifestation charakteristischer Symptome konnte eine MS nach den alten
Kriterien u.U. noch nicht diagnostiziert werden (Fehlen der zeitlichen

Dissemination). Bei diesem sogenannten klinisch isolierten Syndrom (KIS) ist es
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allerdings im Sinne des frihen Therapiebeginns mittlerweile mdglich eine
Diagnose zu forcieren: Dazu bedarf es einer typischen Symptomatik, der
drtlichen Dissemination in Klinik oder Bildgebung und liquorspezifischen OKB
[16]. Bei ca. 50 % der KIS-Patienten entwickelt sich im Verlauf eine manifeste

MS [15], wobei ein positiver Liquorbefund einen Pradiktor darstellt [16].

Die an dieser Stelle vereinfacht wiedergegebene, medikamenttse Stufentherapie
der MS bezieht sich auf die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie
(DGN) aus dem Jahr 2014 [14]. Um unter anderem der aktuellen Revision der
McDonald-Kriterien in der Leitlinie Rechnung zu tragen, ist wohl noch in diesem
Jahr mit einer Uberarbeiteten Fassung zu rechnen [17]. Die medikamentdse
Therapie ist als Baustein eines multimodalen Therapiekonzeptes (z.B. erganzt
durch  Physiotherapie,  psychologische  Unterstitzung,  Ergotherapie,
Antispastika) zu verstehen [14]. Leitliniengerecht sind als akute Schubtherapie
hauptséachlich hochdosierte Glukokortikoide vorgesehen [14]. Moderate Verlaufe
einer RRMS werden im Wesentlichen verlaufsmodifizierend mit
Immunmodulatoren wie Interferon-B (IFN-B), Glatirameracetat, Dimethylfumarat
oder Teriflunomid therapiert. Bei hoch-aktiven Verlaufen einer RRMS wird
bevorzugt der gegen das Cluster of Differentiation (CD) 52 gerichtete Antikdrper
Alemtuzumab, der gegen das Very Late Antigen (VLA) 4 gerichtete Antikorper
Natalizumab oder das in dieser Arbeit untersuchte Fingolimod (FTY720)
verwendet (Kapitel 1.2) [14]. Seit Anfang 2018 ist auch der anti-CD20 Antikérper
Ocrelizumab fir die Therapie der RRMS in der Europaischen Union zugelassen.
Dieser Antikdrper kann sogar zur Behandlung der PPMS, fir die zuvor keine
medikamentdsen Optionen verfligbar waren, eingesetzt werden (Kapitel 1.1.4.1)
[18]. Fingolimod zeigte dagegen bei der PPMS in einer randomisierten und
doppelblinden Phase llI-Studie (INFORMS) mit n = 823 Patienten keinen Vorteil
verglichen mit Placebo [19].

Das therapeutische Konzept der SPMS basiert in der Leitlinie v.a. auf IFN-$ und

dem Immunsuppressivum Mitoxantron [14]. Im Marz 2018 erschien aufl3erdem

die lange erwartete EXPAND-Studie, die die Nachfolgesubstanz von FTY720,

Siponimod (BAF312), in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten Phase llI-

Studie an n = 1.645 SPMS-Patienten in 31 Landern testete [20]. Signifikant
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weniger Patienten zeigten in der Siponimod-Gruppe nach 3 und 6 Monaten einen
Fortschritt der Behinderung im Vergleich zur Placebo-Behandlung. Bei ahnlichem
Nebenwirkungsprofil wie Fingolimod (Kapitel 1.2.4), konnte Siponimod daruber
hinaus in der MRT den Verlust an Hirnvolumen minimieren [20]. Weniger
Patienten entwickelten Gadolinium-anreichernde T1-Lasionen und auch
bezuglich der Anzahl an neuen oder vergréf3erten Lasionen in der T2-Wichtung
war die Placebo-Gabe unterlegen. Interessanterweise zeigte sich jedoch bei
einem Gehtest Uber 25 Meter nach 3 Monaten kein Unterschied zwischen den
Gruppen, was laut Autoren aber daran liegen konnte, dass mehr als die Halfte
der Patienten zu Studienbeginn bereits auf Gehhilfen angewiesen war [20]. Als
Konsequenz aus den EXPAND-Ergebnissen ist die Zulassung von Siponimod fur

die SPMS in Zukunft zu erwarten.

1.1.4 Pathogenese und Immunologie

Die Immunologie der MS ist bis heute nur in Teilen verstanden und Gegenstand
lebhafter Diskussionen. Ein Grund dafir kdnnte sein, dass zum Zeitpunkt einer
MS-Diagnose die Immunprozesse schon lange angelaufen sind und sich die
frihen Meilensteine der Pathogenese so weitgehend den Forschern entziehen
[21]. Ein grol3er Teil des heutigen Verstdndnisses basiert deshalb auf
Tiermodellen der MS (Kapitel 1.3), die nur bedingt auf den Menschen zu
Ubertragen sind [13]. Wahrend im Stadium der RRMS hauptséchlich
inflammatorische Prozesse fir die Schibe verantwortlich sind, stehen im
weiteren Krankheitsverlauf bei der SPMS Demyelinisierung, axonaler Schaden
mit Neuronenverlust und Hirnatrophie im Vordergrund [6, 13, 22]. Akute Herde
beim Menschen sind hauptsachlich durch perivaskulare und an T-Zellen reiche
Infiltrate gekennzeichnet [13, 23], wohingegen intrameningeale und lymphoid
aktive B-Zell-Ansammlungen eher ein Merkmal der SPMS darstellen (Kapitel 1.4)
[24 - 26].

Vermutlich verlauft die Immunpathogenese in folgenden, vereinfachten Schritten:

Ein unspezifischer Entzindungsprozess (bystander activation) oder eine

Kreuzreaktion aus koérpereigenen und fremden Strukturen, wie z.B. viralen

Proteinen (molecular mimicry), fuhrt in der Peripherie zur Bildung von

autoreaktiven T-Zellen, die von einer antigenprasentierenden Zelle (APZ)
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aktiviert werden [6, 22]. Die Kontrolle durch regulatorische T-Zellen ist dabei
fehlgeleitet und es kann keine Immuntoleranz vermittelt werden [13]. Den
aktivierten T-Zellen gelingt es nun die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu Uberwinden
(Transmigration) und das ZNS zu infiltrieren [22]. Die CD4* und CD8" T-Zellen
werden am Zielort von Mikrogliazellen erneut aktiviert und attackieren durch
proinflammatorische Zytokine bzw. durch die Stimulation von z.B. Makrophagen
die Myelinscheide (,Pattern I“-Lasion) [22, 27]. Durch Interleukine (IL) werden
Uberdies B-Zellen zur Produktion von spezifischen Auto-Antikbrpern angeregt,
die ihrerseits die Myelinscheide schadigen bzw. durch die Aktivierung der
Komplementkaskade zur Entmarkung beitragen konnen (,Pattern [I“-Lasion)
[22, 27]. Wahrscheinliche Antigene der Myelinscheide sind dabei u.a. das Myelin-
Basische-Protein (MBP), das Proteolipidprotein (PLP) oder das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) [6, 21]. Da die Remyelinisierung
unzureichend bleibt, kommt es im Verlauf zu axonaler Degeneration und einer

sklerotischen Narbe (namensgebend fur die Erkrankung) [22, 23].

Entgegen der lange giltigen Annahme, eine MS sei auf das ZNS beschréankt,
bestehen erste Hinweise, dass auch das enterische Nervensystem (ENS)
betroffen sein konnte: Nicht nur zeigen viele Patienten gastrointestinale
Symptome, es wurden beispielsweise auch Autoantikdrper gegen ENS-Antigene
im Plasma von Patienten gefunden, wahrend diese bei einem Kontrollkollektiv
fehlten [28]. In Kolon-Gewebeproben von MS-Patienten konnte im Gegensatz zu
den Kontrollen eine ENS-Degeneration festgestellt werden und im Mausmodell
war eine ENS-Beteiligung sogar noch vor Einsetzen der neurologischen

Symptomatik zu beobachten [28].

1.1.4.1 Die Rolle der B-Zellen
Das derzeitige Interesse an der B-Zell-orientierten MS-Forschung griindet sich

auf einige klinische und experimentelle Beobachtungen: Patienten mit einem KIS

wiesen im Liquor klonal expandierte B-Zellen und eine somatische

Hypermutation in den variablen Ig-Schwerketten-Genen auf [29]. Sowohl die

Vermehrung der B-Zellen als auch die Affinitdtsreifung waren Ausdruck einer

adaptiven Immunantwort und deuteten auf eine Beteiligung der B-Zelle schon im

Anfangsstadium einer MS hin [29]. Bei zehn von 13 KIS-Patienten mit klonal
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expandierten, intrathekalen B-Zellen entwickelte sich innerhalb von 6 Jahren eine
definite MS [29]. AuRRerdem impliziert der regelhafte diagnostische Nachweis von
Antikorpern, die im ZNS produziert wurden (OKB), ein guinstiges Milieu fur B- und
Plasmazellen, um im ZNS von MS-Patienten zu Uberleben und zu proliferieren
[30]. Des Weiteren stellten ,Pattern I1“-Lasionen (Antikdrperablagerung und
Komplementaktivierung, Kapitel 1.1.4) in einer Untersuchung von
83 Gewebeproben die haufigste Form der Demyelinisierung dar [27].
Passenderweise sprach dieser Lasionstyp auch am besten auf eine
therapeutische Plasmapherese (Antikorperextraktion) an [31, 32]: Dieses
Verfahren verbesserte bei 55 % der Patienten mit ,Pattern llI“-Lasionen die
klinische Symptomatik und bei 40 % den EDSS [32]. Bei der Untersuchung von
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von 67 MS-Patienten
konnten daruber hinaus bei 79 % ZNS-reaktive B-Zellen gefunden werden,

wahrend dies in der Kontrollgruppe nicht der Fall war [33].

Nicht Uberraschend zeigten also auch Studien zur B-Zell-Depletion
therapeutische Erfolge bei der MS: Der chimare anti-CD20 Antikdrper Rituximab
verminderte im Vergleich zu Placebo bei RRMS-Patienten (n = 104) die
inflammatorischen Hirn-Lasionen und die Schibe [34]. Der neuere humanisierte
anti-CD20 Antikorper Ocrelizumab zeigte sich ebenfalls bei der RRMS im
Vergleich zu einer Placebo- und IFN-B-Behandlung tberlegen [35, 36]. Wahrend
der Verlauf einer PPMS durch Rituximab nicht signifikant beeinflusst werden
konnte [37], erwies sich eine Ocrelizumab-Behandlung auch bei dieser
Verlaufsform als vorteilhaft: In der randomisierten, Placebo-kontrollierten
ORATORIO-Studie (n = 732) wurde das Fortschreiten der Behinderung und die
Progression im MRT-Befund der PPMS-Patienten verlangsamt [38].

Zusammenfassend geht die Rolle der B-Zelle wohl Giber die oben beschriebene
humorale Funktion hinaus (Kapitel 1.1.4). B-Zellen fungieren als APZs fur
autoreaktive T-Zellen, kénnen diese stimulieren und in das ZNS locken, nachdem
sie selbst Uber die entzundlich geschadigte BHS gelangt sind [6]. Fur die
Migration und die Aggregation im entzindeten ZNS spielen anziehende
Chemokine wie z.B. CXCL13 eine entscheidende Rolle (Kapitel 2.4.3) [12, 39].
Die B-Zelle agiert vermutlich als Verbindungsglied zwischen dem humoralen und
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zellularen Schenkel des Immunsystems [13], so dass die Pathogenese am
ehesten auf einem Zusammenspiel aus gestorter B-Zell-Aktivierung und T-Zell-
vermittelter Immunantwort basiert [12]. Weitere Argumente fir einen zentralen

Stellenwert der B-Zelle in der Pathogenese der MS finden sich in Kapitel 1.4.

1.2 Fingolimod
1.2.1 Meilensteine der Entwicklung

In der traditionellen chinesischen Medizin war der Pilz Isaria sinclairii bereits als
Mittel flr die ewige Jugend bekannt, bevor fur sein Stoffwechselprodukt ISP-I
(Myriocin) eine starke immunsuppressive Wirkung beschrieben wurde [40]. Nach
chemischen Vereinfachungen mit dem Hintergedanken die Toxizitat und die
pharmakologischen Eigenschaften dieser Ausgangssubstanz zu verbessern,
konnte FTY720 im Jahr 1992 zum ersten Mal synthetisiert werden [41, 42]. Ein
Jahrzehnt spater wurde dann, gerade im Hinblick auf einen Einsatz in der
Transplantationsmedizin, ein Wirkmechanismus fiur die phosphorylierte Form von
Fingolimod (FTY720P) beschrieben: Strukturelle Ahnlichkeit zu Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) und Modulation der Lymphozyten-Zirkulation durch Bindung an
S1P-Rezeptoren (S1PR, Kapitel 1.2.3) [43]. Da eine Kombinationstherapie mit
Fingolimod bei Patienten nach Nierentransplantation dem
Standardtherapieschema gegenuber allerdings nicht Uberlegen war, im
Gegenteil sogar ein ungunstigeres Nebenwirkungsprofil aufwies, wurde dieses
Einsatzgebiet wieder verlassen [44, 45]. Im Jahr 2010 wurde FTY720 dann unter
dem Handelsnamen Gilenya in Europa und den USA als erstes orales

Medikament Uberhaupt zur Behandlung der RRMS zugelassen [46].

1.2.2 S1Pund S1PR

S1P ist Uberwiegend das Produkt der ubiquitdr vorkommenden Sphingosin-

Kinase (SPK) 1 und wirkt Gber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (S1PR1-s) auf
verschiedene Zelltypen (u.a. Lymphozyten, Neurone, Astrozyten, Mikroglia und
Oligodendrozyten) [42, 47]. S1P ist somit in viele Signalwege, z.B. in
Proliferation, Zell-Zell-Kontakte, Differenzierung oder in das Uberleben der

betreffenden Zelle eingebunden [48]. Gerade im ZNS kommt es in hoher
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Konzentration vor [49] und wirkt zum Beispiel Gber S1PR1 chemoattraktiv auf
neurale Stamm- und Progenitorzellen bei Ruckenmarksverletzungen [50].
Fingolimod wird dagegen vorwiegend durch die SPK 2 zum S1P-Analogon
FTY720P phosphoryliert (Abbildung 1 A, B) und bindet ebenfalls an vier der funf
S1P-Rezeptoren (S1PRi3s) [43, 51]. Die Nachfolgesubstanz Siponimod
(Kapitel 1.1.3, Kapitel 4.4) vermittelt ihre Effekte dagegen nur Gber die S1PR15

und ist somit noch selektiver [52].

1.2.3 Wirkmechanismen und Pharmakologie

Durch die Retention von zirkulierenden Lymphozyten in den sekundar
lymphatischen Organen (SLOs) sorgt Fingolimod fir eine Abnahme der
Lymphozytenzahl im peripheren Blut und hindert somit auch die autoreaktiven
Immunzellen daran ins ZNS zu gelangen und dort Schaden zu verursachen [47].
Physiologisch herrscht im Blut und der Lymphe eine hohe, im Lymphknoten
dagegen eine niedrige S1P-Konzentration, woraus ein auswarts gerichteter S1P-
Gradient resultiert [53]. Zirkulierende Lymphozyten (mit herunterreguliertem
S1PR1) gelangen auf der Suche nach ihrem spezifischen Antigen irgendwann in
einen Lymphknoten. Der Ubertritt aus einer hochendothelialen Venole (HEV) in
das lymphatische Gewebe basiert dabei auf einem komplexen Zusammenspiel
aus Integrinen, Selektinen und Chemokin-Rezeptoren und ist nicht vom S1P-
Gradienten abhangig [53]. Im SLO treffen die Lymphozyten entweder kein
passendes Antigen an und regulieren nach einiger Zeit den S1PR1 hoch oder sie
werden von einer APZ aktiviert. In diesem Falle wird der S1PR1 zuerst weiter
herunterreguliert. Dadurch wird die Immunzelle unempféanglich fir den S1P-
Gradienten und verbleibt im Zuge der Proliferation und Differenzierung im
Lymphknoten, bevor im Anschluss der S1PR1 auf der Zelloberflache reexprimiert
wird. In beiden Szenarien kann der Lymphozyt dann dem S1P-Gradienten
folgend das lymphatische Gewebe wieder verlassen (Abbildung 1 C) [47, 48, 54].
FTY720P ist u.a. ein S1IPRi-Modulator: Einerseits stof3t es, ebenso wie S1P,
initial eine intrazellulare Signalkaskade und anschlie3end die Internalisierung des
Rezeptors an (Agonismus), andererseits bewirkt FTY720P eine Degradierung
des Rezeptors im Proteasom (funktioneller Antagonismus), wahrend eine S1P-
Bindung zum Recycling des S1PRifuhrt [48]. Ein Lymphozyt ohne S1PR: auf der
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Zelloberflache ist in der Folge nicht mehr in der Lage, anhand des S1P-
Gradienten aus dem lymphatischen Organ auszuwandern (Abbildung 1 D) [55].

Prinzipiell gilt dieser Mechanismus sowohl fur T- als auch B-Zellen [48, 54].

Es wird vermutet, dass S1PR-abhangige Signalwege bei neurodegenerativen
Erkrankungen einen wichtigen Stellenwert haben [56]. So exprimieren
beispielsweise Astrozyten in MS-L&sionen vermehrt die S1PRai3 auf ihrer
Zelloberflache [57]. Da die verschiedenen S1PR auch in vielen anderen
Nervenzellen eine Rolle spielen (Kapitel 1.2.2), stehen als Wirkmechanismus
neben oben beschriebener Umverteilung der Lymphozyten auch direkte Effekte
von FTY720P auf das ZNS zur Diskussion: Tierversuche zeigten, dass sich das
lipophile Fingolimod tber die BHS im Gehirn verteilen [58] und dort phosphoryliert
werden kann (endogene SPK 2) [59]. In verschiedenen in vitro und in vivo
Versuchsansatzen konnte FTY720 dartber hinaus neuroprotektiv und direkt anti-
inflammatorisch wirken [57, 60]. Fingolimod verminderte zum Beispiel die
Apoptose von menschlichen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen deutlich [61] und
verbesserte Uber die S1PRs5 in vitro die Remyelinisierung [62]. Eine definitive
Klarung einer direkten Wirkung von Fingolimod im menschlichen ZNS bedarf

letztlich allerdings weiterer Studien.

Beim Menschen werden in der Regel 0,5 mg Fingolimod taglich oral verabreicht,
die Bioverfugbarkeit ist mit 93 % hoch und die Halbwertszeit betragt 6 - 9 Tage
[46]. Das Medikament wird unter anderem Uber die Leber (Cytochrom P 4F2)
verstoffwechselt (Anpassung der Dosis bei gestorter Leberfunktion) und

anschlieBend renal eliminiert [46].
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Abbildung 1: Struktur und Wirkmechanismus von Fingolimod. A, B) Strukturelle
Ahnlichkeit zwischen S1P und FTY720P. C) Vereinfachte physiologische Zirkulation
eines Lymphozyten durch einen Lymphknoten. Da S1P in der Lymphe in hoher und
im Lymphknoten in niedriger Konzentration vorliegt, verlasst der Lymphozyt nach
Hochregulation des S1PR:1 dem Gradienten folgend das SLO mit der efferenten
Lymphe. Antigenkontakt fuhrt zuvor zu einer Herunterregulierung des Rezeptors,
womit der Lymphozyt fur die Zeit der Proliferation und Differenzierung dem Gefalle
gegenuber unsensibel wird und im SLO verbleibt. D) Weil Fingolimod zu einer
Internalisierung und Degradierung des S1PR:i fihrt, verhindert es den S1P-
getriebenen Lymphozytenegress. Abbildung basierend auf einer Grafik aus [47].
Ubernahme der Molekilstrukturen mit freundlicher Genehmigung von
Prof. Dr. Jerold Chun. FTY720P, FTY720-Phosphat; HEV, Hochendotheliale
Venole; S1P, Sphingosin-1-Phosphat; S1PR, Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor;
SLO, Sekundar lymphatisches Organ.
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1.2.4 Zulassungsstudien und therapeutischer Stellenwert

Im Jahr 2010 wurden zwei randomisierte Phase IllI-Doppelblind-Studien
veroffentlicht, die die Wirksamkeit einer Fingolimod-Behandlung bei RRMS-
Patienten belegten: In der auf 24 Monate ausgelegten FREEDOMS-Studie
(n =1.033) wurde die FTY720-Therapie mit Placebo-Gabe verglichen. Unter
taglicher Fingolimod-Einnahme war das Schubrisiko reduziert und die Zeit bis
zum nachsten Schub verlangert. Ebenso schritt die Behinderung langsamer fort,
es waren weniger Gadolinium-anreichernde Lasionen in der MRT zu sehen und
der Verlust von Hirnvolumen war geringer als bei der Placebo-Gruppe [63].
Ahnliche Ergebnisse konnte die TRANSFORMS-Studie (n = 1.153) uber
12 Monate beim Vergleich der Fingolimod- und IFN-B-Therapie liefern. Auch hier
zeigten sich unter FTY720 weniger Schibe und ein geringerer Verlust an
Hirnvolumen sowie weniger neue oder vergréRerte Gadolinium-anreichernde
Lasionen in der MRT. In Bezug auf das Fortschreiten der Behinderung bestand
dagegen kein Unterschied zwischen den beiden Therapieformen [64]. Da
FTY720 bei der RRMS-Behandlung im Vergleich zu den beschriebenen
Transplantations-Studien (Kapitel 1.2.1) in Monotherapie gegeben und geringer
dosiert werden kann, stellt sich das Nebenwirkungsprofil deutlich vergunstigt dar
[46]. Die Lymphopenie unter FTY720-Behandlung beruht auf einer reversiblen
Umverteilung der Lymphozyten und nicht auf einer Depletion, wodurch das
Infektionsrisiko im Gegensatz zu herkdmmlichen Immunsuppressiva nur gering
erhoht ist, zumal die Lymphknoten- und Lymphozytenfunktion, ebenso wie die
humorale Abwehr, intakt bleiben (Kapitel 3.3.3) [48]. Auch sind die Effektor-
Gedéachtnis-T-Zellen, welche nicht durch die Lymphknoten zirkulieren, sondern
in peripherem Gewebe eine direkte Antwort auf etwaige Pathogene ermdglichen,
von FTY720 unbeeintrachtigt [65]. Trotzdem traten im FTY720-behandelten
TRANSFORMS-Patientenkollektiv zwei Todesfalle aufgrund von Infektionen
(Herpes-Simplex-Enzephalitis und primére, disseminierte Varizella-Zoster-
Infektion) auf, wobei in beiden Fallen zusatzlich Kortikosteroide verabreicht
wurden [64]. Das Spektrum der unerwinschten Arzneimittelwirkungen in den
beiden Zulassungsstudien umfasste ansonsten u.a. LeberwerterhGhungen,

Makuladdeme, unkomplizierte Herpesvirusinfektionen und kardiovaskulare
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Nebenwirkungen (Hypertension, Atrioventrikularer Block 1° und I1°, Bradykardie)
[63, 64]. Als Konsequenz der haufigen Bradykardien zu Beginn der Therapie
sollte ein Patient leitliniengerecht nach der ersten FTY720-Gabe fur 6 Stunden
am Monitor tberwacht werden [14]. Auch wenn in den beiden Zulassungsstudien
kein Zusammenhang zwischen FTY720-Therapie und malignen Erkrankungen
beschrieben wurde (kleine n-Zahl), warnte ein Rote-Hand-Brief aus dem Jahr
2016 vor Fallen von Basalzellkarzinomen. Im gleichen Brief wurde Uber das
Auftreten einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) unter

Fingolimod-Behandlung berichtet [66].

Die hochaktive Verlaufsform der RRMS stellt derzeit die einzige Indikation fur
FTY720 dar, auch wenn der Einsatz bei anderen Krankheitsentititen (z.B.
Psoriasis, rheumatoide Arthritis, chronisch entziindliche Darmerkrankungen oder
Sepsis) ebenfalls vorteilhaft sein kdnnte [46]. Die Zulassung von Fingolimod
rickte neben den S1PR auch weitere Rezeptoren aus der Lysophospholipid-
Familie in den Fokus Klinischer Forschung, so dass das Medikament ein
Wegbereiter  fir  neuartige = Therapieoptionen  bei  verschiedensten

Krankheitsbildern werden konnte [52].

1.3 Experimentelle autoimmune Encephalomyelitis

1.3.1 Entwicklungsgeschichte

Der amerikanische Virologe Thomas Milton Rivers war Mitte der 1930er Jahre
fasziniert von dem Ph&nomen, dass die damalige Tollwut-Vakzine (ZNS-Material
infizierter Kaninchen) bei manchen Impflingen zu Lahmungen fuhrte (post-
vaccinal encephalomyelitis) [67]. Es gelang ihm daraufhin bei Rhesus-Affen
durch Injektion von Hirnextrakten aus Kaninchen eine akute disseminierte
Encephalomyelitis auszulésen [68, 69]. Jahre spater beschleunigte die
Einfihrung von Freund-Adjuvans bei Versuchen an Meerschweinchen die
Induktion der experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE), wobei das
,A“ noch fur ,allergisch® stand, die Bezeichnung, die in der damaligen Zeit einer
Entziindung am né&chsten kam [67]. Um das Jahr 1970 herum wurden Parallelen
zwischen einer EAE und MS beschrieben [70, 71] und erst in den 1980er Jahren
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setzte sich der relativ neue Begriff ,autoimmun® durch [67]. Heute ist die EAE bei
multiplen Spezies anwendbar, darunter Ratten und verschiedene murine
Stamme [72]. Sie ist deshalb so essentiell fur die MS-Forschung, da es kaum
maoglich ist parallel zum Krankheitsverlauf aktuelle menschliche Hirngewebe-

Proben fir die Histopathologie zu gewinnen [73].

1.3.2 Klassische Modelle

Wie in Kapitel 1.3.1 schon angeklungen, lasst sich eine Autoimmunantwort gegen
die Myelinscheiden z.B. in Nagern erzielen, wenn die Tiere mit verschiedenen
ZNS-Antigenen und durch Adjuvantien verstarkt immunisiert werden (aktive EAE)
[13]. Dieses Verfahren kann z.T. durch zusatzliche Injektion von Pertussis-Toxin
(PTX), welches neben direkt stimulativen Effekten auf das Immunsystem die BHS
fur die Migration von autoreaktiven Lymphozyten 6ffnet, zuverlassiger und
effektiver gemacht werden [74]. Es existiert eine Vielzahl an EAE-Modellen, die
je nach der fur sie charakteristischen Kombination aus Versuchstier und ZNS-
Antigen verschiedene Teilaspekte der MS abbilden kdnnen: Die PLP-induzierte
EAE in SJL/J-Mausen verlauft beispielsweise schubférmig, wahrend die MOG-
induzierte EAE in Lewis N1-Ratten durch einen chronischen Verlauf
gekennzeichnet ist. Wird die EAE in B10.PL-Mausen durch MBP ausgelfst,
erleiden die Tiere eine monophasische Krankheitsattacke, von der sie sich
anschlieBend erholen [72]. Je nach Modell treten die Lasionen Uberdies an
spezifischen Lokalisationen im ZNS auf und weisen z.T. neben der Infiltration
auch eine demyelinisierende Komponente auf [73, 75]. Die meisten EAE-Modelle
sind T-Zell-vermittelt, durch einen Transfer von autoreaktiven T-Zellen in ein
gesundes Tier kann eine EAE sogar ausgelost werden (passive EAE, adoptive
transfer EAE) [13, 72].

Unbestritten sind EAE-Modelle in der Grundlagenforschung oder bei der
Etablierung neuer Therapieoptionen (u.a. Fingolimod) auf3erst hilfreich, dennoch
kénnen sie, ob der Vielschichtigkeit und Komplexitdt der MS, niemals alle
Facetten der Erkrankung umfassen [72]. Das ,beste“ EAE-Modell gibt es aus
diesem Grund nicht, am ehesten ist die zielfihrende Kombination verschiedener

Modelle der Realitdat am nachsten [76]. Es bleibt daher entsprechend schwierig
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Ergebnisse aus den Tierversuchen auf den Menschen zu Ubertragen, bzw.

direkte Schlusse fur die Klinik zu ziehen [73].

1.3.3 B-Zell-abhangige EAE

Elliot et al. fihrten 1997 das Fusionsprotein MP4 ein, das aus Abschnitten der

beiden haufigsten Myelinantigene, MBP und PLP, besteht. Dies geschah unter
der Vorstellung, dass die intravendse Applikation von Antigenen eine gewisse
Immuntoleranz erzeugen und damit MP4 (tolerogenic protein) einen
therapeutischen Nutzen bei der MS haben kodnne [77]. Tatsachlich waren
entsprechende EAE-Versuche an immunisierten SJL/J-Mausen
vielversprechend: Nicht nur konnte eine MP4-Behandlung den EAE-Beginn
verhindern, sie verbesserte auf3erdem den klinischen Verlauf einer bestehenden
EAE drastisch. In der gleichen Studie lie sich durch MP4 bei gesunden SJL/J-

Mausen allerdings auch effektiv eine EAE induzieren [77].

Angesichts der gestiegenen Aufmerksamkeit fur B-Zellen in der MS-Forschung
(Kapitel 1.1.4.1) bei gleichzeitig fehlender B-Zell-Beteiligung in den klassischen
EAE-Modellen (Kapitel 1.3.2) [72] entwickelten Kuerten et al. diese Erkenntnis
weiter: Im Jahr 2006 stellten sie ein B-Zell-abhangiges, MP4-induziertes EAE-
Modell in C57BL/6- (Black 6-, B6-) Mausen vor [76]. Der beliebte B6-Hintergrund
galt dabei aufgrund der einfachen Verfiigbarkeit genetisch veranderter knock-out
(KO) und knock-in Stamme als besonders praktisch [73, 75]. MP4 konnte in
diesen Versuchen reproduzierbar einen schweren, chronifizierenden EAE-
Verlauf in Wildtyp-Mausen und verspatet in CD8-KO-Mausen induzieren. B-Zell-
defiziente Mause entwickelten im Vergleich dazu keine schwere EAE, CD4-KO-
Mause waren ganzlich resistent gegentber einer EAE-Induktion [76]. In spateren
Versuchen konnte bei verschiedenen B-Zell-defizienten Stammen durch MP4
keine EAE ausgel6st werden [78]. Nach Transfer von Myelin-reaktiven und MP4-
spezifischen Antikérpern aus immunisierten Wildtyp-Tieren entwickelten die
immunisierten B-Zell-defizienten Mause dagegen wiederum eine schwere EAE
[78]. Diese Ergebnisse charakterisierten die neuartige MP4-EAE als T- und, als
eines von nur sehr wenigen Modellen, B-Zell-abhangig und Antikérper-vermittelt
[72, 76, 78]. Das histologische Bild der MP4-induzierten EAE war von
perivaskular gelegenen Infiltraten und im Verlauf von demyelinisierten Arealen
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mit Verlust von Nervenfasern gepragt [76, 78]. Das Intervall vom Einsetzen der
klinischen Symptomatik bis zum Ubergang in ein chronisches Stadium einige
Tage nach Erreichen des hochsten EAE-Scores (Kapitel 2.3.3) wurde und wird
auch in dieser Arbeit als akute EAE definiert [75]. Die Infiltrate fanden sich im
akuten Krankheitsstadium v.a. im Gehirn (meningeal und periventrikular) und
spater auch im Ruckenmark. Infiltrate im Kleinhirn waren erst 25 Tage nach
Immunisierung nachweisbar und nahmen im Verlauf zu, wahrend die Infiltration
des Gehirns im chronischen EAE-Stadium wieder abnahm [75]. Ein weiteres
charakteristisches Merkmal der MP4-induzierten EAE war die B-Zell-Aggregation
im ZNS (Kapitel 1.4): Tertiar lymphatische Organe (TLOs) bildeten sich im EAE-
Verlauf periventrikular und im Rickenmark (Parenchym und Meningen), aber am
haufigsten im Kleinhirn-Parenchym aus [79], weshalb auch in dieser Arbeit

zerebellares Gewebe untersucht wurde (Kapitel 2.2).

1.4 Lymphoide Neogenese im ZNS

Als primar lymphatische Organe gelten das Knochenmark und der Thymus, als
SLOs die Lymphknoten, die Milz und Mukosa-assoziierte lymphatische Organe
[80]. Gewebe, das chronischen Immunreaktionen ausgesetzt ist, wird von
verschiedenen Immunzellen infiltriert, die sich, &hnlich wie in einem SLO, mit
Ausbildung von B-Zell-Follikeln und T-Zell-Bereichen formieren kénnen. Diese
Gebilde werden dann TLOs oder ektope lymphatische Strukturen genannt, der
Vorgang lymphoide Neogenese [81]'. Ebenso wie bei verschiedenen anderen
Autoimmunkrankheiten (z.B. bei der rheumatoiden Arthritis oder der Hashimoto
Thyreoiditis) konnte eine lymphoide Neogenese auch bei der MS, v.a. der SPMS,
in Form von ektopen B-Zell-Follikeln im ZNS nachgewiesen werden [25, 81]. Die
Terminologie ist hierbei uneinheitlich, umstritten und unscharf: Wéahrend manche
Autoren auch beim MS-Patienten und der EAE von TLOs sprechen [79, 83],

1 Diese gangigen Definitionen haben eine gewisse Inkonsistenz inne, da das Adjektiv ,lymphoid®

eher die Bedeutung von ,lymphahnlich oder lymphartig“ innehat, ,lymphatisch“ dagegen impliziert

eine tatséchliche Zugehorigkeit zum Lymphsystem (,die Lymphe betreffend®) [82].
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bevorzugen andere Arbeitsgruppen den Begriff B-Zell-Follikel (-&hnliche)
Strukturen [84]. Im Prinzip beschreiben aber alle Bezeichnungen ektope B-Zell-
Aggregate mit je nach Publikation leicht verschiedenen Kriterien: Kuerten et al.
definierten beispielsweise eine T- und B-Zell-Kompartimentalisierung und den
Nachweis von HEVs als TLO-Bedingung. Weitere fakultative Eigenschaften
waren ein Netzwerk aus follikularen dendritischen Zellen (FDCs), retikulare
Fasern, Plasmazellen und der Nachweis von somatischen Hypermutationen im
Keimzentrum. Erwahnt wurden auf3erdem lymphatische Chemokine, wie z.B.
CXCL13 [79]. Die Evolution hin zum TLO wird als dynamischer Prozess
verstanden: Aus sparlichen Lymphozyten-Infiltraten gehen unreife B-Zell-
Aggregate hervor, die sich wiederum bei geeignetem inflammatorischen Umfeld
in hochgradig differenzierte, ektope lymphatische Strukturen entwickeln
[79, 81, 83, 84]. Auch in dieser Arbeit wurde zwischen diffusen B-Zell-Infiltraten,
B-Zell-Aggregaten und B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden Charakteristika
unterschieden (Kapitel 2.4.6.2). Letztere wurden dabei in drei Grade eingeteilt,
wobei ein hochgradig differenziertes B-Zell-Aggregat mit lymphoiden

Charakteristika am ehesten einem TLO entsprach (Kapitel 3.5.2).

Auch wenn noch nicht abschlie3end geklart, hdufen sich doch die Indizien, dass
TLOs aktiv zum immunologischen Krankheitsprozess beitragen und nicht nur
eine Begleiterscheinung des Selbigen darstellen [83]: In einem spontanen EAE-
Modell konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass meningeale B-Zell-Aggregate
aktiv an der ZNS-Immunantwort beteiligt sind. Die B-Zellen proliferierten in
Keimzentren, es kam zur somatischen Hypermutation, zur Affinitatstreifung und
zum lg-Klassen-Wechsel [85]. Diese Vorgange waren auch in Keimzentren von
ektopem lymphatischen Gewebe bei SPMS-Patienten nachweisbar [25, 86].
SPMS-Patienten mit B-Zell-Follikel-ahnlichen Strukturen im ZNS offenbarten
dabei post mortem deutlich groRere demyelinisierte Areale und mehr
inflammatorische Infiltrate als Patienten ohne ektope lymphatische Strukturen
[84]. Das Vorhandensein von meningealen B-Zell-Follikeln war aul3erdem mit
einer erh6hten entzindlichen Aktivitat der MS-Lasionen und einem schwereren
Krankheitsverlauf (jungeres Erkrankungsalter, geringere Lebenserwartung)
assoziiert [24, 84]. Auch die Proliferation von T-Zellen konnte im TLO gezeigt

18



werden [79]. In Mausen, die mit MP4 immunisiert wurden, fanden sich neben
MP4-reaktiven T-Zellen auch MOG:35-55-reaktive T-Zellen im ZNS. Letztere
waren allerdings in der Milz und den Lymphknoten nicht nachweisbar, was darauf
hindeutete, dass ein Priming von T-Zellen gegen andere Neuroantigene im ZNS
maoglich war (determinant spreading). Zeitlich fiel dieser Vorgang mit der Bildung

von TLOs im chronischen EAE-Stadium zusammen [79].

Zusammenfassend  scheinen  ektope lymphatische  Strukturen  bei
Autoimmunerkrankungen humoral und Zell-vermittelt eine Quelle der lokalen
Immunantwort darzustellen und den Krankheitsprozess zu beschleunigen, indem
sie die Entzindung direkt im Zielgewebe aufrecht erhalten [83, 85, 87]. TLOs
bieten in diesem Rahmen u.a. den B-Zellen ein glnstiges Milieu, um sich zu
differenzieren und zu (Auto-) Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen zu reifen
[88].

1.5 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war im B-Zell-abh&ngigen, MP4-induzierten EAE-Modell
den Einfluss von Fingolimod auf die B-Zellen generell und insbesondere die B-
Zell-Aggregation im ZNS zu untersuchen. Da B-Zell-Aggregate bei SPMS-
Patienten mit einem ausgepragten pathologischen Korrelat und letztlich
schlechterem klinischen Outcome einhergingen (Kapitel 1.4), erschien die
Pravention einer B-Zell-Aggregation aul3erst zielfuhrend, weshalb die
Versuchstiere mit Einsetzen der Symptomatik behandelt wurden (Kapitel 2.3.5).
Aus diesem Ansatz ergaben sich folgende Fragestellungen bezlglich erstens der
Klinik der behandelten EAE-Tiere, zweitens der peripheren sowie drittens auch
der zentralen Fingolimod-Wirkung:

1. Profitieren die Versuchstiere klinisch von einer Behandlung mit FTY720
(Kapitel 3.2)? Gibt es einen Zusammenhang zwischen der klinischen
Prasentation und dem Ausmal} der Kleinhirn-Infiltration (Kapitel 3.4.4)?

2. Bestehen Hinweise fir einen direkten Einfluss von Fingolimod auf die B-Zell-
Funktion (Kapitel 3.3.3)? Kann Fingolimod auch bei der B6-Maus
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Lymphozyten im SLO zurtickhalten (Kapitel 3.3.2) und gibt es daflr ein
histologisches Korrelat (Kapitel 3.3.1)7?

3. Fuhrt eine Fingolimod-Therapie zu einer signifikanten Reduktion der
Kleinhirn-Infiltration und somit Inflammation (Kapitel 3.4.2)? Lassen sich
unterschiedliche Infiltrat-Muster abgrenzen und wie kann deren Einordnung
objektiviert werden (Kapitel 2.4.6.2)? Kann eine B-Zell-Aggregat-Bildung und
TLO-Formation durch akute FTY720-Behandlung verhindert werden
(Kapitel 3.4.3)? Bilden B-Zell-Aggregate schon nach 30-tagiger Krankheit alle
Merkmale eines TLO aus (Kapitel 3.5.2)? Lassen sich Rickschliusse auf den

zeitlichen Ablauf der lymphoiden Neogenese ziehen (Kapitel 4.3)?

AulRerdem sollten durch die vorliegenden Experimente gewisse
Schlusselmerkmale der MP4-induzierten EAE (z.B. Immunisierung,
Krankheitsverlauf, zerebellare Infiltration etc.) reproduziert und verglichen
werden (Kapitel 3.1, Kapitel 3.4.1, Kapitel 4.1). Die exemplarische Testung des
gangigen MS-Therapeutikums FTY720 in diesem Setting sollte au3erdem das
Profil der MP4-induzierten EAE scharfen und markierte den Anfang einer Reihe
von weiteren, ahnlichen Medikamentenstudien (Kapitel 4.2, Alemtuzumab,
Siponimod u.a.) in der Arbeitsgruppe. Fir diese Folgeprojekte sollte sich auch
die Etablierung der Labormethodik als Grundlage eignen. Beispielhaft sei hierbei
auf die adaptierte FTY720-Dosierung und orale Applikation (Kapitel 2.3.4), die
Festlegung eines geeigneten histologischen Marker-Panels zur Identifikation der
lymphoiden  Neogenese (Kapitel 2.4.3) und die Definition von
Auswertungsstandards verwiesen (Kapitel 2.4.6, Kapitel 2.7, Kapitel 3.5.2).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Labormaterialien

Alle Materialien wurden den Herstellerangaben entsprechend gelagert.

Materialien sind im Folgenden nicht aufgelistet, wenn sie nur in der

Etablierungsphase eingesetzt oder getestet wurden.

2.1.1 Puffer, Medien, Chemikalien

Tabelle 1: Pufferldsungen

Pufferlésung

Zusammensetzung/Herkunft

Citratpuffer - 21 g/l CsHsO7 (Citronensaure)
pH 6,0 - 29,4 g/l NazCsHsO7 (Trinatriumcitrat)
-in A. dest.
Dulbecco’'s PBS - Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA
- steril
PB - 2,45 g/l KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
pH 7,36 - 7,4 - 14,6 g/l Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat)
- alternativ 11,65 g/l Na2HPO4 wasserfrei
-in A. dest.
PBS - 8,006 g/l NaCl (Natriumchlorid)

- 1,72 g/l NazHPO4 (bzw.1,36 g Na2HPO4 wasserfrei)
- 0,2 g/l KCI (Kaliumchlorid)

- 0,27 g/l KH2POq4

-in A. dest.

PBS-Tween 0,05 % bzw. 0,025 %

- 0,5 bzw. 0,25 g/l Tween 20
-in PBS

RBC-Puffer - 8,3 g/l NH4Cl (Ammoniumchlorid)
pH7,2-7,4 - 0,8 g/l NaHCOs (Natriumhydrogencarbonat)
- 0,037 g/l C10H16N20s (EDTA)
- In A. dest.
Tris-HCI (Chlorwasserstoffsaure) - 12,1 g/l Trizma-Base
pH8,2-85 -in A. dest.
Tris-NacCl - 6,1 g/l Trizma-Base
pH 7,6 - 8,8 g/l NaCl
-in A. dest.

A. dest., Aqua destillata; EDTA, Ethylendiamintetraessigsaure;
PB, Phosphatpuffer; PBS, Phosphatgepufferte Salzlésung; RBC, Erythrozyten-

Lyse.
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Tabelle 2: Immunisierungs-, Fixier- und Farbelésungen

Immunisierungs-/ Fixier-/ Zusammensetzung/Herkunft
Farbelésung
Ammoniumchlorid - 180 g/l NH4CI
- in A. dest.
CFA - 5 g/l Mycobacterium tuberculosis H37 RA
-in IFA
D (+) Glucose 10 % - 100 g/l CeH1206 (Glucose)
- in A. dest.
DAB - 22,5 g/l C12H14N4 (DAB)
- in Tris NaCL
Eosin -1 g/l Eosin
-in A. dest.
GOD -1,2g9/IGOD
-in A. dest.
Hamalaun - 1 g/l Hamatoxylin

- 0,2 g/l NalOs (Natriumiodat)

- 50 g/l KAI(SO4)2 (Kaliumaluminiumsulfat)
- 50 g/l C2H3Cl302 (Chloralhydrat)

- 1 g/l kristalline CsHgO7

- in A. dest.
Horizon Fixable Viability Stain 450 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
IFA - Paraffin Ol und Mannid Monooleat (Mischung 9:1).
Kernechtrot 0,1 % - 1 g/l Kernechtrot

-in 5 % Al2(S04)3 - 18 H20 (Aluminiumsulfat-18 hydrat)
Nickelsulfat - 13 g/l NiSO4 (Nickelsulfat)

- in A. dest.
PFA 4 % - 40 g/l PFA

-in PBS

- Erhitzen (<60 °C)
Trypanblau 0,1 % - 1 g/l Trypanblau

-in PBS

A. dest., Aqua destillata; CA, Kalifornien; CFA, Komplettes Freund-Adjuvans; DAB,
Diaminobenzidin; GOD, Glucoseoxidase; IFA, Inkomplettes Freund-Adjuvans; PBS,
Phosphatgepufferte Salzlésung; PFA, Paraformaldehyd.

Tabelle 3: Erreger und Pharmazeutika

Erreger/Pharmazeutika Herkunft

Fingolimod (FTY720) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Heparin Natrium 25.000 Roche, Basel, Schweiz

Internationale Einheiten (Liquemin)

Mycobacterium tuberculosis Difco Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA
(H37 RA)

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PTX List Biological Laboratories, Campbell, CA, USA

CA, Kalifornien; MO, Missouri; PTX, Pertussis-Toxin.
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Tabelle 4: Chemikalien und Medien

Chemikalie/Medium

Herkunft

Aluminiumsulfat-18-hydrat

Honeywell Specialty Chemicals, Seelze, Deutschland

Ammoniumchlorid

Fluka, heute Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Aqua Poly/Mount

Polysciences, Warrington, PA, USA

Chloralhydrat

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Citronenséaure

AppliChem, St. Louis, MO, USA

D (+) Glucose

AppliChem, St. Louis, MO, USA

DAB

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DePex

Serva, Heidelberg, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Eosin Y

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Ethanol absolut

AppliChem, St. Louis, MO, USA
bzw. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol technisch

Nordbrand, Nordhausen, Deutschland

EDTA

Merck, Darmstadt, Deutschland

FACS Clean

BD Biosciences, San Jose, CA USA

FACS Flow (Waschmedium)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

FACS Shutdown Solution

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

GOD

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hamatoxylin

Chroma, heute Waldeck, Miinster, Deutschland

HL-1

Lonza, Basel, Schweiz

Kaliumaluminiumsulfat

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Kaliumchlorid

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Kaliumdihydrogenphosphat

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Kernechtrot

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Mannid Monooleat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MP4 Alexion Pharmaceuticals, Cheshire, CT, USA

Natriumchlorid

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumiodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nickelsulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraffin Ol EMScience, Gibbstown, NJ, USA
PFA AppliChem, St. Louis, MO, USA
RPMI 1640 Biochrom, Berlin, Deutschland
Schwefelsaure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TMB eBioscience, San Diego, CA, USA

Trinatriumcitrat

AppliChem, St. Louis, MO, USA
bzw. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trizma-Base

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypanblau

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Wasserstoffperoxid 30 %, 33 %

Honeywell Specialty Chemicals, Seelze, Deutschland
bzw. AppliChem, St. Louis, MO, USA

Xylol

Intern, Universitat Wirzburg, Deutschland

CA, Kalifornien; CT,

Connecticut; DAB,

Diaminobenzidin; EDTA,

Ethylendiamintetraessigsaure; FACS,

Fluorescence-activated Cell Sorter;

GOD, Glucoseoxidase; MO, Missouri; NJ, New Jersey, PA, Pennsylvania;

PFA, Paraformaldehyd; TMB, Tetramethylbenzidin.
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2.1.2 Antigene, Antikorper, Blocklésungen, Kits

Tabelle 5: Antigene

Antigen Verwendung Stock Herkunft
Anti-Maus 1gG 1:33, ELISPOT 0,5 mg/ml Mabtech AB, Nacka Strand,
Schweden
MP4 1:200, ELISPOT 2 mg/ml Alexion Pharmaceuticals,
1:667, ELISA Cheshire, CT, USA

CT, Connecticut; ELISA, Ezyme-linked Immunosorbent

linked Immuno Spot Assay; Ig, Immunglobulin.

Tabelle 6: Antikdrper

Assay; ELISPOT, Enzyme-

Priméarantikdrper Spezies Verwendung | Herkunft
Anti-CD3 Kaninchen, 1:100, IHC Abcam, Cambridge, MA,
monoklonal USA
Anti-CD45R (B220) Ratte, 1:500, IHC eBioscience, San Diego, CA,
monoklonal USA
Anti-CXCL13/BLC/BCA-1 | Ziege, 1:80, IHC R&D Systems, Minneapolis,
polyklonal Minnesota (MN), USA
Anti-FDC-SP Kaninchen, 1:500, IHC Bioss, Woburn, MA, USA
polyklonal
Anti-Maus Ig, biotinyliert Ziege, 1:1.000, IHC | Dako, Carpinteria, CA, USA
polyklonal
Anti-PNAd (MECA-79) Ratte, 1:200, IHC BD Biosciences, San Jose,
monoklonal CA, USA
APC anti-Maus CD19 Ratte nach BioLegend, San Diego, CA,
Zellzahl, DFZ | USA
PerCP-Cy 5.5 anti-Maus Ratte nach BD Biosciences, San Jose,
CD4 Zellzahl, DFZ | CA, USA
Sekundérantikdrper
Anti-Kaninchen IgG, Ziege 1:250, IHC Vector Laboratories,
biotinyliert Burlingame, CA, USA
Anti-Maus 1gG, biotinyliert | Ziege, 1:2.000, Dako, Carpinteria, CA, USA
polyklonal ELISPOT
Anti-Maus 1gG, biotinyliert | Ratte, polyklonal | 1:800, ELISA | eBioscience, San Diego, CA,
USA
Anti-Ratte IgG, biotinyliert | Ziege 1:250, IHC Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
Anti-Ziege 1gG, biotinyliert | Kaninchen 1:250, IHC Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
PAP
Kaninchen PAP Kaninchen, 1:250, IHC Jackson ImmunoResearch
polyklonal Laboratories, West Grove,
PA, USA

APC, Allophycocyanin; CA, Kalifornien; CD, Cluster of Differentiation; Cy, Cyanin;

DFZ,

Durchflusszytometrie;

ELISA,

Ezyme-linked

Immunosorbent Assay;

ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay; FDC, Follikular dendritische Zelle;
lg, Immunglobulin; IHC, Immunhistochemie; MA, Massachusetts; MN, Minnesota,
PA, Pennsylvania; PAP, Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex; PerCP, Peridinin
Chlorophyll Protein; PNAd, Peripheral Lymph Node Addressin.
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Tabelle 7: Enzyme

Enzym Verwendung Herkunft
AP-Streptavidin 1:500, IHC Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
1:800, ELISPOT
HRP-Avidin 1:1.000, ELISA | BD Biosciences, San Jose, CA, USA
bzw. eBioscience, San Diego, CA, USA

Weitere Vertreter waren in den kommerziellen Kits enthalten (Tabelle 9).
AP, Alkalische Phosphatase; CA, Kalifornien; ELISA, Ezyme-linked Immunosorbent
Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay; HRP, Meerrettichperoxidase;
IHC, Immunhistochemie.

Tabelle 8: Blocklésungen

Blocklésung Verwendung Herkunft

FCS 10 %, 0,5 %, ELISPOT | Biochrom, Berlin, Deutschland
Magermilchpulver 1%, 0,1 %, ELISA Heirler Cenovis, Radolfzell, Deutschland
NrbS 5 %, IHC Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
NGS 5%, IHC Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

ELISA, Ezyme-linked Immunosorbent Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno
Spot Assay; FCS, Fetales Kélberserum; IHC, Immunhistochemie; MO, Missouri;
NGS, Normales Ziegenserum; NrbS, Normales Kaninchenserum.

Tabelle 9: Farbekits

Kit Herkunft
VECTASTAIN ABC Kit (Standard) Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
VECTOR Blue AP Substrate Kit Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

ABC, Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex; AP, Alkalische Phosphatase; CA,
Kalifornien.
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien

Allgemein

CELLSTAR Glaspipetten
1 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml

Greiner Bio-One International,
Kremsmunster, Osterreich

Parafilm ,M*

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL,
USA

Rasierklingen

Apollo Herkenrath, Solingen, Deutschland

Reaktionsgefalle 1,5 ml, 2 ml, 50 ml

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Reaktionsgefalie 15 ml

Greiner Bio-One International,
Kremsmunster, Osterreich

Rundfilter d = 80 mm, d = 150 mm

Laborversand A. Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

Tierhaltung und Gewebeaufbereitung

Deckglaser 21 x 26 mm, 24 x 32 mm,
24 x40 mm, 24 x 50 mm, 24 x 60 mm

Marienfeld, Lauda Kdnigshofen, Deutschland

Histosec Pastillen (Paraffin)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Mikrotomklingen Surgipath DB80 LX

Leica, Wetzlar, Deutschland

Objekttrager

Marienfeld, Lauda Kdnigshofen, Deutschland

Rotilabo-Einbettkassetten

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Routine VI Einbettkassetten

Leica, Wetzlar, Deutschland

Spezialfutter Sonderdiat C1000 glukosearm

Altromin Spezialfutter, Lage, Deutschland

Superfrost Plus Objekttrager

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Immunoassays und DFZ

70 um Nylon Cell Strainer

Falcon, heute Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

CELLSTAR 96-Well Zellkultur-Mikroplatte

Greiner Bio-One International,
Kremsmunster, Osterreich

Falcon Zellkulturschale 60 x 15 mm

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

MultiScreennrs-IP 0,45 pm 96-Well
ELISPOT-Platte

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Nunclon Delta Surface 96-Well ELISA-Platte

Nalge Nunc International, Rochester, NY,
USA

Zahlkammer Neubauer-improved

Marienfeld, Lauda Kénigshofen, Deutschland

Weitere grundlegende Materialien (Pipettenspitzen, Handschuhe, Tierstreu etc.)

sind in dieser nicht

Durchflusszytometrie;

Auflistung

ELISA, Ezyme-linked

CA, Kalifornien; DFZ,
Immunosorbent Assay; ELISPOT,

enthalten.

Enzyme-linked Immuno Spot Assay; IL, lllinois; MA, Massachusetts; NY, New York.
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2.1.4 Gerate
Tabelle 11: Gerate

Allgemein

FE20 - FiveEasy pH Meter

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Feinwaage AB 104

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Feinwaage LC 2200 P

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Kombischdttler KL 2

Edmund Bihler, Tubingen, Deutschland

Magnetruhrer lkamag RH

IKA-Werke, Staufen, Deutschland

Wasserbad 1004

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

Zentrifugen

Allegra X-30R

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Biofuge 28RS

Heraeus, Hanau, Deutschland

Microcentrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Minizentrifuge/Vortex
Combi Spin FVL-2400N

Laborversand A. Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

Pipetten

Accu Jet

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand Transferpette S
20 - 200 pl, 100 - 1.000 pl, 10 - 100 pl

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand Transferpette S-12 30 - 300 pl

Brand, Wertheim, Deutschland

Finnpipette
1-10pl,10-100 pl, 100 - 1.000 pl

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Pipetboy Acu

INTEGRA Biosciences, Biebertal,
Deutschland

Einbettung und Schnitt

Einbettautomat TP 1020

Leica, Wetzlar, Deutschland

Giel3station

Bavimed Laborgeréte, Birkenau, Deutschland

Kihlplatte EG1150 C

Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikrotom SM2000R

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffinstreckbad

Medax, Neumiinster, Deutschland bzw.
Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

Mikroskope

DM 2000 LED (Objektive 2,5 x, 5 x, 10 x,
20 x, 40 x), MC170 HD Mikroskopkamera

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leitz Diavert

Leica, Wetzlar, Deutschland

Lichtmikroskope u.a. Primo Star

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

ELISPOT und ELISA

Hera Cell 240 Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

ImmunoSpot Series 6 Analyzer

Cellular Technology Limited, Shaker Heights,
OH, USA

Victor 3 1420 Multilabel Counter

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

DFZ

Eismaschine AF 100

Scotsman, Ipswich, GroRbritannien

FACS Canto Il

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Infrarotlampe Sanitas SIL 06

Hans Dinslage, Uttenweiler, Deutschland

Mausretainer

Eigenbau, Institut fir Anatomie und
Zellbiologie, Wirzburg, Deutschland

Zur Grundausstattung des Labors

gehdrende Gerate (Ofen, Kuhl- und

Gefrierschranke, Mikrowellen, Abzlige, Kafige etc.) sind in dieser Auflistung nicht
enthalten. CA, Kalifornien; DFZ, Durchflusszytometrie; ELISA, Ezyme-linked
Immunosorbent Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay; FACS,
Fluorescence-activated Cell Sorter; MA, Massachusetts; OH, Ohio.
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2.1.5 Software
Tabelle 12: Software

Software Verwendung Version Unternehmen
(zugehoriges Gerat)
Application Suite Mikroskopie 4.4.0 Leica, Wetzlar, Deutschland
(DM 2000 LED)
BioSpot/ImmunoSpot | ELISPOT 5.1.36 Cellular Technology Limited,
(ImmunoSpot Series Shaker Heights, OH, USA
6 Analyzer)
Draw X7 Grafiken 17.5.0.907 | Corel, Minchen, Deutschland
Endnote X7 Literatur 7.5 Thomson Reuters,
New York, NY, USA
FACSDiva DFz 6.1.3 BD Biosciences, San Jose,
(BD FACS Canto 11) CA, USA
FlowJo DFZ 10.0.8 FlowJo, Ashland, OR, USA
ImageJ Vermessung 1.48 National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA
Office 365 ProPlus Text, Auswertung, 1705 Microsoft, Redmond, WA, USA
(Word, Excel, Prasentation
PowerPoint 2013)
Prism 7 Statistik 7.03 GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA
Wallac 1420 ELISA (Victor 31420 | 3.0 Perkin Elmer, Waltham, MA,
Manager Multilabel Counter) USA

CA, Kalifornien; DFZ, Durchflusszytometrie; ELISA, Ezyme-linked Immunosorbent
Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay; FACS, Fluorescence-
activated Cell Sorter; MA, Massachusetts; MD, Maryland; OH, Ohio; OR, Oregon;
WA, Washington.

2.2 Experimentdesign und Versuchsvorbereitung

Die mit MP4 immunisierten Versuchstiere (B6-Mause) wurden willkurlich in zwei
Gruppen unterteilt, wobei der eine Teil oral mit Vehikel-Loésung (25 % Ethanol,
n = 5), der andere Teil oral mit Fingolimod in 25 % Ethanol (n = 9) behandelt
wurde. Die Behandlung wurde nach Mdglichkeit bei Einsetzen der ersten
Krankheitssymptomatik im akuten EAE-Stadium begonnen und fiur 30 Tage
fortgefuhrt. Nach dieser Behandlungszeit erfolgte die Totung der Tiere im
chronischen EAE-Stadium. Mit einem Enzyme-linked Immuno Spot Assay
(ELISPOT) und einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde der
Einfluss von Fingolimod auf die B-Zell-Funktion im Sinne der
Antikorperproduktion untersucht, wahrend die Histologie an Paraffinschnitten
dartiber hinaus Einblicke in die peripheren (Lymphknoten) und zentralen

(Kleinhirn) Wirkungsweisen von FTY720 lieferte. Der Versuchsaufbau erlaubte
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eine guantitative Analyse der Kleinhirn-Infiltration und eine qualitative Beurteilung
der Infiltrate nicht zuletzt durch Farbung verschiedenster Marker der lymphoiden
Neogenese an B-Zell-Aggregaten. Die Versuchstiere wurden aus drei zeitlich
versetzen Kohorten akquiriert (Tabelle 13).

Tabelle 13: Zeitversetzte Aufteilung der Versuchstiere in die Kohorten

Behandlung Vehikel Behandlung FTY720 Immunisierungsdatum
(n=5) (n=9)

Kohortel |2 5 17.03.2015

Kohorte2 |3 2 17.06.2015

Kohorte3 |0 2 02.10.2015

Erganzend lagen Daten von weiteren Mausen (n = 8, jeweils vier Vehikel- und
FTY720-Tiere) mit zweiwochiger Behandlungsdauer vor, um die Verteilung der
T- und B-Lymphozyten im peripheren Blut der Tiere durchflusszytometrisch zu

bestimmen.

Vor Beginn der Experimente wurde die Methodik an funf unbehandelten,
immunisierten B6-Mausen erprobt und etabliert. Auch wurden anhand dieser
Mause, die selbst nicht mit in die Endauswertung der Arbeit eingingen, relevante
Auswertungskriterien festgelegt. Zum Ausschluss einer alkoholbedingten
Verzerrung der Ergebnisse wurden aul3erdem als Vorversuch drei nicht-
immunisierte Tiere Uber einen Zeitraum von 30 Tagen mit der taglichen Vehikel-
Dosis von 5 pl Ethanol behandelt, wobei weder Verhaltensauffalligkeiten noch
phanotypische Veranderungen, wie z.B. Fellausfall, beobachtet wurden. Die
angefertigten Hamatoxylin-Eosin- (HE-) Farbungen der Lebern zeigten
histologisch eine intakte Zentralvenen-Lappchen-Architektur. Dies bestatigte sich
auch bei zwei regularen Versuchstieren aus dem Fingolimod-Behandlungsarm.
Makroskopisch zeigte sich hier eine glatte, unauffallige Leberoberflache.
Mikroskopisch waren keine alkoholtypischen Pathologien (Mallory-Kérper,
Leberverfettung, Hepatitis, Fibrosierung bis hin zur Leberzirrhose [89]) bei

regulérer histologischer Struktur nachweisbar (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Kein Nachweis einer alkoholinduzierten Pathologie. A) Phanotypisch
unaufféllige, nicht-immunisierte und mit Alkohol behandelte C57BL/6-Maus.
B) Leberhistologie einer nicht-immunisierten  Maus nach  30-tagiger
Alkoholbehandlung. HE-Farbung, Messbalken 200 um. B") VergréRerung aus B,
Messbalken 100 um. C) Makroskopische Leber einer immunisierten Maus nach 28-
tagiger Fingolimod Behandlung von kaudal. Das FTY720 war in Ethanol geldst.
C’) Mikroskopische Ubersichtsaufnahme der Leber aus C. HE-Farbung, Messbalken
200 um. C"") VergroéBerung aus C°, Messhalken 100 um. HE, Hamatoxylin-Eosin.

2.3 Versuchstiere und Behandlung

2.3.1 B6-Maus

Die B6-Versuchstiere (Weibchen) wurden von Janvier Labs (Saint-Berthevin,
Frankreich) und Harlan Laboratories (heute Envigo, Indianapolis, Indiana (IN),
USA) erworben und unterschiedlich am Ohr markiert, um die Individuen
auseinanderhalten zu kobnnen. Im Alter von etwa 8 Wochen
(Mittelwert (MW) =56,79 d; Standardabweichung (SD) = 1,67 d;
Mindestalter = 53,00 d; Hochstalter = 58,00 d) wurden die Mause immunisiert.
Eine Ausnahme stellten die Tiere fir die durchflusszytometrischen Experimente
dar, die zum einen méannlich und zum anderen nicht immunisiert waren
(Kapitel 2.6). Alle Tierversuche fanden mit Genehmigung der zustdndigen
Tierschutzbehtérde der Regierung von Unterfranken statt (Zeichen:
55.2-2531.01-91/14, Versuchsleitung Prof. Dr. Stefanie Kirten). Die Mause
wurden unter speziellen pathogen-freien Bedingungen und festem 12 Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus in einer geeigneten Einrichtung der Klinik und Poliklinik fir
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Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie der Universitat Wirzburg
gehalten, immunisiert, Kklinisch beurteilt und taglich behandelt. Allen
Versuchstieren stand Wasser und Spezialfutter ad libitium zur Verfigung. Die
Einschlaferung erfolgte mittels CO2-Narkose.

Tabelle 14: Ubersicht Giber die Anzahl der verwendeten Versuchstiere

Versuch Anzahl der Versuchstiere
Etablierung und Versuchsvorbereitung 13

IHC, ELISPOT, ELISA, klinische Verlaufsbeobachtung 14

DFZza 9

Summe® 36

a Hiervon sind die Daten einer Maus nicht auswertbar. P Nicht aufgefiihrt wurden
hier erfolglos immunisierte Tiere ohne Symptom-Entwicklung, die fur die Versuche
nicht verwendbar waren. Aulerdem Mause, deren Gewebe Teil des allgemeinen
Laborbestandes war und von denen nur einzelne Schnitte als Kontrolle oder zur
Etablierung verwendet wurden. DFZ, Durchflusszytometrie; ELISA, Ezyme-linked
Immunosorbent Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay; IHC,
Immunhistochemie.

2.3.2 Induktion der EAE
Die Tiere wurden dem urspringlichen Protokoll fur die MP4-EAE folgend aktiv

immunisiert [76]: Inkomplettes Freund Adjuvans (IFA) wurde zur Erstellung von
komplettem Freund Adjuvans (CFA) mit 5 mg/ml des Mycobacterium tuberculosis
H37 Ra versetzt. Eine im Wirkungsplateau (ab 150 pg [76]) liegende Dosis von
200 - 400 pg MP4 in CFA (Gesamtvolumen 200 pl) wurde den Versuchstieren
dann subkutan in die Flanken injiziert. Anschlielend wurden pro Maus 200 ng
PTX in 500 pl steriler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) intraperitoneal
verabreicht. Selbige Dosis PTX erhielten die Tiere im Zeitraum von

48 - 72 Stunden ein weiteres Mal.

2.3.3 Scoring
Nach Untersuchung jeder einzelnen Maus wurde der EAE-Score anhand der

allgemeingultigen, standardisierten Skala (Score 0 - 5) auf taglicher Basis
festgelegt: keine EAE (0), paretischer Schwanz (1), Schwache der
Hinterlaufe (2), La&hmung der Hinterlaufe (3), Quadriplegie (4), Tod (5). Ein
hoherer Wert spiegelte hierbei schwerwiegendere Symptome und einen
schlechteren Krankheitsverlauf wider. Lag eine Maus zwischen diesen klar

definierten Abstufungen, wurde sie entsprechend in 0,5er-Schritten eingeordnet.
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An wenigen Tagen konnte keine Klinik erhoben werden. In diesen Fallen wurde
der Score vom Vortag Ubernommen. Den letzten Wert bekamen die Labortiere
unmittelbar vor ihrer Praparation zugeteilt. Auch wenn das Einteilungssystem in
dieser Art weithin verwendet wird, muss doch erwahnt werden, dass es zur
motorischen Einschatzung des Versuchstieres geeignet ist. Defizite auf einer
anderen Ebene (z.B. Verhaltensauffalligkeiten oder Harninkontinenz) konnten

mitunter nicht erfasst werden.

2.3.4 Fingolimod-Dosierung und Applikation

In einer Literaturrecherche zur oralen Fingolimod-Therapie im EAE-Setting fand
sich eine tagliche Dosierung von 0,3 mg/kg Koérpergewicht am haufigsten wieder.
Beispielhaft konnte mit dieser Dosierung die EAE-Entwicklung in Wistar-Ratten
verhindert [43] und bei B6-Mausen ein klinischer und neuroprotektiver Nutzen
erzielt werden [90]. Ein weiteres orales Dosierungsschema sah taglich sogar
1 mg/kg FTY720 fur die Tiere vor. Darunter dokumentierten zum Beispiel
Fujino et al. bei der MBP-induzierten EAE an Lewis-Ratten ausgepragte anti-
inflammatorische Effekte [91] und Kataoka et al. beschrieben eine Préavention
neuerlicher Erkrankungsschibe bei der PLP-induzierten EAE in SJL/J-Mausen
[92]. Aus EAE-Versuchsreihen an Dark Agouti-Ratten mit verschiedenen
FTY720-Dosierungen zwischen 0,03 mg/kg und 0,9 mg/kg wurde ein
Wirksamkeitsplateau ab 0,3 mg/kg abgeleitet [93]. Das urspringliche Vorhaben,
einen ahnlichen Ceiling-Effekt durch den Vergleich beider Dosierungen
(0,3 mg/kg und 1 mg/kg) auch fiir die MP4-induzierte EAE zu untersuchen, wurde
in Rucksprache mit der Tierschutzbehdrde verworfen. Die Entscheidung fiel dann
bei den vorliegenden Experimenten zugunsten der héheren Dosierung von
1 mg/kg taglich, auch um einen zu niedrigen Wirkspiegel auszuschliel3en. Den
Dosierungs-Berechnungen wurde dabei ein Kérpergewicht von 20 g fir eine B6-
Maus zugrunde gelegt. Diese Annahme liel3 sich retrospektiv verifizieren, da die
14 Versuchstiere durchschnittlich in einem Alter von 74,86 d (SD = 4,13 d;
Mindestalter = 70,00 d; Hochstalter = 85,00 d) zum ersten Mal behandelt wurden.
Anhand von Wachstumskurven der Zuchtlabore konnte dieses mittlere Alter

relativ genau der gewahlten Gewichtsklasse zugeordnet werden [94, 95].
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Die Arbeitsgruppe um Carolyn Foster verabreichte Fingolimod beispielhaft in
ihren Publikationen Uber eine Magensonde (gavage), was die Applikation von
ausreichend Wasser (5 ml/kg) zur Lésung des pulverférmigen Medikamentes
erlaubte [93, 96]. Im Gegensatz dazu wurde bei der vorliegenden Arbeit von der
Sonden-Gabe abgesehen, da die Tiere mdglichst geringem Stress und
Pneumonie-Risiko ausgesetzt werden sollten. Direktes Pipettieren in das Maul
des Versuchstieres (Abbildung 3 A) ermdglichte stattdessen die orale
Medikamentengabe, wobei auf diese Weise nur ein Volumen von 20 ul pro Maus
und Tag zugefihrt werden konnte. Einerseits lie3 sich durch diese geringe
Flissigkeitsmenge ein Ausspucken des Medikamentes verhindern, andererseits
konnte die Fingolimod-Dosis nicht in so wenig Wasser geldst werden, weshalb
25 % unvergalltes Ethanol in Aqua destillata (A. dest.) als Vehikel benutzt wurde
(Kapitel 2.2). Diese Vehikel-Losung wurde entweder pur (Vehikel-Gruppe) oder
mit der entsprechenden, darin gelésten FTY720-Dosis (Fingolimod-Gruppe)
verabreicht. Die Medikamentengabe stellte sich als sehr effizient und fir die
Versuchstiere schonend heraus.

2.3.5 Behandlung und Praparation

Der MW der Behandlungsdauer lag fur alle 14 Versuchstiere bei 29,93 d
(SD = 1,77 d). Mindestens erstreckte sich die Medikamenten- oder Vehikel-Gabe
dabei Uber 27,00 d und hochstens Uber 34,00 d. Zwischen den
Behandlungsgruppen bestand beziglich der Behandlungsdauer kein
statistischer Unterschied (Signifikanzwert (p) = 0,91). Der MW der Vehikel-
Gruppe lag bei 29,80 d (SD = 0,45 d) im Vergleich zu 30,00 d (SD = 2,24 d) bei
der Fingolimod-Gruppe. Von den 14 Versuchstieren wurde bei sieben mit
einsetzender Symptomatik, bei finf wenige Tage spéter im Krankheitspeak und
bei zwei Mausen 3 Tage nach dem Krankheitspeak mit der Behandlung (Vehikel
oder Fingolimod) begonnen. Sieben Mause bekamen die letzte Dosis am
Praparationstag, sieben Mause wurden bereits am Vortag final behandelt. Im
Mittel waren die Tiere bei Praparation 104,30 d alt (SD = 4,51 d;
Minimum = 98,00 d; Maximum = 112,00 d). Auch hier bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen (p = 0,59). Der MW von
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103,40 d (SD = 2,19 d) in der Vehikel-Gruppe stand dem mittleren Alter von
104,80 d (SD = 5,47 d) bei den mit Fingolimod behandelten Tieren entgegen.

Im Anschluss an die Tétung der Versuchstiere wurden Thorax und Abdomen im
Langsschnitt ertffnet und die Vena cava inferior (VCI) durchtrennt. Das
austretende Vollblut wurde dann aus der Thoraxhéhle abgezogen und gekuhlt
gelagert, bis nach 2 Tagen das Serum fur den ELISA abgenommen werden
konnte. Als nachster Praparationsschritt wurde bei der Maus ein nicht-
perfundierter Lymphknoten in der Flanke freigelegt und entnommen, der dann im
ELISPOT weiterverarbeitet wurde. Uber einen linksventrikularen, intrakardialen
Zugang in den intakten, grol3en Kreislauf wurde nacheinander PBS zur
Auswaschung des Blutes und eine Paraformaldehyd- (PFA-) Lésung (4 %) zur
Fixierung des Gewebes infundiert. Nach ca. 10 min wurde dann der
kontralaterale, drainierende Leistenlymphknoten freiprapariert und fur die
Histologie in ein Reaktionsgefald mit 4 % PFA Uberfuhrt. Dazu kam auf3erdem
das Kleinhirn, das nach Bruch der Schéadelkalotte im Bereich zwischen den

Augen freiprapariert und vom Grol3hirn abgetrennt wurde.
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Abbildung 3: Vehikel- bzw. Fingolimod-Gabe und Praparation. A) Orale
Behandlung einer C57BL/6-Maus mit Pipette. B) Entnommenes Grol3- und Kleinhirn
der Maus aus A.
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2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Paraffineinbettung und Mikrotomie

Nach der Praparation lagerte das Gewebe bewegt und gekuhlt tber Nacht in 4 %
PFA bevor es in Einbettkassetten tberfuhrt und in mehrfach gewechselter PBS
gewaschen wurde. Am folgenden Tag durchliefen die Praparate dann in einem
Einbettautomaten eine aufsteigende Alkoholreihe und wurden anschlie3end in
flissigem Paraffin gebadet. In der Folge wurden an der Giel3station
Paraffinblocke um das Mausgewebe gegossen. Dabei wurde v.a. bei den
Kleinhirnen auf eine gleichméRige Ausrichtung und Position im Paraffinblock

geachtet, um spater die Schnittebenen besser vergleichen zu kénnen.

Die fertig eingebetteten Organe konnten im Anschluss mit einem Mikrotom unter
intermittierender Kihlung bearbeitet werden. Aus jedem Block wurden dabei
5 pum dicke Schnitte aus vergleichbarer Gewebetiefe aufgezogen. Die Platzierung
der Proben auf den Objekttragern folgte einem speziell entwickelten und tber die
Kohorten hinweg angepassten Serienschema, das die liickenlose Untersuchung
eines Areals mit unterschiedlichen histologischen Markern sicherstellte. Generell
wurden bei den Lymphknoten bis zu 39 (sechs Ebenen) und bei den Kleinhirnen
bis zu 84 Serienschnitte (12 Ebenen) pro Praparat aufgezogen, was einer
durchgemusterten Tiefe von 195 pum bzw. 420 um entsprach. Die bestlickten
Objekttrager wurden dann tUber Nacht bei 37 °C getrocknet, bevor sie bereit zur

Farbung waren.

2.4.2 Grundlagen der immunhistochemischen Féarbung

Die (Gewebe-) Antigene bzw. Oberflachenmerkmale von Zellen (CD) wurden in
den vorliegenden Versuchen durch spezifische Antikbrper markiert. Die daraus
resultierenden Immunkomplexe konnten durch die Peroxidase-vermittelte
Oxidation des Chromogens Diaminobenzidin (DAB), die zur Prazipitation eines
Farbproduktes fluhrte, sichtbar gemacht werden [97]. Da in fixiertem Gewebe,
beispielsweise durch Vorhandensein vieler Erythrozyten, bereits eine hohe
endogene Peroxidase-Aktivitat zu unspezifischen Farbniederschlagen fihren
hatte konnen, wurde diese zu Beginn der Versuche durch Zugabe eines

Substrattiberschusses aus 3 % Wasserstoffperoxid gehemmt [97]. Die Fixierung
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und Einbettung der Organe erschwerte den Erstantikbérpern durch
Vernetzungsreaktionen im Gewebe Uberdies den Zugang zu den Antigenen
(Maskierung), weshalb diese in einem nachsten Schritt mit der sauren,
hitzeinduzierten Demaskierung (heat-induced epitope retrieval) wieder freigelegt
werden mussten [98]. Da sich Proteine und somit auch Antikérper unter
hydrophoben und elektrostatischen Gesichtspunkten leicht an unspezifische
Bindungsstellen im Gewebe anlagern und so zu einer unerwinschten
Hintergrundfarbung beitragen kdnnen, wurde darauffolgend eine Proteinldsung
auf die Schnitte aufgebracht, die die unspezifischen Elemente blockierte [98].
Verwendet wurde immer Normalserum (Nicht-Immunserum) aus derselben
Tierspezies wie der Zweitantikrper, so dass eine Bindung des
Bruckenantikdrpers an die Blocklosung ausgeschlossen werden konnte.
Anschlieend konnte ein passender Erstantikorper inkubiert werden
(Abbildung 4 A), der sich an das gesuchte Antigen anlagerte. Gegen die
Tierspezies des Primarantikérpers gerichtet, wurde dann ein universeller, mit
Biotin konjugierter Zweitantikdrper zugegeben. Je nach Erstantikorper stand
auBerdem ein Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex (PAP) zur weiteren
Verstarkung der Farbung (mehr Enzymmolekile pro Gewebeantigen) zur
Verfligung, der seinerseits an den Bruckenantikérper binden konnte. Dessen
Biotinylierung diente bei der darauffolgenden Zugabe eines vorgeformten Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplexes (ABC) als Andockstelle. Avidin besitzt vier
Bindungsstellen fir das Vitamin Biotin, das es hochaffin bindet und somit fir hohe
Empfindlichkeit bei der Darstellung der Farbereaktion sorgt [98]. In der
Konsequenz waren also viele Enzymmolekile Peroxidase Uber einige
Bruckenstrukturen mit dem Gewebeantigen verbunden (Abbildung 4 A). Durch
Zugabe der DAB-Entwicklungsreagenzien setzte die Peroxidase nun, ohne
verbraucht zu werden, den Elektronendonor DAB in ein farbiges, unldsliches
Produkt um, das an der Stelle des gesuchten Antigens prazipitierte. Der Partner
dieser Redoxreaktion war Wasserstoffperoxid, das zu Wasser reduziert wurde
[97]. Das H202 entstand zusammen mit Gluconolacton seinerseits aus einer
zweiten Redoxreaktion, die nach der Zugabe von Glucoseoxidase (GOD) zum

Entwicklungsansatz gestartet werden konnte. Sauerstoff und Glucose dienten
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dabei als Substrat. Zugefuigtes Nickelsulfat und Ammoniumchlorid sorgten fir

eine Intensivierung der Farbung und ein braun-schwarzes Reaktionsprodukt [97].

Antigene durch Peroxidase darzustellen ist nur eine Mdglichkeit, zum Teil wird in
der Immunhistochemie (IHC) auch auf andere Enzyme zurlckgegriffen. Ein
Beispiel hierfur ware die alkalische Phosphatase (AP), die auch bei der
vorliegenden Arbeit im Rahmen der DAB-basierten Doppelfarbung Verwendung
fand. Die Kopplung mit Streptavidin stellte die Verbindungsstruktur zwischen

biotinyliertem Zweitantikdrper und Enzym dar.

2.4.3 Marker fir lymphoide Neogenese und Etablierung

Auf Basis der TLO-Definition von Kuerten et al. (Kapitel 1.4) wurden
verschiedene immunhistochemische Marker zusammengestellt und etabliert [79]:
Um die verschiedenen Kompartimente anzufarben, sollten anti-CD3 Antikdrper
die T-Zellen (beispielhaft verwendet in [84, 99]) und anti-CD45R (B220)
Antikorper die B-Zellen (beispielhaft verwendet in [79, 99]) als Grundstock einer
jeden Serie anfarben. Da das B220-Epitop z.B. auch auf manchen aktivierten,
murinen T-Zellen beschrieben wurde [100], bedurfte es, um sich einer
ausreichenden B-Zell-Spezifitat sicher zu sein, zweier unabhangiger
Vorversuche an verschiedenen Kleinhirn-Infiltraten, bei denen zusatzlich der
B-Zell-Marker CD20 (beispielhaft verwendet in [24, 84], Kapitel 1.1.4.1) und Ig
vergleichend gefarbt wurden. Ig selbst, produziert von und als Antigen fir
Plasmazellen, wurde im Laufe der Experimente als Erganzung in die Auswabhl
aufgenommen. Ig*-Zellen stellen v.a. bei der SPMS in menschlichem
Nervengewebe einen wichtigen Marker fir B-Zell-Aggregate dar [24, 84].
Plasmazellen gelangen tber den Blutstrom ins ZNS oder differenzieren vor Ort
aus B-Zellen [24]. In den TLOs bzw. den ektopen lymphatischen Strukturen
liegen sie dann bei Maus und Mensch diffus verteilt vor
(Abbildung 5 D, Abbildung 17 E) [24, 79]. Etablierungsversuche ergaben, dass
fur eine adaquate Anfarbung, trotz biotinyliertem Ig als Erstantikorper, ein
zusatzlicher biotinylierter Zweitantikorper wichtig war. Beim Ubertritt von
Plasmazellen und Lymphozyten aus der HEV in umliegendes Gewebe
(Leukodiapedese, homing) lauft die Erkennung des jeweiligen Zielgewebes Uber
das Zusammenspiel verschiedener Molekile, wie o437 Integrin und
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Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1 (MAdCAM-1) bzw. L-Selektin und
Peripheral Lymph Node Addressin (PNAd) [101, 102]. Antikérper gegen
MadCAM-1 (MECA-367) und PNAd (MECA-79) kdnnen also HEVs anfarben und
erganzen sich in der Literatur gut [79]. Trotz mehrfacher Experimente konnte
allerdings keine verlassliche MadCAM-1-Féarbung etabliert werden, so dass hier
nur PNAd als HEV-Marker genutzt werden konnte. Dies lag am ehesten daran,
dass die vorhandenen Antikdrper im Laborbestand beschadigt waren. Gemal
der obigen Definition wurde CXCL13 (B-lymphocyte chemoattractant) als
weiterer Marker ausgewahlt. Da es in aktiven MS-Lasionen hochreguliert wird
und mit der Anzahl an Immunzellen im Liquor Kkorreliert, scheint es an der
Rekrutierung von Lymphozyten in das ZNS beteiligt zu sein [103]. CXCL13 fand
sich sowohl in der EAE als auch beim SPMS-Patienten in intrameningealen
B-Zell-Aggregaten und wird im entztndlichen Setting unter anderem von FDCs
gebildet [25, 104]. Uber den Marker FDC-SP (nach frustranen
Etablierungsversuchen mit FDC-M1) konnten ebendiese dendritischen Zellen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Uber ihre Auslaufer bilden sie ein
retikulares Geriist und versorgen die B-Zellen im Keimzentrum mit Uberlebens-

und Proliferationsfaktoren [81].

Initial diskutiert und gefarbt wurde aufRerdem ein anti-CD10 Antikorper als
Keimzellmarker [105], wovon aber aufgrund unverlasslicher Farbeergebnisse
und umstandlichen Protokollabweichungen (alkalische Demaskierung etc.)
Abstand genommen wurde. Ebenso verhielt es sich mit dem Proliferationsmarker
Ki67, der zwar gut zu farben, allerdings auch relativ unspezifisch fur ein B-Zell-
Aggregat oder TLO war, da naturlich auch normale Infiltrate proliferieren konnten.
AulR3erdem stand zu bedenken, dass ein B-Zell-Aggregat fur alle Marker in
Serienschnitten durchgefarbt werden sollte, in seiner Tiefenausdehnung aber
beschrankt war. So musste die Auswahl dahingehend verkleinert werden, als
dass pro Aggregat nur wenige Folgeschnitte zur Verfligung standen, wovon
bereits einer fir eine HE-Ubersichtsfarbung benotigt wurde. Zusammenfassend
wurden also alle B-Zell-Aggregate in Zusammenschau der Serienschnitte mit der

Markerkombination aus Tabelle 15 angefarbt.
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Tabelle 15: Verwendete Immunhistochemie-Marker mit dem jeweils angefarbten
Charakteristikum fur lymphoide Neogenese

Antigen Zielzelle/Zielstruktur
CD3 T-Zelle?

B220 B-Zelle?

CXCL13 Lymphatisches Chemokin
FDC-SP FDC

Ig Plasmazelle

PNAd HEV

@ In einer Doppelfarbung verwendet um die B- und T-Zell Kompartimentalisierung
darzustellen. CD, Cluster of Differentiation; FDC, Follikular dendritische Zelle; HEV,
Hochendotheliale Venole; 1g, Immunglobulin; PNAd, Peripheral Lymph Node
Addressin.

Die ersten Probefarbungen wurden als Immunfluoreszenz (IF) durchgefihrt,
wobei aufgrund der relativ geringen Halbwertszeit der Fluorochrome bald nach
einer weniger lichtempfindlichen Alternative gesucht wurde (Abbildung 4 B, C).
Die Wabhl fiel auf die DAB-Farbung, die, wenn auch mit etwas aufwendigerem
Farbeprotokoll (Kapitel 2.4.4), durch eine lange Haltbarkeit der Schnitte und die
lichtmikroskopische Beurteilbarkeit Uberzeugte. Nachteilig wirkte sich nur aus,
dass der DAB-Ansatz ungeeignet fur Doppelfarbungen war, da das immerzu
schwarzbraune Reaktionsprodukt farblich nicht zwischen verschiedenen Markern
unterscheiden lies. Gerade diese Unterscheidung war allerdings zum Nachweis
der B- und T-Zell-Kompartimentalisierung im B-Zell-Aggregat noétig und erforderte
so die Etablierung einer DAB-basierten Doppelfarbung, die am Ende zwei Farben
darstellen konnte. Der Versuch, eine vorangehende DAB-Reaktion gegen CD3
(Farbprodukt  schwarzbraun) mit einer Aminoethylcarbazol- (AEC-)
Substratlésung zur Darstellung von B220 (Farbprodukt rot) zu komplettieren,
scheiterte daran, dass beide Chromogene demselben Enzym, namlich der
Meerrettichperoxidase (HRP), als Elektronendonoren dienten [97]. Die folgende
Suche nach einer Peroxidase-unabhéngigen Farbreaktion flhrte zur AP, die
B220 blau entwickeln konnte. Es stellte sich in mehreren Testfarbungen heraus,
in welchen Konzentrationen und mit welchen Inkubationszeiten die AP fur die IHC
zu verwenden war und dass sich die blauen und schwarzbraunen
Farbniederschlage lichtmikroskopisch klar unterscheiden lieRen
(Abbildung 4 C’). Problematisch blieb nur die Kernfarbung, da AP-Farbungen in
der Regel mit wassrigen Medien eingedeckt werden [97], gangige
Gegenfarbungen wie z.B. Kernechtrot aber wasserloslich sind (das
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wasserunlésliche Hamalaun wurde ebenfalls an einigen Markern getestet, schied
aber gerade bei der Doppelfarbung wegen der ebenfalls blaulichen Farbgebung
aus). Um dieses Problem zu umgehen, wurde zeitweise mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Diamidinphenylindol (DAPI) experimentiert, der dann aber
unter dem Lichtmikroskop nicht mehr beurteilbar gewesen wére, was ja einer der
grof3en Vorteile der DAB-Reaktion gegenuber der IF war. Da die Kernfarbung fur
die Auswertung der vorliegenden Versuche keine grol3e Rolle spielte, setzte sich
zum Schluss die Losung mit Kernechtrot durch, das innerhalb der ersten Woche
nach Eindeckung noch gut sichtbar war. Es gelang immer, die Schnitte innerhalb
dieses Zeitraumes unter dem Mikroskop zu beurteilen und fotografisch zu
dokumentieren. Vereinzelt wurden Antikorper an murinen Milzschnitten getestet,
hauptsachlich wurden die Farbungen aber an Lymphknoten von EAE-M&ausen
und nicht-immunisierten Tieren etabliert, da sich alle obigen Marker ftr lymphoide
Neogenese im Lymphknoten wiederfanden (Abbildung 5). Aus diesem Grund
diente Lymphknotengewebe in allen Folgefarbungen sowohl als Positiv- als auch
Negativkontrolle (zwei Kontroll-Objekttrager unterschiedlicher Tiere pro
Farbeansatz). Negativkontrollen auf Aggregatebene (Abbildung 17) wurden
Uberdies stichprobenartig durchgefihrt. Die Antikérperkonzentrationen wurden,
soweit nicht vom Hersteller angegeben oder aus Erfahrungswerten bekannt, in
Titrationsversuchen festgelegt. Es stellte sich heraus, dass die Ergebnisse auch
auf das Kleinhirn der Maus Ubertragbar waren.
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Abbildung 4: Grundlagen der DAB-basierten Farbung und Etablierungsversuche
mit IF. A) Schematische Seitansicht der Antikérperverhaltnisse bei der DAB-
Immunhistochemie. Die Farbreaktion ist vereinfacht und aus Grunden der
Ubersichtlichkeit nicht an jedem Peroxidase-Molekiil dargestellt (Kapitel 2.4.2,
Abbildung basierend auf einer Grafik aus [106]). Nach der Farbung wurden die
Objekttrager mikroskopiert. B’, C’) Beispielhaft mit DAB gefarbtes
Lymphknotengewebe. Die Doppelfarbung in C” findet sich der Einfachheit halber
nicht in dem Schema aus A wieder. B, C) Den DAB-Farbungen aus B” und C” sind
entsprechende IF-Bilder von Lymphknoten gegenibergestellt, wie sie in der
Etablierungsphase initial getestet wurden. Die DAPI-Kernfarbung ist als blaue
Fluoreszenz zu erkennen. Letztlich fiel die Entscheidung zugunsten der haltbareren
und lichtmikroskopisch beurteilbaren DAB-Farbung. Messbalken B und B” 100 um,
C und C’50 um. CD, Cluster of Differentiation; DAB, Diaminobenzidin; DAPI,
Diamidinphenylindol; IF, Immunfluoreszenz; PAP, Peroxidase-anti-Peroxidase-
Komplex; PNAd, Peripheral Lymph Node Addressin.
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2.4.4 Féarbeprotokolle

Generell fanden alle Verdinnungen und Waschungen, falls nicht anders

beschrieben, in PBS statt, wobei fur die Verdinnungen pH-kontrollierte PBS
(0,01 M; pH 7,4) verwendet wurde. Nach Durchlaufen der absteigenden
Alkoholreihe (Xylol, 2 x 10 min; Ethanol 100 %, 2 x 5 min; Ethanol 96 %, 80 %,
70 %, A. dest., je 5 min) folgte der endogene Peroxidase-Block fir 10 min bei
Raumtemperatur (RT) und Dunkelheit in 3 % H202 in A. dest. Anschliel3end
wurden die Schnitte in A. dest. gewaschen (2 x 5 min) und in 10 mM Citratpuffer
(pH 6,0) in der Mikrowelle sauer demaskiert. Bei einer Leistung von 800 W
wurden die Objekttrager dabei in ca. einminitigen Abstédnden 7 x fir 10 s
aufgekocht, um dann fur etwa 30 min bei RT abzukuhlen. In der Folge wurde der
Citratpuffer flieRend durch A. dest. ersetzt, die Schnitte fir 3 x 5 min in PBS
gewaschen und mit 5 % normalem Ziegenserum (NGS, alle Kaninchen oder
Ratten Antikorper: anti-CD3, anti-FDC-SP, anti-PNAd) bzw. 5 % normalem
Kaninchenserum (NrbS, alle Ziegen Antikorper: anti-CXCL13, anti-Ig) fir 1 - 2 h
geblockt. Der Primarantikbrper wurde in entsprechender Verdinnung (anti-
CD3 1:100, anti-CXCL13 1:80, anti-FDC-SP 1:500, anti-lg 1:1.000, anti-PNAd
1:200) Uber Nacht bei 4 °C auf das Gewebe aufgebracht (ca. 30 ul pro Schnitt),
wobei die Negativkontrollen nur mit PBS behandelt wurden. Am nachsten Tag
wurde der Sekundarantikdrper 1:250 verdunnt und nach einem Waschschritt
(3 x 5 min) fur 1 h bei RT auf den Schnitten inkubiert. Dabei wurden biotinylierte
anti-Kaninchen Zweitantikérper von der Ziege bei allen Kaninchen
Erstantikorpern (anti-CD3, anti-FDC-SP), biotinylierte anti-Ziege Zweitantikdrper
vom Kaninchen bei allen Ziegen Erstantikérpern (anti-CXCL13, anti-lg) und
biotinylierte anti-Ratte Zweitantikdrper von der Ziege bei anti-PNAd als Ratten
Erstantikdrper verwendet. Anschlielend folgte eine erneute Waschung
(3 x 5min), bevor zur Verstarkung der Farbreaktion bei allen Kaninchen
Erstantikdrpern ein Kaninchen PAP (1:250, 30 min im Dunkeln bei RT) verwendet
wurde. Dieser wurde darauffolgend um den bereits 30 min zuvor angesetzten
ABC (1:250) erganzt, nachdem die Schnitte wiederum 3 x 5 min gewaschen
worden waren. Der PAP-Schritt entfiel bei den Ratten und Ziegen

Erstantikdrpern. Nach einer halbstiindigen Inkubationszeit des ABC im Dunkeln
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erfolgten zusatzliche Waschschritte in PBS (2 x 5 min) und Phosphatpuffer
(PB; 0,1 M; pH 7,4; 2 x 5 min). Wahrenddessen konnten die DAB-
Entwicklungsreagenzien bereits vorbereitet werden: Zu den vorgelegten 67,5 ml
PB kamen neben 1350 pl Nickelsulfat und ebenso viel Glucose (10 %), 150 pl
Ammoniumchlorid, 1,5 ml DAB und kurz vor Zugabe des Gemisches zu den
Schnitten 225 pl GOD. Wurden aufgrund hoher Schnittzahl mehrere Kivetten
bendtigt, konnten die Aliquots mengenmaliig entsprechend vervielfacht und der
gro3e Ansatz gleichmallig auf die Reaktionsbehélter verteilt werden. Die
Entwicklungslésung konnte dann lichtgeschitzt auf das Gewebe einwirken,
wahrend gleichzeitige Mikroskop-Kontrollen den Farbeerfolg belegten und die
individuelle Farbedauer (maximal 30 min) bestimmten (CD3: 10 - 25 min,
CXCL13: 6 - 28 min, FDC-SP: 20 - 28 min, Ig: 7 - 11 min, PNAd: 7 - 11 min).
Abgestoppt wurde die Reaktion im Anschluss mit PBS gefolgt von weiteren
Waschschritten (3 x 5 min in PBS, Eintauchen in A. dest. zur Entsalzung). Nach
dreiminutiger Kernfarbung mit 0,1 % Kernechtrot wurde das Gewebe in der Folge
in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (A dest., Spilung; Ethanol 70 %,
80 %, 96 %, je 1 min; Ethanol 100 %, 2 x 3 min; Xylol, 2 x 5 min) und abschliel3end

mit DePex eingedeckt.

Fir den Marker CD3, der nur als Teil eingangs beschriebener Doppelfarbung mit
B220 verwendet wurde, galt nach der DAB-Entwicklung ein abweichendes
Protokoll (Waschschritte siehe oben). Ein erneuter Block mit5 % NGS fur 1 -2 h
bereitete die zweite ErstantikOrper-Inkubation mit anti-B220 (Ratten Antikorper,
1:500) uber Nacht bei 4 °C vor (die Negativkontrollen wurden wiederum nur mit
PBS beschichtet). Analog zu obigem Ablauf wurde dann am dritten Tag der
biotinylierte anti-Ratte Sekundarantikdrper von der Ziege (1:250) fur 1 h bei RT
inkubiert. Mit einer Verdinnung von 1:500 wurde anschlieBend die AP mit
Streptavidin fur 30 min auf die dunkelstehenden Schnitte aufgetragen. Die
Entwicklung erfolgte mit dem Vector Blue Substrate Kit, dessen Reagenzien der
Herstelleranweisung entsprechend in 500 pl 100 mM Tris HCL (pH 8,2) gut
durchmischt wurden. Das Gewebe wurde im Anschluss fur ca. 10 - 15 min mit
der Reaktionslosung versetzt, wobei regelmaliige Mikroskop-Kontrollen
erfolgten. Auch hier konnte die Reaktion mit PBS gestoppt werden. Wiederum
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diente 0,1 % Kernechtrot zur Farbung der Zellkerne, die allerdings aufgrund der
Wasserldslichkeit und folgenden wassrigen Eindeckung mit Aqua Poly/Mount

8 min in Anspruch nahm.

Die HE-Farbung wurde nach Standardprotokoll zentral fir das gesamte Institut
angefertigt. Spuilungen erfolgten in A. dest. Nach Entparaffinierung in der
absteigenden Alkoholreihe (Xylol, 2 x 10 min; Ethanol 100 %, 2 x 2 min; Ethanol
96 %, 80 %, 70 %, 50 %, A. dest., je 2 min) folgte die Behandlung der Proben mit
Hamalaun nach Mayer fur 10 min. Nach Spulung wurden die Schnitte in
flieRendem Leitungswasser geblaut und die Farbung so stabilisiert (10 min).
Anschliel3end wurde erneut gespult und die Farbung mit angeséduertem Eosin
(0,1 %) komplettiert (10 min), so dass die Zellkerne blau und das Zytoplasma rot
imponierten. In die aufsteigende Alkoholreihe, die der DePex Eindeckung vorweg
ging, konnte man wegen der Wasserloslichkeit von Eosin nach kurzem
Abwaschen der Schnitte erst bei 96 % Ethanol (2 min) einsteigen. Es folgten
100 % Ethanol und Xylol, jeweils 2 x 5 min.

2.4.5 Mikroskopie
Die fertig gefarbten und abgedampften Schnitte wurden mikroskopiert,

abfotografiert und archiviert. Die Bilder konnten von der Kamerasoftware
automatisch mit Messbalken versehen werden. Diese dienten als eine
mafstabsgetreue Vorlage fir die Abbildungen dieser Arbeit, in die die Skalen
nachtraglich eingefiigt wurden. Es wurde bei der Fotografie in Abhangigkeit von
der Farbeintensitat auf eine maoglichst konstante Belichtung geachtet. Fur die
Flachenvermessung des Kleinhirn-Parenchyms (Kapitel 2.4.6.1) wurden
Uberlappende Bilder der HE-gefarbten Kleinhirne in der 5-fachen Vergro3erung
angefertigt, die spater am Computer zusammengesetzt wurden. Die Einteilung in
die drei Infiltrat-Kategorien (Kapitel 2.4.6.2) erfolgte anhand der 20-fachen
Vergrolierung, wahrend die Marker-Besetzung der B-Zell-Aggregate in der
40-fachen VergrofRerung bestimmt wurde. Jedes B-Zell-Aggregat wurde Uber
mehrere Folgeschnitte und somit Marker-Farbungen hinweg mikroskopisch
verfolgt, um es dann in der Zusammenschau der verschiedenen Aufnahmen

charakterisieren zu kdnnen.
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2.4.6 |HC-Auswertung

Der erste Gewebeschnitt auf jeder Ebene der Serie wurde mit HE gefarbt, der

jeweils darauffolgende dann mit der CD3/B220-Farbung. Nur wenn in der
Doppelfarbung ein B-Zell-Aggregat gefunden wurde (conditio sine qua non),
wurden die nachfolgenden Schnitte flr die Marker aus Kapitel 2.4.3 durchgefarbt,
um das Aggregat hinsichtlich der lymphoiden Neogenese charakterisieren zu
konnen. Hier unterscheidet sich das Vorgehen etwas im Vergleich zu
vorangehenden Arbeiten, bei denen die HE-Farbung als Ubersicht galt, anhand
derer entschieden wurde, ob der Bereich des Gewebes weiter
immunhistochemisch untersucht werden sollte [79, 84]. Hier diente die HE-
Farbung dagegen lediglich zur Vermessung der Parenchymflache,
Entscheidungsgrundlage fur die Weiterfarbung war einzig die CD3/B220-
Farbung.

2.4.6.1 Vermessung der Parenchymflache

Da durch gering verschiedene Einbettungswinkel, minimal abweichende
Schnitttiefen oder interindividuell verschiedene Kleinhirne eine unterschiedlich
grolRe Markflache jeder Maus auf das Vorhandensein von Infiltraten hin
untersucht wurde, wohnte der absoluten Zahl der Infiltrate eine Verzerrung inne.
Um diese Absolut-Zahl flachenkorrigiert und somit berichtigt darstellen zu
kénnen, war es nétig, die Anzahl der Infiltrate in Bezug zu der mikroskopisch
ausgewerteten Parenchymflache jedes Tieres zu setzen: Infiltrate/Flache
[1/mm?]. Zur Vermessung wurden die Uberlappenden Kleinhirnaufnahmen in der
kalibrierten Vermessungssoftware nebeneinandergelegt und deren Markraum
manuell umfahren (Grenze zwischen Mark und Kérnerzellschicht, einschlielich
der Infiltrate). Da wiederholte Testmessungen gleicher Areale dabei im Vorfeld
eine stabil reproduzierbare Flachenerhebung ergaben, wurde jeder Schnitt nur
einmalig vermessen und die Werte der unterschiedlichen Schnitthbhen zur
Gesamtparenchymflache des jeweiligen Tieres aufsummiert. Aufgrund der
schlechten histologischen Markdarstellung in der CD3/B220-Farbung, konnte die
Flache am doppeltgefarbten Schnitt, an dem auch die Infiltrate gezahlt wurden,
nicht vermessen werden, sondern musste im vorangehenden HE-Schnitt ermittelt

werden. Auch hier deuteten einige Testmessungen daraufhin, dass der
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flachenmafiige Unterschied zweier aufeinanderfolgender Schnitte zu
vernachlassigen war. Im Mittel wurde bei den 14 Versuchstieren fir die Histologie
eine Parenchymflache von 8,91 mm2 pro Maus (SD = 3,06 mm?
Minimum = 4,11 mm?2;, Maximum = 15,33 mm?) auf das Vorhandensein von
Infiltraten hin untersucht. Dieser Durchschnittswert lag in der Vehikel-
behandelten Gruppe mit 11,48 mm2 (SD = 3,68 mm?2) hdher als bei den
Fingolimod-Tieren mit 7,48 mm?2 (SD = 1,43 mm?). Eine Erklarung kdnnte sein,
dass bei den mit FTY720 behandelten Tieren weniger Gewebedestruktion durch
lymphoide Infiltration vorhanden war. Gerade ausgedehnte Infiltrate erweiterten,
wenn sie an die Ubergangszone zur Kornerzellschicht reichten, in der Vehikel-
Gruppe die Flache des Markraumes. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen bestand allerdings bezlglich der untersuchten Markflache nicht
(p = 0,06).

2.4.6.2 Einteilung der Infiltrate

Das Konzept, zwischen diffusen Infiltraten bzw. Entziindungsvorgangen und B-
Zell-Aggregaten, die dann ihrerseits Merkmale der lymphoiden Neogenese
ausbilden konnten, zu unterscheiden, war bekannt (Kapitel 1.4). Dieser Ansatz
wurde hier auf Grundlage der CD3/B220-Zellfarbung noch um einen zusatzlichen
Infiltrattyp ergénzt: Abh&ngig vom Gehalt und der Anordnung der B-Zellen und
somit entsprechend dem B-Zell-Fokus dieser Arbeit, wurde zwischen Non-B-Zell-
Infiltraten, diffusen B-Zell-Infiltraten und B-Zell-Aggregaten unterschieden
(Abbildung 13). Die Zellansammlungen wurden anhand der festgelegten Kriterien
in Tabelle 16 in die verschiedenen Gruppen eingeteilt.

Anschlielend wurden die B-Zell-Aggregate weiter untersucht: Ein Aggregat
wurde fur die Marker Ig und FDC-SP als positiv befunden, wenn mindestens eine
Zelle im oder in unmittelbarer Nahe des B-Zell-Aggregates positiv gefarbt war.
Fur das vorwiegend interzellulare Chemokin CXCL13 galt dagegen, dass
mindestens drei Farbniederschlage in enger Beziehung zum B-Zell-Aggregat
vorhanden sein mussten, bevor es als CXCL13* gewertet wurde. Der HEV-
Marker PNAd galt bei Anfarbung eines GefalRes oder dreier markierter Zellen im
B-Zell-Aggregat oder der unmittelbaren Umgebung als positiv. Fir die Definition
des B-Zell-Aggregates mit lymphoiden Charakteristika bedurfte es in diesem
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Rahmen der positiven Farbung mindestens eines der obigen Marker (CXCL13,
FDC-SP, Ig, PNAd) in dem entsprechenden B-Zell-Aggregat (conditio sine qua

non).

Tabelle 16: Einteilungskriterien fur die Infiltrat-Klassen

Infiltrat-Kategorie Kriterien

A) Non-B-Zell-Infiltrat - nur T-Zellen

- diffus, locker gepackt

- zum Infiltrat gehoriges GefaRaP?

B) Diffuses B-Zell-Infiltrat - T- und B-Zellen vorhanden¢

- diffus, locker gepackt

- zum Infiltrat gehoriges Gefal3?

C) B-Zell-Aggregat ->1/3 B-Zellen

- enges Zellcluster

- mehrere Zelllagen, zentrales GefaR

->3.000 pm24d

In Betracht gezogen wurden nur zerebellare Infiltrate mit Bezug zum Parenchym,
keine Mindestzellzahl war notig. Generell mussten zur Wertung alle Kriterien fur
das entsprechende Infiltrat erfullt sein. Ausnahme: War ein Infiltrat zwar eng
gepackt, hatte aber zu wenig B-Zellen oder war zu klein, um als B-Zell-Aggregat
klassifiziert zu werden, dann wurde es als diffuses B-Zell-Infiltrat gewertet.
Mehrfachverbande derselben oder unterschiedlicher Infiltrat-Kategorien wurden als
einzelne Infiltrate gezahlt, wenn jeweils Gefalle mit eigenen, am Lumen
ausgerichteten Lymphozyten vorhanden waren und die Infiltrate fir sich genommen
alle entsprechenden Kriterien der jeweiligen Kategorie erfullten. @ Gefal3 musste mit
Lymphozyten assoziiert bzw. in diese eingebettet und die Lymphozyten in mehr als
einem Ring um das GefaR angeordnet sein. ®? Bei massiver T-Zell-Infiltration konnte
ein Non-B-Zell-Infiltrat auch ohne GefalR gez&ahlt werden. ¢ Eine einzelne B-Zelle
war schon zur Abgrenzung von A ausreichend. ¢ Da sehr kleine Ansammlungen von
Zellen z.T. kein eindeutiges Cluster bildeten oder nicht mehrreihig um das fraglich
vorhandene Gefall angeordnet waren, gab es zu Beginn der Auswertung mit den
urspringlichen Kriterien vereinzelt schwierige Einteilungen. Um in diesen wenigen
Fallen mdglichst objektiv entscheiden zu kdnnen, wurde die Mindestflache nach
Vermessung und Analyse dieser Streitfalle als weitere Bedingung fiur ein B-Zell-
Aggregat definiert.

2.5 OQuantitative Immunoassays
2.5.1 B-Zell-ELISPOT

2.5.1.1 ELISPOT-Grundlagen
Der ELISPOT findet in der Kklinischen Forschung und Diagnostik breite

Anwendung, wobei v.a. der T-Zell-ELISPOT zur Messung von bestimmten
Zytokinen in der Onkologie, Immunologie oder Infektiologie eine Rolle spielt
[106]. Beispielhaft in der Tuberkulosediagnostik bewahrte sich die, im Vergleich
zu herkdbmmlichen Verfahren, wie z.B. dem Tuberkulin-Hauttest, hohe Spezifitat
und Sensitivitdt des ELISPOT [107]. Auch gegenliber dem ELISA wird das
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Verfahren als sensitiver angesehen [106]. Normalerweise basiert die
Nachweismethode auf dem Aussaen eines Fanger-Antikérpers, der bei
Inkubation der T-Zellen die sezernierten Zytokine bindet. Diese ,Antigene®
konnen dann Uber einen zweiten enzymgekoppelten Antikdrper nachgewiesen
werden [106].

Im Vergleich zum klassischen Versuchsaufbau wurde beim vorliegenden B-Zell-
ELISPOT allerdings ausgenutzt, dass die gesuchten MP4-spezifischen B-Zellen
selbst die entsprechenden Antikérper produzierten, so dass MP4 als Antigen
aufgebracht werden konnte. Zusatzlich wurde fur jede Maus in separaten Wells
auch anti-Maus 1gG aufgetragen. Dies diente zur Bestimmung der
Gesamtantwort aller B-Zellen und somit als Positivkontrolle. Weitere Wells
wurden nur mit steriler PBS beschichtet im Sinne einer Negativkontrolle. Geblockt
wurde die Platte mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS), um dem spater
zugegebenen anti-Maus Zweitantikorper von der Ziege keine unspezifische
Angriffsflache zu bieten. Die Zellen aus den zerkleinerten Lymphknoten der
immunisierten Tiere wurden nach entsprechender Vorbereitung plattiert. Im
Inkubator bei annahernder Kérpertemperatur produzierten die B-Zellen, die MP4
als spezifisches Antigen erkannt hatten, Uber 24 Stunden dann entsprechende
Antikorper, die am Ort der B-Zelle im Well an MP4 banden. Parallel stellte das
anti-Maus 1gG in den Wells der Positivkontrolle ein Antigen fir alle murinen B-
Zellen dar, wahrend bei der Negativkontrolle Uberhaupt keine Antigenerkennung
stattfinden konnte. In einem grundlichen Waschschritt wurden anschlie3end alle
Zellen abgeldst, wahrend die gebundenen Antikorper im Well verankert blieben
und fir den biotinylierten anti-Maus Zweitantikdrper als Andockstelle dienten.
Das Biotin wiederum verband sich mit der an Streptavidin gekoppelten AP, die
die Substrate aus einem kommerziellen Kit in einen blauen Farbniederschlag an
der Stelle der urspringlichen B-Zelle umwandelte (Abbildung 6 A, B). Die
Grundlage der Entwicklungslosung bildete dabei ein Tris-HCL-Puffer, der das
Milieu in Richtung des alkalischen pH-Optimums (9 - 10) des Enzyms verschob
[106]. Da eine B-Zelle mehrere Farbekaskaden an ihren zahlreichen Antikdrpern
nach sich zog, ergaben sich in der Aufsicht des Wells flachig gefarbte Areale,
sogenannte Spots. Wahrend des ganzen Experiments wurde akribisch darauf
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geachtet die Platte so wenig wie méglich zu bewegen, um sicher zu stellen, dass

jede Zelle tatsachlich nur an einem Ort Antikdrper produzierte.

& ' WMP4-spezifische B-Zelle

MP4-spezifischer
\ Erstantikorper

=f h /)L\ AN\ Antigen (MP4)

prazipitierendes
, Farbprodukt
. Q& % Y  AP-Streptavidin
& Z o
, , ’ ’, %_. biotinylierter anti-Maus
/. \’, Y/ \! & Zweitantikorper

PBS MP4 g

maus 100000 00 @
maus 2000000 0O ®
maus 30000000 0O
maus s QO 0000 Q@
maus sQOO00O0 00 ®
maus 6 OO OO0 O 0 0@
Abbildung 6: ELISPOT. A, B) Schematisches Well mit Darstellung der
Antikdrperverhaltnisse beim ELISPOT in der Seitansicht. Nachdem die spezifische
B-Zelle Antikdrper gegen MP4 gebildet hatte (A), wurde sie abgewaschen. Die
Antigen-Antikorperbindung wurde Uber eine enzymatische Farbekaskade am
ehemaligen Ort der B-Zelle sichtbar (B). C) Schematisches Plattenlayout in der
Aufsicht nach ELISPOT-Entwicklung: Jede Maus bekam eine Zeile, PBS
(Negativkontrolle), MP4 und anti-Maus IgG (Positivkontrolle) je drei benachbarte
Spalten auf der Platte zugeteilt. VergroBert ist beispielhaft das mit MP4
beschichtete Well einer Maus mit Vehikel-Behandlung. Aus Ubersichtsgrinden
zeigt die Grafik keine 96-Well-Platte. Abbildung basierend auf einer Grafik aus

[106]. AP, Alkalische Phosphatase; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno Spot Assay;
Ig, Immunglobulin; PBS, Phosphatgepufferte Salzlésung.

G

50



2.5.1.2 ELISPOT-Protokoll
Das viertagige B-Zell-ELISPOT-Protokoll begann mit dem Coating der Antigene

auf die beschriftete Multiwell-Platte am Vortag der Mauspraparation
(Abbildung 6 C). Die ersten Schritte des Experimentes wurden unter einer
Sterilbank und mdglichst hygienischen Bedingungen durchgefuhrt. Fur MP4
wurde eine Konzentration von 10 pg/ml, fir anti-Maus 1gG 15 pg/ml im Well
angestrebt, wobei pro Well ein Volumen von 80 pl aufgebracht wurde. Als
Negativkontrolle diente sterile PBS. Uber Nacht lagerte die Platte im
Kihlschrank, bevor sie am Praparationstag 3 x in PBS gewaschen (Standard-
Waschvolumen 200 pl/Well) und anschlieRend mit 10 % FCS in PBS geblockt
wurde (2 h bei RT). Der unperfundierte Leistenlymphknoten der Versuchsmaus
wurde wahrenddessen entnommen und in 5 ml RPMI-1640 (versetzt mit
L-Glutamin und 1 % Penicillin-Streptomycin) mit einem Spritzenstempel
zerkleinert, bis eine Tribung des Mediums sichtbar wurde. AnschlieRend wurde
das zellreiche Medium uber einen 70 pm Zellfilter in ein Reaktionsgefal}
Uberfuhrt, dessen Inhalt mit RPMI-1640 auf 10 ml Volumen aufgefillt wurde.
Danach wurde mit den Lymphknoten der anderen Versuchstiere analog
verfahren. Nach 10 min Zentrifugation bei 277 x g konnte der Uberstand
verworfen, das Zellpellet resuspendiert und erneut 5 ml Medium zugegeben
werden. Um spater vergleichbare Zellzahlen plattieren zu kdénnen, wurden far
jede Maus 10 pl einer 1:10 Verdiunnung des zellreichen Mediums mit 0,1 %
Trypanblau in eine Zahlkammer pipettiert und mikroskopisch ausgezahlt. Der
MW der Lymphozyten-Zahlung aus zwei unterschiedlichen Bereichen der
Kammer (jeweils 16 Felder) stellte im Anschluss die Grundlage dar, um das
gesuchte Verdinnungsvolumen bei einer angestrebten Zellzahl von
1 x 10° Zellen in einem Endvolumen von 200 pl/Well fur jede Maus individuell zu
berechnen. Es wiederholte sich der bereits bekannte Zentrifugationsschritt, mit
dem Unterschied, dass die resuspendierten Zellen in der Folge mit
L-Glutamin-haltigem HL-1 Medium oder RPMI (mit 1 % Penicillin-Streptomycin
und 10 % FCS) versetzt wurden (unterschiedliche Volumina entsprechend obiger
Rechnung). Zum Ende des zweiten Versuchstages und nach Ablauf der Blockzeit

konnten nun mit 200 pl Zellldsung der jeweiligen Maus nach dreimaliger steriler
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PBS-Waschung der Platte 1 x 10° Lymphozyten/Well plattiert werden und bei
37 °C und 7 % CO2fur 24 h inkubieren. Bei einzelnen Mausen waren zu wenig
Zellen fur alle neun vorgesehenen Wells im Medium, so dass entsprechend
weniger Wells mit Prioritat auf MP4 plattiert wurden. Zum Teil wurde auch mit
einer Zellzahl von 5 x 10° Zellen/Well experimentiert, diese Mause finden sich
allerdings nicht in der Auswertung wieder. Nach Ablauf der Inkubationszeit am
dritten Tag wurde die Platte intensiven Waschschritten (3 x PBS; 3 x PBS-Tween
0,025 %) unterzogen, um die Zellen wieder zu entfernen. Ab diesem Schritt
konnte der Arbeitsprozess aul3erhalb der Sterilbank fortgefuhrt werden. Als
Zweitantikérper wurden dann biotinylierte anti-Maus IgGs von der Ziege in 0,5 %
FCS/PBS verdunnt (1:2.000) und auf alle belegten Wells tber Nacht im
Kuhlschrank aufgebracht (80 pl/Well). Die Entwicklung und farbige Darstellung
der produzierten Antikérper (und damit der indirekte B-Zell-Nachweis) wurde
dann am letzten Tag mittels AP-Streptavidin (1:800 in 0,5 % FCS/PBS flr 2 h bei
RT) und entsprechendem Vector Blue Substrate Kit bewerkstelligt, wobei auch
hier zahlreiche Waschschritte in PBS-Tween 0,025 % (4 x) vorausgingen bzw.
sich anschlossen (3 x PBS-Tween 0,025 %; 3 x A. dest.). Die verschiedenen
Reagenzien des Entwicklungskits wurden der Anleitung des Herstellers
entsprechend einem 0,1 M Tris-HCL-Puffer (pH 8,4) beigemischt. Die Zugabe
von 80 pl/Well dieser Entwicklungslosung farbte auf der Platte blaue Spots an.
Die Farbung wurde nach Ermessen (in der Regel nach etwa 10 min) abgestoppt,

indem die Platte intensiv mit flieBendem A. dest. gewaschen wurde (3 x).

2.5.1.3 ELISPOT-Auswertung

Uber Nacht konnte die Platte bei RT und fernab von direktem Lichteinfluss

trocknen, um dann ausgelesen zu werden. In der ImmunoSpot-Software wurden
zuerst moglichst allgemeingultige Parameter fir die Auswertung voreingestellt, in
einem zweiten Schritt erlaubte die sogenannte Quality Control eine individuelle
Nachbewertung der Computerzéhlung flir jedes einzelne Well. Die auf diese
Weise gezahlten Spots flossen folgendermal3en in die Auswertung ein: Allein
entscheidend war die Anzahl der Spots, nicht etwa deren Grél3e. Aus allen Spots
der MP4-Wells einer Maus wurde der MW gebildet, von dem wiederum der MW
der Negativkontrollen desselben Versuchstieres abgezogen wurde (analog
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wurde auch mit anti-Maus IgG verfahren). Die Ergebnisse aller Vehikel- und
Fingolimod-Mause wurden dann als MW zusammengefasst. Auf laborinternen
Erfahrungswerten zu B-Zell-ELISPOT-Platten basierte ein Too numerous to
count- (TNTC-) Wert von 500 Spots/Well. Ab dieser Menge erschien das Well
blau, ohne dass sich sicher Spots differenzieren liel3en. Versuchstiere wurden in
der Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn ausreichend Zellen plattiert
werden konnten und die Zusammenschau aus Negativ- und Positivkontrolle mit

den MP4-Wells plausibel war.

2.5.2 ELISA
2.5.2.1 ELISA-Grundlagen

Beim ELISA wird Uber den Substratumsatz auf die Konzentration der zu

bestimmenden Messgrolie riickgeschlossen, wobei je nach Technik entweder
Antigene (kompetitiver ELISA, Sandwich-ELISA) oder Antikorper (direkter
ELISA) quantifiziert werden sollen [106]. Da hier die Antikdrperkonzentration
gegen MP4 im Serum der Mause bestimmt werden sollte, bezieht sich dieser
Abschnitt rein auf den direkten ELISA. Hydrophobe Wechselwirkungen sorgten
im ersten Schritt beim Coating der Mikrotiterplatte fir eine Haftung des Antigens,
das, um sogenannte Multilayer zu verhindern, in einer Konzentration von
0,5 - 10 pug/ml zugegeben werden sollte (hier 3 pg/ml MP4) [106]. Mit 1 %
Milchpulver konnten dann unspezifische Proteinbindungsstellen fir die
enzymgekoppelten Antikérper blockiert und somit die Hintergrundaktivitat des
Assays gesenkt werden [106]. Die Antikérper im Serum der Versuchstiere gegen
MP4 konnten im Anschluss inkubieren und banden in einem weiteren Schritt
einen biotinylierten anti-Maus Zweitantikorper von der Ratte (Abbildung 7). Als
Enzym wurde an Avidin gebundene HRP bevorzugt, wobei Avidin die Bindung an
den biotinylierten Zweitantikdrper bewerkstelligte. Die Enzymaktivitat konnte bei
der Entwicklung farblich durch das HRP-Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)
bestimmt werden. Dieses wurde, solange die Peroxidase in ihrem pH-Optimum
(5 - 7) arbeitete [106], in ein blaues Farbprodukt umgesetzt. Sobald die richtige
Farbeintensitat erreicht war (Verfarbung der Negativ-Wells), konnte das Milieu
der HRP durch Zugabe von Schwefelsdure angesauert und die Reaktion so

gestoppt werden. Colorimetrisch wurde dann die Konzentration des bis zu
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diesem Zeitpunkt entstandenen Produkts und damit proportional die

Konzentration der Antikdrper gegen MP4 gemessen [106].

. I . Farbprodukt
.

o * Avidin-HRP

. . biotinylierter anti-Maus
Zweitantikorper
Antikorper gegen MP4
/ \ / \ im Mausserum
MO\ Artigen (MPa)

Abbildung 7: Antikdrperverhaltnisse beim direkten ELISA. Well in der Seitansicht.
Abbildung basierend auf einer Grafik aus [106]. ELISA, Enzyme-linked
Immunosorbent Assay; HRP, Meerrettichperoxidase.

2.5.2.2 ELISA-Protokoll

Generell wurden alle Wasch- und Blocklésungen (PBS-Tween, PBS, 1 %

Milchpulver) mit einem Volumen von 200 pl/Well auf die 96-Well-Platte
aufgebracht, wohingegen Antigen, Antikdrper, Enzym und Substrat mit
100 pl/Well pipettiert wurden. PBS-Tween wurde in einer Konzentration von
0,05 % verwendet. Das Experiment begann mit dem Aufbringen von MP4 in einer
Konzentration von 3 pg/ml steriler PBS auf die Platte, die anschlieRend tber
Nacht im Kiuhlschrank verblieb, um am nachsten Tag zuerst 3 x mit PBS-Tween
gewaschen zu werden. Es folgte der Block in 1 % Milchpulver (aufgeltst in PBS-
Tween) fir 2 h bei RT. Wahrend der Wartezeit wurde stets auf eine Abdeckung
der Platte geachtet. Nach Abkippen der Blocklésung wurde das Mausserum in
Duplikaten auf die Platte pipettiert (1 pl des aufgetauten Serums jeder Maus
wurde vorher 1:1.000 in 1 % Milchpulver verdinnt). Fur die Negativkontrolle
wurden zwei bis vier Wells nur mit 1 % Milchpulver belegt. Das tibrige Mausserum
wurde fir etwaige Wiederholungsversuche wieder eingefroren (-20 °C). Erneut
wurde die Platte Uber Nacht kuhl gelagert. Der biotinylierte anti-Maus
Zweitantikérper wurde in 0,1 % Milchpulver mit einem Mischungsverhaltnis von
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1:800 verdiinnt und nach einer dreimaligen Waschung der Platte in PBS-Tween
aufgebracht (auch auf die Negativkontrollen). Wiederum erfolgte die Lagerung
des Nachts im Kuhlen. Am vierten Tag des Experiments konnte nach einer
erneuten PBS-Tween Waschung (3 x) das Enzym Avidin-HRP (1:1.000 in 0,1 %
Milchpulver) fir 2 h bei RT in den Wells inkubieren. Erneute Waschschritte (PBS-
Tween, PBS) gingen der Entwicklung mittels 100 ul TMB pro Well voraus. Bei
blaulicher Farbung der Negativkontrolle, wurde die Reaktion dann mit 50 pl
Schwefelsaure (25 % in A. dest.) in jedem Well abgestoppt und die Platte

anschlieBend bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen.

2.5.2.3 ELISA-Auswertung

Das Auslesegerat stellte die optische Dichte (OD) eines jeden Wells zur

Verfligung. Da pro Maus zwei Wells plattiert wurden, lie3 sich fur jedes Tier der
MW bilden. Davon konnte man den MW der zwei bzw. vier Negativ-Wells
abziehen, so dass zum Schluss jede Maus durch einen korrigierten
Absorptionswert charakterisiert wurde. Diese MWs konnte man wiederum
gruppieren (Vehikel und FTY720) und statistisch gegenuberstellen.
Vergleichbare Daten lieferte sowohl ein erstes Experiment als auch ein

zusatzlicher Wiederholungsversuch (Kapitel 3.3.3).

2.6 Durchflusszytometrie

2.6.1 Blutproben und Etablierung

Acht nicht-immunisierten B6-Wildtypmannchen wurde in zwei zeitlich versetzten
Experimenten (n1 = 6, n2 = 2) ca. 100 pl Vollblut aus der Schwanzvene
abgenommen, nachdem sie im Mittel fur 13,25 d (SD = 1,39 d), mit einer
minimalen Behandlungsdauer von 10,00 d wund einer maximalen
Behandlungsdauer von 14,00 d, entweder mit Vehikellésung (n = 4) oder
Fingolimod (n = 4, alle im ersten Experiment untersucht; Dosierung und
Applikation wie in Kapitel 2.3.4) behandelt wurden. Bezuglich der
Behandlungsdauer bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen (p = 0,14) mit einem MW des Behandlungszeitraumes bei den Vehikel-
Tieren von 12,50 d (SD = 1,73 d) und 14,00 d in der Fingolimod-Gruppe
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(SD = 0,00 d). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren die Mannchen zwischen
60 d und 148 d alt (MW = 90,13 d; SD = 36,24 d). Auch hier bestand kein
statistischer Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (p = 0,57): Im Mittel
waren Tiere der Vehikel-Gruppe 91,50 d alt (SD = 38,72 d), wahrend der MW der
Fingolimod-Gruppe bei 88,75 d (SD = 39,50 d) lag. Da die vorliegenden Versuche
am Anfang des laborinternen Etablierungsprozesses von Durchflusszytometrie-
(DFZ-) Analysen an peripherem Mausblut standen, fanden sich im Protokoll
gewisse Inkonsistenzen zwischen den beiden Experimenten. Im Gegensatz zum
ersten Versuch wurde im zweiten Ansatz nur eine einzelne Lyse der Blutproben
durchgeflihrt, dafir allerdings ein modifizierter, Ethylendiamintetraessigsaure-
(EDTA-) haltiger Erythrozyten-Lyse- (RBC-) Puffer verwendet. Auch wurde das
erste Experiment nicht durchgangig auf Eis durchgefuhrt, wahrend man im
zweiten Versuch auf ununterbrochene und akkurate Kiihlung der Zellen achtete.
Uberdies variierte der Einsatz von Waschpuffer und PBS sowie das Vorgehen
bei der Antikbrper-Zugabe. Das in Kapitel 2.6.4 aufgefuhrte Protokoll stellte also
die Synthese der Etablierungsversuche dar, von der die individuellen Ansatze
z.T. abwichen. Vorexperimente zu dieser Versuchsreihe umfassten drei weitere
unabhangige Mause und eine Blutprobe vor Behandlungsbeginn bei funf der acht
eigentlichen Versuchstiere (Daten nicht in der Auswertung). Auch wurde das
Datenpaket einer fiinften Vehikel- und somit neunten Gesamtmaus
ausgeschlossen, da das Tier wahrend der Behandlung an einer chronischen
Wunde in der Flanke litt und auRerdem keine plausible Auswertung erbrachte

(jeweils 0,00 % T- und B-Lymphozyten).

2.6.2 Grundlagen der durchflusszytometrischen Messung

Die DFZ ist ein immunologisches Verfahren, bei dem mit einem hohen Durchsatz
in geringer Zeit automatisch Eigenschaften verschiedenster Zellen oder Partikel
detektiert und aufgezeichnet werden konnen [106]. Der technisch hochkomplexe
Aufbau eines Durchflusszytometers und die Grundlagen des Verfahrens seien
hier allerdings nur kurz und vereinfachend angesprochen: Im Zentrum des hier
verwendeten Fluorescence-activated Cell Sorter (FACS) stand ein Laser, an dem
die zu untersuchenden Zellen in einem laminaren Probenstrom vorbeistromten.

Das monochromatische und gebiindelte Laserlicht traf dabei auf die einzelne
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Zelle und wurde je nach GroRBe und Granularitdt verschieden gestreut
(Abbildung 8) [106]. Diese unterschiedliche Ablenkung wurde durch ein
kompliziertes System aus Blenden, Filtern und Spiegeln vom Gerat verarbeitet
und so das Vorwartsstreulicht (FSC) und das Seitwartsstreulicht (SSC) erfasst.
Zusatzlich konnte die Energie des Lasers Fluorochrome anregen, die ihrerseits
wieder Licht mit einer hoheren Wellenlange aussendeten. Auch diese
Lichtquanten konnten vom Gerat exakt gemessen werden. So gelang es
unterschiedliche Zelltypen (im vorliegenden Fall T- und B-Zellen) durch Kopplung
an jeweils charakteristisch fluoreszierende Antikérper voneinander zu
unterscheiden. Da jeder Fluoreszenzfarbstoff durch bestimmte Wellenlangen
angeregt werden und ein  charakteristisches  Absorptions- und
Emissionsmaximum vorweisen konnte, war das Gerat in der Lage die
verschieden markierten Zellen zu erkennen und zu zadhlen. Die spektrale
Uberlappung der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe sollte dabei so gering
wie madglich sein, damit jedem Fluorochrom und somit indirekt jeder Zellart ein
spezifisches Signal zugeordnet werden konnte [106]. Je mehr Laser einem
Durchflusszytometer also zur Verfligung stehen, desto mehr verschiedene
Anregungswellenlangen kdnnen abgedeckt werden und umso mehr steigen die
Einsatzmoglichkeiten des Geréates. Das BD FACS Canto Il verfugte in diesem
Fall Gber drei verschiedene Laser: Zwei Festkorper-Laser (A =405 nm und
488 nm) emittierten Licht im violetten bzw. blauen Bereich und wurden durch
einen roten Helium-Neon-Gas-Laser (A = 633 nm) erganzt. Das Licht der
einzelnen Laser traf dabei zeitlich versetzt auf die Zelle (laser delay), um so
weitere optische Storfaktoren zu minimieren. Folgender Ablauf lag einer
Messung zugrunde: Die Lymphozyten mussten aus dem abgenommenen
Vollblut der Tiere separiert werden. Dies gelang mit mehreren
Zentrifugationsschritten und einem RBC-Puffer, der die roten Blutkdrperchen
zerstorte, die weil3en jedoch aussparte. Eine Tot-Lebend-Farbung differenzierte
die Ubrigen Leukozyten von toten Zellen, indem sie u.a. an intrazellularen Aminen
band. Da diese bei einer permeablen Zellmembran deutlich besser zuganglich
waren, wurden tote Zellen intensiver angefarbt als lebendige mit intakter
Membran [108]. Uber die Oberflachenantigene CD4 und CD19 wurden dann
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entsprechende T- und B-Lymphozyten mit unterschiedlichen fluoreszenz-
gekoppelten Antikérpern direkt markiert. Die aufbereitete Probe wurde
anschlieBend in das FACS geleitet und gelangte zusammen mit einer
Tragerflissigkeit in eine Messkuvette, in der die Zellen einzeln an den Lasern
vorbeistromen konnten, bevor sie verworfen wurden [106].
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Abbildung 8: Grundlagen der Durchflusszytometrie. Schematische Darstellung der
verschiedenen MessgroRen im Durchflusszytometer. Die Laserstrahlen sind
vereinfacht nicht als farbige Welle dargestellt. Trifft ein Lichtstrahl auf die Zelle
wird er je nach GroRBe (FSC) und Granularitat (SSC) in verschiedene Richtungen
abgelenkt. Das Laserlicht regt die fluoreszenz-gekoppelten Antikdrper (rot) zur
charakteristischen Signalaussendung an. Im Lichtspektrum sind die drei
Wellenlangen der hier verwendeten Laser des BD FACS Canto Il eingezeichnet.
Abbildung basierend auf einer Grafik aus [106]. FACS, Fluorescence-activated Cell
Sorter; FSC, Vorwartsstreulicht; SSC, Seitwartsstreulicht.

405 nm

Fluoreszenzsignal

2.6.3 Durchflusszytometrische Marker

Die Kombination aus dem Oberflachenmolekil CD4 zur Charakterisierung von T-
Zellen und CD19 als B-Zell-Marker fand in der Literatur beispielsweise schon bei
einer FACS-Analyse von PBMC von RRMS-Patienten Verwendung, in der nach
dreimonatiger Fingolimod-Behandlung eine signifikante Reduktion der CD4* T-
und CD19* B-Zellen nachgewiesen werden konnte [109]. Auch an B6-Mausen
wurden die Marker CD4 und CD19 zur durchflusszytometrischen Analyse der
Lymphozyten-Zirkulation durch die lymphatischen Organe beispielhaft
verwendet. Ahnlichkeiten zur vorliegenden Arbeit bestehen, da es sich zum einen

um nicht-immunisierte und zum Teil mannliche Tiere handelte, zum anderen
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erhielten die Mause fir 21 d eine nur geringfugig héhere Fingolimod-Dosis als in
diesen Versuchen (taglich ca. 1,25 mg/kg) [110]. Die Antikérper gegen beide
Oberflachenmolekiile mussten an unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe
gekoppelt verwendet werden. Hier wurden die Kombinationen aus Peridinin
Chlorophyll Protein (PerCP), Cyanin 55 (Cy 5.5) und anti-CD4 sowie
Allophycocyanin (APC) und anti-CD19 eingesetzt. Wahrend PerCP-Cy5.5 von
blauem Licht mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt und ein
Emmissionsmaximum von A = 695 nm aussandte, wurde APC durch den Helium-
Neon-Laser (A = 633 nm) im Rotlichtbereich angeregt. Das Emmissionsmaximum
lag hier bei 660 nm, so dass man PerCP-Cy5.5 abgrenzen konnte [106]. Bei
PerCP-Cy5.5 handelte es sich Uberdies um ein Tandemkonjugat aus zwei
Farbstoffen: Nach Anregung der ersten Komponente durch den blauen Laser
wurde die Energie des emittierten Lichtes direkt auf den zweiten Farbstoff
Ubertragen, der dann seinerseits zur Emission angeregt wurde [106]. Durch den
dritten Laser im violetten Bereich (A = 405 nm) konnte auf3erdem der Tot-Lebend-
Farbstoff abgedeckt werden, der Lichtquanten mit einer deutlich kirzeren
Wellenlange (A = 448 nm) als APC oder PerCP-Cy5.5 emittierte [108]. Durch die
Mdglichkeit jeden Laser mit nur einem Farbstoff zu belegen, konnte man bereits

im Vorfeld kompensatorische Effekte ausschliel3en.

2.6.4 DFZ-Protokoll

Die Versuchstiere wurden in einem Retainer fixiert und ihr Schwanz mit
infrarotem Licht angewarmt. Durch einen Anschnitt mit einer scharfen
Rasierklinge wurde die vasodilatierte Schwanzvene er6ffnet und das Vollblut
tropfenweise in ein mit 40 - 60 ul Heparin befilltes Rohrchen Uberfihrt. Akribisch
wurde auf einen sauberen und mdglichst oberflachlichen Schnitt geachtet. Das
Proberéhrchen wurde mit kalter PBS aufgefullt, durchmischt und anschlie3end
gekunhlt fur 5 min zentrifugiert (500 x g). Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 1 ml kalter PBS resuspendiert, bevor 3 ml kalter RBC-Puffer fir 5 min
auf Eis inkubiert wurde. Durch Zugabe von 10 ml PBS konnte die Reaktion
unterbrochen werden und die tbrigen Lymphozyten durch erneute zweimalige
Zentrifugation (4 °C, 5 min, 500 x g), Abpipettieren des Uberstandes und
Resuspension in 1 ml PBS gezahlt werden. Die Zahlkammer wurde dabei mit
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einer 1:10 verdunnten Zellsuspension in 0,1 % Trypanblau (Anfarbung toter
Zellen) befullt und unter dem Mikroskop standardgemall ausgezahlt.
Anschlieiend wurde der MW aus bis zu vier Feldern gebildet und mit der
bekannten Kammertiefe und dem Kammervolumen sowie der Verdinnung
verrechnet, so dass am Ende individuell flr jede Probe die Zellzahl/ml bekannt
war. AnschlieBend wurden alle Proben auf 5 x 10° Zellen/ml in PBS verdunnt und
5 x 10° Zellen fur die Farbungen entnommen. Der Zelliberstand diente als
ungefarbte Kontrolle und wurde in den nachsten Schritten nur mit Tragermedium,
nicht aber mit Farbstoffen verdiinnt. Es folgte die Tot-Lebend-Farbung, indem auf
Grundlage der Herstellerangaben pro ml Zellsuspension 1 pl Farbstoff (Horizon
Fixable Viability Stain 450) fur 30 min auf Eis inkubiert wurde. Danach wurden
die Proben mit Waschmedium auf 2 ml aufgefillt und erneut zentrifugiert (4 °C,
10 min, 720 x g). Nachdem der Uberstand entfernt worden war, wurden den
vorher verdinnten 5 x 10° Zellen jeweils 0,125 ug beider Antikorper
(PerCP-Cy 5.5 anti-Maus CD4, APC anti-Maus CD19) zugegeben, die zuvor mit
Waschpuffer zu einem Volumen von insgesamt 50 pl gemischt worden waren
(mastermix). Waren bei einzelnen Mausen weniger als 5 x 10° Zellen in der
Probe, wurden die Antikdrper individuell verdinnt zugegeben. Erneut mussten
die Antikorper fur 30 min auf Eis inkubieren. Zur Vorbereitung der Messung
wurden die Proben ein weiteres Mal fir 10 min gekuhlt zentrifugiert (2.000 x g).
Nachdem der Uberstand verworfen worden war, wurden 200 pl Waschmedium
zu jeder Probe zugegeben und die markierten Zellen in ein Probenréhrchen

Uberfuhrt. Es folgte die Messung.

2.6.5 Gatingstrategie und Auswertung

Uber einen voreingestellten Threshold (hier 5.000) am Geréat wurde schon bei der
Messung beziglich der FSC eine Detektionsgrenze festgelegt. Signale mit einer
geringeren Intensitdt wurden vom Gerat nicht aufgezeichnet, womit einige
Zelltrimmer schon ausgeschlossen wurden. In der anschlieRenden Auswertung
der Daten wurde dann unter Berticksichtigung der Gro3e und Granularitat der
gezahlten Ereignisse beziiglich lebender und einzelner Zellen adjustiert und ein
sogenanntes Gate um die Lymphozyten-Population gelegt, wodurch andere

Leukozyten, wie Monozyten oder Granulozyten, sowie gro3ere Zelltrimmer von
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der Messung ausgeschlossen wurden. Anhand ihrer Fluoreszenzeigenschaften
wurde die ausgewahlte Zellfraktion dann weiterfihrend charakterisiert. Die
Gatingstrategie (Abbildung 11 A, B) lasst sich wie folgt darstellen, wobei ein
Impuls durch drei Gro3en charakterisiert werden kann: die Flache unter der
Kurve (A), die Hohe (H) und die Breite (W).

SSC-A versus Tot-Lebend-Farbstoff, um die lebenden Zellen herauszufiltern
FSC-H versus FSC-A, um die einzelnen Zellen zu erkennen

SSC-A versus FSC-A, um die Lymphozyten zu charakterisieren

CD19 APC-A versus CD4 PerCP-Cy5.5-A zur Differenzierung der B- und T-
Zellen

A w NP

In den Negativkontrollen wurden fir CD19 APC-A und CD4 PerCP-Cy5.5-A keine

Signale registriert. Dies belegte die Spezifitat der Antikdrper-Messung.

2.7 Statistische Auswertung

Alle Analysen und deskriptiven Statistiken wurden mit GraphPad Prism 7
berechnet. Die beiden experimentellen Gruppen (Vehikel und Fingolimod)
wurden aufgrund der nicht-normalverteilten Daten und der geringen Fallzahl
mithilfe des ungepaarten, nicht-parametrischen Mann-Whitney
Rangsummentests verglichen. Berechnet wurden exakte, zweiseitige p-Werte.
Beschreibend wurden fir alle Analysen des gesamten Mauskollektivs die MWs
mit entsprechender SD und die Minimal- bzw. Maximalwerte im Text bzw. den
Abbildungen angegeben. Auf3erdem wurden die MWs und SDs auch fiur die
einzelnen Behandlungsgruppen getrennt aufgefuhrt. Fur die Korrelationen wurde
der nicht-parametrische Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman (Spearmans
rho, rs) berechnet. Ein kleiner p-Wert sprach hierbei gegen zufallige
Datenverteilung und fur einen echten Zusammenhang. Zusatzlich wurde das
95 % Konfidenzintervall (KI) angegeben. Die Ausgleichsgeraden in Abbildung 16
basierten auf einer einfachen linearen Regression (Kleinstquadrate-Schatzung).
Das Signifikanzniveau wurde fir alle Auswertungen auf a = 5 % festgelegt
(hierbei wurde p < 0,05 durch einen (*), p < 0,01 durch zwei (**) und p < 0,001

durch drei (***) Sterne dargestellt). Das Vorgehen orientierte sich unter anderem
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an Empfehlungen der statistischen Beratung des Epidemiologischen Institutes
der Universitat Wirzburg und des Universitaren  Zentrums  fur

Gesundheitswissenschaften am Klinikum Augsburg.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Immunisierungsstatistik und Krankheitsbeginn

Die Erfolgsquote der Immunisierung unterlag zwischen den drei Kohorten
(Tabelle 13) nennenswerten Schwankungen und ergab im Mittel einen Wert von
39,30 % (SD = 26,23 %). Am wenigsten Tiere erkrankten in der ersten (23,33 %)
und am meisten in der dritten Kohorte (69,57 %; Tabelle 19). Frihestens 12 d
und spéatestens 21 d nach Immunisierung traten erste Krankheitssymptome auf
(MW = 15,93 d; SD = 2,90 d). Tiere, die im Verlauf mit Vehikel-Losung behandelt
wurden, wurden im Mittel 14,20 d (SD = 1,30 d) nach Immunisierung krank,
wahrend erste Symptome in der spateren Fingolimod-Gruppe durchschnittlich
nach 16,89 d (SD = 3,14 d) auftraten (p = 0,12).

3.2 Gebesserter klinischer Verlauf bei Fingolimod-Behandlung

Zu Behandlungsbeginn (erster Tag in Abbildung 9 A) bestand kein signifikanter,
klinischer Unterschied zwischen den Tieren, die fir die Vehikel- beziehungsweise
fur die Fingolimod-Gruppe ausgewahlt wurden (p = 0,28). Beide Kurvenverlaufe
stiegen bis zum finften Behandlungstag an, unterschieden sich an ihrem
hochsten Punkt zum ersten Mal statistisch (p = 0,049) und fielen zun&chst parallel
ab. Erst Uber die Behandlungszeit hinweg verbesserte sich die klinische
Symptomatik der FTY720-behandelten Mause deutlich im Vergleich zur Vehikel-
Gruppe, die sich auf einem Plateau stabilisierte (Abbildung 9 A, durchgehende
Signifikanz ab Behandlungstag 17). Der gr6f3te Unterschied bestand an Tag 25
(p = 0,005). Der hochste Score, den ein einzelnes Versuchstier tUber beide
Gruppen hinweg erreichte, war 3,5. Im Verlauf jeder einzelnen Maus fand sich

mindestens ein EAE-Score von 1,5.
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Abbildung 9: Verbesserung des klinischen EAE-Verlaufes unter Fingolimod-
Behandlung. A) Gezeigt sind die Mittelwerte der beiden Gruppen flr die einzelnen
Behandlungstage. Das Fehlerband (Standardabweichung) der Vehikel-Tiere ist
grau, das der FTY720-behandelten Mause blau hinterlegt (Uberschneidungsbereich
hellblau). Ein statistischer Vergleich erfolgte an jedem einzelnen Behandlungstag.
Die Klammern fassen Tage mit &ahnlichen Unterschieden zusammen.
B) Reprasentative Krankheitsverlaufe einer Vehikel- und einer Fingolimod-Maus.
Die Pfeile markieren jeweils den Behandlungsbeginn. EAE, Experimentelle
autoimmune Encephalomyelitis.

3.3 Periphere Wirkung von Fingolimod

3.3.1 Keine morphologischen Verdnderungen am Lymphknoten

Die vergleichende Durchsicht der gefarbten Lymphknotenserienschnitte lieferte
keine offensichtlichen, morphologischen Unterschiede zwischen den Vehikel-
und FTY720-behandelten Tieren, weder was Grofl3e und Beschaffenheit der
Lymphknoten noch was die Ausstattung mit den verschiedenen Markern betraf.
Dieser mikroskopische Eindruck liel3 sich aber methodisch nicht quantifizieren.
Dies lag daran, dass es bei der Einbettung des Gewebes kaum mdglich war die
kleinen, verschieden geformten Lymphknoten einheitlich im Paraffinblock
auszurichten, was in unterschiedlichen Schnittwinkeln und -tiefen resultierte und
die Ebenen nicht miteinander vergleichbar machte. AufRerdem waren die
Lymphknoten zwischen den Individuen sehr unterschiedlich, so dass sich bei der
geringen Zahl an Versuchstieren kaum eine allgemeingultige Aussage treffen lief3
(Abbildung 10).

64



Vehikel

FTY720

Abbildung 10: Methodische  Problematik beim  Lymphknotenvergleich.
A, A”) Lymphknoten von Vehikel-Tieren, B, B") zum Vergleich Lymphknoten aus der
Fingolimod-Gruppe mit umgebendem Fettgewebe (F). A, B) Die histologische
Gliederung des Lymphknotens in B-Zone (blau, B), T-Zone (braun, T) und Mark mit
Marksinus (M) war in der Ubersichtsfarbung in beiden Gruppen mehr oder weniger
deutlich erhalten. Trotz gleicher VergroRerung (Messbalken 400 um) ist der
Vehikel-Lymphknoten in diesem Bild deutlich groRer, was aber nach Durchsicht
aller Gewebeproben vermutlich auf eine andere Schnittebene oder interindividuelle
GroRenschwankungen und nicht etwa auf die Behandlung zurtickzufihren war.
A", B") Keine histologischen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
erkennbar. Jeweils ein B-Zell-Follikel (*) und der Randsinus des Lymphknotens
(Pfeilspitze) sind markiert. Messbalken 100pum. Eine weitere Schwierigkeit bei der
Aufbereitung der zellreichen Lymphknoten waren haufige Risse und Artefakte
(Pfeile). CD, Cluster of Differentiation; HE, Hamatoxylin-Eosin.

3.3.2 Verminderung der CD4* T-Zellen im peripheren Blut

Im Mittel wurden im Durchflusszytometer 73.069 Zellen pro Maus
(SD =29.213 Zellen) bei einer minimalen Zellzahl von 15.610 und einer
maximalen Zellzahl von 100.000 registriert, auch bestand hierbei kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (MW Vehikel-Gruppe = 89.219
Zellen, SD = 21.563 Zellen; MW FTY720-Gruppe = 56.919 Zellen, SD = 28.824

Zellen; p = 0,20). Im Durchschnitt waren von den lebenden Einzelzellen
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40,66 % Lymphozyten (SD = 20,24 %; Minimum = 21,30 %;
Maximum = 75,40 %). Der Lymphozyten-Anteil an den lebenden Einzelzellen war
in der Vehikel-Gruppe signifikant grof3er (MW = 56,28 %; SD = 17,02 %) als bei
den Fingolimod-behandelten Tieren (MW = 25,05 %; SD = 4,01 %; p = 0,0286).
Ebenso war der prozentuelle Anteil der CD4* T-Zellen an den
Gesamtlymphozyten bei Vehikel-Gabe signifikant héher im Vergleich zur
FTY720-Behandlung (p = 0,0286), wéhrend sich der CD19* B-Zell-Anteil im
Gegensatz dazu nicht unterschied (p>0,99; Abbildung 11 C, C’). Die
Verringerung des Lymphozyten- und speziell des CD4* T-Lymphozyten-Anteils
unter Fingolimod-Behandlung an B6-Mausen war mit dem Hauptmechanismus
von FTY720, der S1P-vermittelten Retention der Lymphozyten in den SLOs
(Kapitel 1.2.3), vereinbar. Auch konnte so die Fingolimod-Dosis von 1 mg/kg

validiert werden.
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3.3.3 Keine Beeintrachtigung der MP4-spezifischen B-Zell-Antwort
Beim Vergleich der MP4-reaktiven B-Zellen im ELISPOT ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Vehikel- und FTY720-Behandlung

(p = 0,905), was die Anzahl der Spots pro einer Million Zellen betraf. Ein Spot
reprasentierte eine einzelne MP4-spezifische B-Zelle. Auch die Gesamtantwort
aller B-Zellen auf anti-Maus IgG war zwischen den Gruppen vergleichbar
(p = 0,683; Abbildung 12 B, B").

A PBS MP4 B ’ I9G
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Vehikel . 600+
% 500
N 4004
< 300
]
2 2004
(2]
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Vehikel FTY720 Vehikel FTY720
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Abbildung 12: Keine Beeintrachtigung der MP4-spezifischen B-Zell-Antwort.
A) Reprasentative Wells im B-Zell-ELISPOT. B) MP4-spezifische-Antwort und B")
totale 1gG-Antwort im B-Zell-ELISPOT. TNTC = 500. C, C") MP4-spezifische
Antikérper im ELISA. Graph C enthélt Daten der ersten beiden Kohorten, C* den
kompletten Datensatz. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung.
ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay; ELISPOT, Enzyme-linked Immuno
Spot Assay; Ig, Immunglobulin; OD, Optische Dichte; PBS, Phosphatgepufferte
Salzlésung; TNTC, Too numerous to count.

Die humorale Antwort (Antikdrperproduktion) gegen MP4 blieb im ELISA in zwei
Wiederholungsexperimenten ebenso unbeeintrachtigt von der Fingolimod-
Behandlung: Das erste ELISA-Experiment wurde nach den ersten beiden
Kohorten (12 Tiere) durchgefiihrt und zeigte keinen Unterschied zwischen der
Vehikel- und FTY720-Gruppe (p = 0,082; Abbildung 12 C). Nach der dritten
Kohorte folgte ein Wiederholungsexperiment mit allen 14 ausgewerteten
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Mausen, das ein vergleichbares Ergebnis lieferte (p = 0,112; Abbildung 12 C").
Die OD galt als vergleichbares Mal3 der Antikérperspiegel im Serum. Die MP4-

spezifische Reaktion zeigte zugleich eine erfolgreiche Immunisierung.

3.4 Zentrale Wirkung von Fingolimod

3.4.1 Ubersicht iiber die Versuchstiere

Bei der histologischen Zusammenschau der Versuchstiere (Tabelle 17) fiel auf,
dass funf FTY720-behandelte Mause generell keine Kleinhirn-Infiltration
aufwiesen. Ihr Kleinhirn-Parenchym stellte sich unter dem Mikroskop, sowohl in
der HE- als auch in der CD3/B220-Farbung, blande dar (Abbildung 14 A").

Insgesamt wurden bei den anderen Versuchstieren 846 Infiltrate erfasst, die nach

den Kriterien aus Kapitel 2.4.6.2 in drei Kategorien eingeteilt werden konnten
(Abbildung 13).

Abbildung 13: Verschiedene Infiltrat-Kategorien, Diaminobenzidin-Doppelfarbung,
CD3 (braun)/B220 (blau), Kleinhirngewebe von Vehikel-Tieren. A) Non-B-Zell-
Infiltrat, B) diffuses B-Zell-Infiltrat, C) B-Zell-Aggregat (Ausschnitt aus E), D) Gefal
ohne Infiltration. E) Ubersichtsaufnahme mit dem Nebeneinander verschiedener
Infiltrat-Typen. Messbalken A - D 100 um, E 200 pm. CD, Cluster of Differentiation.
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Die diffusen B-Zell-Infiltrate reprasentierten dabei den gréf3ten Anteil (68,20 %),
gefolgt von den Non-B-Zell-Infiltraten (24,23 %). Am seltensten waren B-Zell-
Aggregate anzutreffen (7,57 %). Von dieser Verteilung abweichend konnte bei
einer Vehikel-Maus und einer FTY720-Maus ein grolRerer T-Zell-Einfluss
(Non-B-Zell-Infiltrate = diffuse B-Zell-Infiltrate) und bei zwei Vehikel-Tieren ein
deutlich betonter B-Zell-Einfluss (B-Zell-Aggregate > Non-B-Zell-Infiltrate,
Tabelle 17) vermutet werden. In jeder Maus mit Kleinhirn-Infiltration wurden
diffuse B-Zell-Infiltrate gefunden. Dies gilt mit Ausnahme von einem FTY720-Tier

mit insgesamt nur einem Infiltrat auch fir Non-B-Zell-Infiltrate.
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TL

Fingolimod n=9 Vehikeln=5

Kohorte 1 1 1 1 2 1 2 3 3 1 1 2 2 2
Score Behandlungsbeginn 12 12 1,58 12 b 12 1,5° 3° 3° 12 2,5 3° 3° 3°
Score Praparation of o o? o? 0® 0,5 0,5° 2° 29 2,5 39 2 2 2®
Behandlungstage 29 34 31 31 32 30 27 28 28| 29 30 30 30 30
Parenchymfléche [mm?] 7,23 7,65 8,43 411 7,669 7,75 7,4859 9,44 7,58 5,66 15,33 10,70 12,15 13,57
Gesamtanzahl Infiltrate 0 0 0 0 0 1 9 7 6 14 239 89 333 148
Infiltrate/Flache [1/mm?] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 1,20 0,74 0,79 2,47 15,59 8,32 27,40 10,91
Infiltrat-Kategorien
Non-B-Zell-Infiltrate 0 0 0 0 0 0 3 3 3 1 19 23 72 81
Diffuse B-Zell-Infiltrate 0 0 0 0 0 1 6 4 3 ik 191 65 238 58
B-Zell-Aggregate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 29 1 23 9
lymphoide Charakteristika 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 16 1 20 8
geringgradig 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 12 1 3 0
mittelgradig 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 17 8
hochgradig 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Prozentuale Verteilung [%]
Non-B-Zell-Infiltrate .
Diffuse B-Zell-Infiltrate /=
B-Zell-Aggregate [l I
lymphoide Charakteristika 0,00 0,00 0,00 0,00 7,14 6,69 1,12 6,01 5,41
lymphoide Charakteristika* 50,00 55,17 100,00 86,96 88,89

geringgradig'
mittelgradig' N
hochgradig NN

Tabelle 17: Gesamtubersicht Uber die histologischen Daten aller 14 Versuchstiere. Jede Spalte enthalt die Werte einer Maus. Die
lymphoiden Charakteristika beziehen sich jeweils auf die B-Zell-Aggregate, die Grade auf die B-Zell-Aggregate mit lymphoiden
Charakteristika (Kapitel 3.5). Aus Ubersichtsgriinden ist in den Kreisdiagrammen je nur eine Fraktion beziffert.
a2 Behandlungsbeginn mit Symptomeintritt, ° Behandlungsbeginn mit Krankheitspeak, ¢ Behandlungsbeginn drei Tage nach
Krankheitspeak, 9 Behandlungsende am Préaparationstag, ¢ Behandlungsende am Tag vor Praparation, f abweichende
Schnittebenen, 9 weniger Ebenen untersucht, " keine Information tGber den Ig* Marker-Status, ' ein Aggregat nicht fir CXCL13
auswertbar, | prozentualer Anteil an der Gesamtzahl der Infiltrate, k prozentualer Anteil an B-Zell-Aggregaten, ' prozentualer Anteil
an B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden Charakteristika. Ig, Immunglobulin.



3.4.2 Attenuierte Kleinhirn-Infiltration unter Fingolimod-Behandlung

Bei den Vehikel-Mausen wurden signifikant mehr Infiltrate registriert
(823 Infiltrate) als in der mit FTY720 behandelten Gruppe (23 Infiltrate), in der nur
bei vier von neun Tieren Uberhaupt eine schwache Infiltration nachgewiesen
werden konnte (p = 0,001). Bei Betrachtung der Mittelwerte (Abbildung 14 B,
rechtes Diagramm) entsprach dies einer Reduktion der Kleinhirn-Infiltration um
98,44 % unter FTY720-Behandlung. Die geringste, vorkommende Zahl an
Infiltraten in einer Vehikel-Maus (14 Infiltrate) lag Uber dem Hochstwert bei
FTY720-Behandlung (9 Infiltrate, Tabelle 17). Nicht nur in Absolut-Zahlen,
sondern auch bezogen auf die ausgewertete, zerebellare Parenchymflache
bestand sowohl zwischen der Gesamtinfiltrat-Zahl (p = 0,001), den Non-B-Zell-
Infiltraten (p = 0,006) und den diffusen B-Zell-Infiltraten (p = 0,001) ein
signifikanter ~ Unterschied  zwischen Fingolimod- und Vehikel-Gabe
(Abbildung 14 B, C, D).
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Abbildung 14: Deutlich verminderte Kleinhirn-Infiltration unter Fingolimod.
A) Massiv infiltriertes Kleinhirn-Parenchym einer Vehikel-Maus, A”) Unauffalliges
Parenchym bei einer mit FTY720 behandelten Maus. HE-Farbung, Messbalken je
200 um. B-D) Gegenuberstellung der flachenkorrigierten Gesamtinfiltrate, der Non-
B-Zell-Infiltrate und der diffusen B-Zell-Infiltrate mit den jeweiligen Absolut-Werten.
Der flachenbedingte Fehler war vernachlassigbar klein. Diagramme zeigen neben
den Einzelwerten auch den Mittelwert + Standardabweichung. HE, Hamatoxylin-
Eosin.
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3.4.3 Keine B-Zell-Aggreqgat-Bildung bei Fingolimod-Behandlung
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Abbildung 15: Keine Bildung von B-Zell-Aggregaten unter Fingolimod.
Gegenuberstellung der A) flachenkorrigierten B-Zell-Aggregate und B) Absolut-
Zahlen. Keine Maus, die mit FTY720 behandelt wurde, wies B-Zell-Aggregate auf.
Zu finden waren diese Strukturen dagegen in jedem Vehikel-Tier. Diagramme
zeigen Einzelwerte und den Mittelwert £ Standardabweichung.

Jedes Vehikel-Tier wies mindestens ein B-Zell-Aggregat auf, wahrend in keiner
mit FTY720 behandelten Maus ein B-Zell-Aggregat gefunden wurde (Tabelle 17).
Dies stand im Gegensatz zu den Non-B-Zell-Infiltraten und diffusen B-Zell-
Infiltraten, die in der Kontroll- und Fingolimod-Gruppe nachgewiesen wurden. Der
Unterschied zwischen den B-Zell-Aggregaten war sowohl in Bezug auf die
Parenchymflache als auch als Absolut-Wert hochsignifikant (p = 0,0005;
Abbildung 15). Fingolimod verhinderte dementsprechend bei Behandlung im
akuten Krankheitsstadium effektiv die Bildung von B-Zell-Aggregaten im ZNS der
MP4-EAE-Mause.

3.4.4 Zusammenhang Kleinhirn-Infiltration und klinischer Score

Unabhéangig von der jeweiligen Behandlungsgruppe (n = 14) wurde untersucht,
inwieweit eine starkere Infiltration und Inflammation des Kleinhirn-Parenchyms
mit einem schlechteren klinischen Outcome einherging (Abbildung 16). Dazu
wurde die Gesamtzahl aller Infiltrate im Kleinhirn der jeweiligen Maus mit dem
letzten Score vor Praparation korreliert. Es zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang (p = 0,0001; rs = 0,88; KI = 0,65 bis 0,96), der auch nach Bezug
auf die Parenchymflache in dieser Deutlichkeit bestehen blieb. Die

Wahrscheinlichkeit, dass ein EAE-Score von mindestens 0,5 gemessen wurde,
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wenn das Versuchstier gleichzeitig Infiltrate aufwies, lag bei 100,00 %
(Sensitivitat). Andersherum war ein Score < 0,5 bei allen finf Mausen ohne
Kleinhirn-Infiltration (jeweils EAE Score 0; Kapitel 3.4.1) zu finden (Spezifitat
100,00 %). Auch bei Auftragung der B-Zell-Aggregate (p = 0,0017; rs = 0,76;
Kl = 0,37 bis 0,92) bzw. der B-Zell Aggregate mit lymphoiden Charakteristika
(p = 0,0055; rs=0,73; KI = 0,31 bis 0,91) gegen den finalen Krankheitsscore war
die Korrelation signifikant und hielt auch hier wiederum der Flachenkorrektur
stand. B-Zell-Aggregate mit und ohne lymphoide Neogenese fanden sich nur bei
Tieren mit einem EAE-Score von = 2. Dieser Cut-off-Wert als Test fur das
Vorhandensein von B-Zell-Aggregaten oder B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden
Charakteristika erreichte in diesen Versuchen eine Sensitivitat von 100,00 % und
eine Spezifitdt von 77,78 %.

A B C
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p = 0,0001
r.=0,38

Rang B-Zell-Aggregate

Rang Gesamtinfiltrate
o
Rang B-Zell-Aggregate
mit lymphoiden Charakteristika

>

0 5 10 15 0 5 10 15 10 15
Rang Score bei Praparation Rang Score bei Praparation Rang Score bei Praparation

o
@

Abbildung 16: Korrelation nach Spearman zwischen A) Gesamtinfiltraten B) B-Zell-
Aggregaten C) B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden Charakteristika und dem letzten
klinischen Score vor Praparation der Maus. Auf den Achsen sind jeweils die
entsprechenden Range aufgetragen. Jede Maus (n = 14) wird durch eine Markierung
dargestellt, wobei manche Koordinaten (x/y) mehrfach belegt sind (A: 3/3 x 5;
B: 3/5x5; 6,5/5x2;10/5x 2; C: 3/5x5; 6,5/5x 2; 10/5 x 2). Die durchgezogene
Ausgleichsgerade stellt den linearen Zusammenhang zwischen den Variablen dar.
Gestrichelt ist das 95 % Konfidenzintervall zu dieser Schatzung angegeben. In allen
drei Diagrammen besteht ein hochkorrelierter, positiver Zusammenhang.
p, Signifikanzwert; rs, Spearmans Rangkorrelationskoeffizient.

3.5 Analyse der B-Zell-Aggregate

3.5.1 Lymphoide Neogenese als Uiberwiegendes Charakteristikum

Da bei den FTY720-behandelten Tieren kein B-Zell-Aggregat vorhanden war,
beschréankte sich die Betrachtung der lymphoiden Neogenese auf die B-Zell-
Aggregate der Vehikel-Gruppe (Tabelle 17). Mit 71,88 % wies der Grol3teil der
B-Zell-Aggregate im Sinne der Definition aus Kapitel 2.4.6.2 um den
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30. Krankheitstag herum lymphoide Charakteristika auf (Abbildung 18 A). Auch
war bei jeder Vehikel-Maus zumindest ein B-Zell-Aggregat mit lymphoiden
Charakteristika zu finden. Ein beispielhaftes B-Zell-Aggregat mit mehreren
positiven Markern und entsprechender Negativkontrolle auf Aggregatebene wird

in Abbildung 17 gezeigt.

Abbildung 17: Beispielhaftes B-Zell-Aggregat mit lymphoiden Charakteristika im
Kleinhirn-Parenchym einer Vehikel-Maus, Messbalken 100 um. Alle Bilder stammen
von demselben B-Zell-Aggregat. A) HE-Farbung. B) Eindricklich ist das enge
Zellcluster mit mehr als einem Drittel B-Zellen (blau) um ein zentrales Gefal3. Die
CD3/B220-Farbung stellte die Grundlage fur die weitere Anfarbung des B-Zell-
Aggregates gegen C) CXCL13, D) FDC-SP (vereinzelte, schwach gefarbte Zellen
im Aggregat erkennbar), E) Ig und F) PNAd dar. Bis auf PNAd sind alle Marker
positiv. G-I) Negativkontrollen auf Aggregatebene. Der Priméarantikdrper (Spezies
entweder Ziege, Kaninchen oder Ratte) wurde ausgespart und nur der passende
biotinylierte Sekundarantikdrper aufgetragen, bei H in Kombination mit einem
Kaninchen Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex (Kapitel 2.4.4). Alle drei
Farbungen sind negativ. CD, Cluster of Differentiation; FDC, Follikular dendritische
Zelle; HE, Hamatoxylin-Eosin; Ig, Immunglobulin; PNAd, Peripheral Lymph Node
Addressin.
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3.5.2 Fehlen von hochgradig differenzierten B-Zell-Aggregaten

Um den Differenzierungsfortschritt des B-Zell-Aggregates mit lymphoiden
Charakteristika einordnen zu konnen, wurden die B-Zell-Aggregate wie in
Tabelle 18 in verschiedene Grade eingeteilt, wobei ein hochgradiges B-Zell-
Aggregat am ehesten einem ausgereiften TLO entsprach. Nach diesem Schema
konnte das Aggregat in Abbildung 17 beispielsweise als mittelklassig klassifiziert
werden (CXCL13", FDC-SP*, Ig*, PNAd).

Tabelle 18: Einordnung der B-Zell-Aggregate mit lymphoiden Charakteristika in
verschiedene Schweregrade anhand der Marker-Ausstattung

Bezeichnung Anzahl positiver Marker
(CXCL13, FDC-SP, Ig, PNAd)
B-Zell-Aggregat 0
B-Zell-Aggregat mit lymphoiden Charakteristika
geringgradig 1
mittelgradig 2 oder 3
hochgradig 4

FDC, Follikular dendritische Zelle; Ig, Immunglobulin; PNAd, Peripheral Lymph
Node Addressin.

Wie in Abbildung 18 B zu sehen, waren die meisten B-Zell-Aggregate zum
Zeitpunkt der Praparation mittelgradig entwickelt. Kein Aggregat wies zu diesem
Zeitpunkt eine hochgradige lymphoide Neogenese auf. Dies lag daran, dass in
keinem Kleinhirn PNAd* HEVs gefunden werden konnten, wohingegen diese
Farbung am Lymphknotengewebe stabil und deutlich positiv ausfiel
(Abbildung 4 B’, Abbildung 5 E). Am haufigsten wurde eine positive FDC-SP-
Farbung (39 x) gezahlt, gefolgt von CXCL13 (33 x). Plasmazellen (Ig*) wurden in
den B-Zell-Aggregaten am seltensten gefunden (15 x, Abbildung 18 C).
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Abbildung 18: Charakterisierung der B-Zell-Aggregate und Verteilung der Marker
in %-Zahlen. A) Insgesamt wurden 64 B-Zell-Aggregate in den n = 5 Vehikel-
Mausen gezéahlt. Alle B-Zell-Aggregate mit lymphoiden Charakteristika wurden
weiter in Schweregrade unterteilt. B) Zum Zeitpunkt der Praparation war (noch) kein
hochgradiges B-Zell-Aggregat vorhanden. Die 46 gering- und mittelgradigen B-Zell-
Aggregate mit lymphoiden Charakteristika wurden dann in C) weiter auf ihre Marker-
Expression hin analysiert. Insgesamt waren 87 Farbungen fir die verschiedenen
Marker positiv. PNAd konnte in keinem Aggregat angefarbt werden. FDC, Follikular
dendritische Zelle; Ig, Immunglobulin; PNAd, Peripheral Lymph Node Addressin.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Fingolimod schien im Mausmodell auf den ersten Blick wenig Einfluss auf die
B-Zellen zu haben: Weder waren die B-Lymphozyten im peripheren Blut
verringert noch zeigte sich ihre MP4-spezifische Reaktivitat eingeschrankt.
Trotzdem verbesserte FTY720 bei Behandlung im Krankheitsgipfel nicht nur den
klinischen Verlauf der MP4-EAE deutlich, sondern hemmte auch effektiv die
Kleinhirn-Infiltration. Einer B-Zell-Aggregat-Bildung mit folgender lymphoider
Neogenese wurde konsequent vorgebeugt.

Methodisch erwies sich dabei die CD3/B220-Doppelfarbung als auRerst
geeignete Grundlage fur die Detektion von B-Zell-Aggregaten, die mit dem
nachgeschalteten Marker-Panel strukturiert und umfassend analysiert werden
konnten. Bei nur gering abweichenden Ergebnissen kann ggf. in zukinftigen

Versuchsanséatzen auf eine Flachenkorrektur verzichtet werden.
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4 DISKUSSION

4.1 Verqgleich, Einflisse und Aussagekraft des EAE-Verlaufes

Unabhangig von der Fingolimod-Behandlung ladt die Arbeit dazu ein, den MP4-
induzierten EAE-Verlauf zu vergleichen und dessen Einflisse zu diskutieren. Als
Kuerten et al. zum ersten Mal das MP4-Modell an der B6-Maus vorstellten,
berichteten sie Uber ein frihes Einsetzen der Symptome nach Immunisierung
(5-10 Tage) [76]. Im Vergleich entwickelte sich die EAE in den vorliegenden
Versuchen spater (12 - 21 Tage nach Immunisierung, Kapitel 3.1). Nachdem die
MP4-Dosis, die als wesentlicher Einflussfaktor auf den EAE-Verlauf beschrieben
wurde [76], adaquat war (Kapitel 2.3.2), bleibt die Ursachenforschung
weitgehend spekulativ. Abweichende Haltungsbedingungen der Versuchstiere
konnten die Diskrepanz aber beispielsweise erklaren [111]. Eine Gemeinsamkeit
beider Arbeiten war dagegen, dass die akute EAE nach einem Krankheitspeak in
ein chronisches Stadium ohne Schibe oder Remission Uberging (Kapitel 3.2),
wobei das durchschnittliche Plateau bei Kuerten et al. mit einem Score von
ca. 1,8 [76] sogar etwas niedriger lag als bei den Vehikel-Tieren dieses Projektes
mit einem Score von ca. 2,4 (Abbildung 9 A). Den Grund fiir die schlechtere
neurologische Prasentation im Vehikel Ethanol zu suchen, erscheint dabei im
Hinblick auf Kapitel 2.2 eher unwahrscheinlich. Wéhrend der Score in dieser
Arbeit gegen die Behandlungstage aufgetragen wurde, nutzten vorherige Studien
die Tage nach Immunisierung [76] bzw. die Krankheitstage [79], um die EAE
zeitlich zu charakterisieren. Fiur eine bessere Vergleichbarkeit der Ablaufe am
MP4-Modell ware es deshalb bei zukinftigen Projekten sinnvoll, den
Referenzzeitpunkt zu vereinheitlichen. Selbst dann scheint es allerdings, ob der
interindividuellen Unterschiede zwischen den Versuchstieren, kaum maoglich
einen pauschalen Zeitpunkt zu definieren, an dem das akute Stadium der MP4-
induzierten EAE endet und von einem chronischen Verlauf gesprochen werden
kann. Man wird sich also auch weiterhin mit etwas unscharfen Definitionen, wie

in Kapitel 1.3.3, behelfen mussen.

Interessanterweise konnte die Quote der erfolgreich immunisierten Mause Uber

die drei Kohorten hinweg beinahe verdreifacht werden (Kapitel 3.1,Tabelle 19).
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Tabelle 19: Geht eine hohe Quote an erfolgreich mit MP4 immunisierten Mausen
mit einem aggressiveren EAE-Verlauf einher?

Kohorte | Immunisierungs- | Krankheitsbeginn nach | Infiltrate/Flache bei Vehikel-
(n/nvenikel) | Quote [%] Immunisierung [d] Mausen [1/mm?]

1(7/2) 23,33 17,00+2,58d 9,03 + 9,28

2 (5/3) 25,00 1560+3,21d 15,54 £ 5,98

3 (2/0) 69,572 13,00+1,41d Keine Vehikel-Tiere

Die Daten sind wegen geringer n-Zahlen (Spalte 1: Gesamtzahl der Versuchstiere
pro Kohorte und Anzahl der Vehikel-Tiere) nicht ausreichend aussagekraftig.
a Die beiden Tiere der dritten Kohorte Teil waren zudem Teil eines gréReren
Ansatzes, der auch Mause fur das Folgeprojekt enthielt. Die Erfolgsquote bezog
sich also im Gegensatz zum Krankheitsbeginn nicht nur auf die zwei Tiere aus
Kohorte 3 mit vorliegendem Krankheitsverlauf. Dargestellt sind in den beiden
rechten Spalten die Mittelwerte = Standardabweichungen. EAE, Experimentelle
autoimmune Encephalomyelitis.

Die Grunde hierfiur bleiben ebenfalls unklar, zumal insbesondere zwischen der
zweiten und dritten Kohorte keine Anderung am Protokoll oder Prozedere
vorgenommen wurde. Tatsachlich erfolgte ein Wechsel des Anbieters fir
Versuchstiere, dies allerdings bereits nach der ersten Kohorte. Von einer
Auswirkung war dabei, aufgrund der genetisch identischen Individuen, ohnehin
nicht auszugehen. Bei Betrachtung von Tabelle 19 fallt au3erdem auf, dass mit
steigender Erfolgsquote der Krankheitsbeginn nach Immunisierung verkirzt und,
soweit zutreffend, die Zahl der Infiltrate/Flache bei den von der Fingolimod-
Behandlung unbehelligten Vehikel-Tieren erhéht war. Auch bei Kuerten et al.
geht eine hohe Immunisierungsrate mit einem frihen Symptombeginn einher
[76]. Die auf den ersten Blick naheliegende Schlussfolgerung, eine hohere
Immunisierungsquote kdnnte einen aggressiveren EAE-Verlauf zur Folge haben,
lie sich allerdings allein aus den vorliegenden Daten nicht ziehen: Zum einen
war durch die geringe n-Zahl (nur zwei Vehikel-Tiere in der ersten bzw. zwei
Versuchstiere in der dritten Kohorte) keine Grundlage fir eine belastbare Statistik
gegeben, zum anderen verhielt sich die Durchschnittszahl der Infiltrate/Flache
gegensatzlich zu der der B-Zell-Aggregate/Flache (MW der ersten
Kohorte = 1,12 1/mmz; SD = 1,09 1/mm?2; MW der zweiten Kohorte = 0,88 1/mm?;
SD = 0,92 1/mm?).

In diesem Kontext erwahnenswert ist aullerdem, dass sich fur die
14 Versuchstiere anhand der beschrénkten Daten keine Aussage zu einem

Zusammenhang zwischen frthem und schwerem  Krankheitsbeginn
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herausarbeiten lies (Korrelation zwischen der Dauer von Immunisierung bis
Symptombeginn und der Hohe des ersten gemessenen EAE-Scores; p = 0,23;
rs = -0,35; Kl = -0,75 bis 0,24). Auch fallt es weiterhin schwer von der klinischen
Prasentation der Mause direkt auf das Ausmal’ der Infiltrat- und B-Zell-Aggregat-
Bildung ruckzuschlie3en. Zwar korrelierte die Kleinhirn-Infiltration in diesen
Versuchen mit dem Kklinischen Outcome der Mause (Kapitel 3.4.4), da der
Krankheitsverlauf aber nicht im Langsschnitt abgebildet wurde, konnte z.B. nicht
geklart werden, ob die B-Zell-Aggregate kausal fur die Klinische
Verschlechterung verantwortlich oder nur Ausdruck einer generell erhéhten
inflammatorischen Aktivitat waren. Um tatsachlich parallel zum EAE-Verlauf
einen Einblick in die aktuelle Infiltrations-Situation zu erhalten, wéren v.a.
bildgebende Verfahren geeignet, wobei selbst MRT-Befunde beim Menschen nur
eine eingeschrankte Aussagekraft Uber den klinischen MS-Verlauf haben
(clinico-radiological paradox) und es Schwierigkeiten bereitet die entzindliche
Infiltration korrekt einzuschatzen [112]. Experimentelle Ultrahochfeld-MR-
Scanner mit einer Feldstarke von 7 Tesla kdnnen indes bei der Untersuchung
von MS-Lasionen unter optimalen Bedingungen BlutgefaRe mit einer
Querschnittsflache von 0,008 mm?2 aufldsen [113]. Das murine B-Zell-Aggregat in
Abbildung 17 beispielsweise weil3t in etwa eine Flache von 0,023 mm2 auf und

sollte somit, rein von der Gréf3enordnung her, neuroradiologisch darstellbar sein.

Gerade fur weitere Studien an B-Zell-Aggregaten und TLOs ware es methodisch
sehr hilfreich mit dem EAE-Score einen Hinweis zu bekommen, ob bereits eine
Aggregation oder lymphoide Neogenese stattgefunden hat. So kdonnte zum
Beispiel ein optimaler Zeitpunkt fir die Praparation bestimmt werden. Die
Testgutekriterien aus Kapitel 3.4.4 legen nahe, dass ab einem EAE-Score von
0,5 mit Infiltraten generell und ab einem Score von 2 speziell mit B-Zell-
Aggregaten und lymphoider Neogenese zu rechnen ist. Diese Berechnungen an
allen 14 Versuchstieren setzen allerdings vereinfachend voraus, dass Fingolimod
hauptsachlich tber die verminderte Kleinhirn-Infiltration auf den EAE-Score
Einfluss nimmt. Kuerten et al. stellten dies beispielsweise insofern in Frage, als
dass bei ihnen eine Korrelation zwischen B-Zell-Aggregaten und klinischem
EAE-Score negativ ausfiel, was sie dem Einfluss der Ruckenmarks-Pathologie
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auf die klinische Symptomatik zuschrieben [79]. So oder so ist dariber hinaus
keine Aussage Uber das Ausmal der Infiltration und Aggregation vom EAE-Score

abzuleiten.

4.2 Differenzierte Wirkung von Fingolimod auf B-Zellen

Die vorliegenden Ergebnisse wurden in einer gemeinschaftlichen
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe (Kapitel 7) publiziert. Einen wichtigen Teil
dieser Publikation stellten auch die Versuche des Folgeprojektes dar. Einige
Erkenntnisse des Artikels werden im Folgenden als Diskussionsgrundlage kurz
zusammengefasst [114]: Im Wesentlichen wurde der hier verwendeten
Behandlung im akuten Krankheitspeak eine zweite Therapiestrategie
gegenubergestellt. Eine 30-tdgige FTY720-Gabe nach 50 Krankheitstagen im
chronischen EAE-Stadium konnte den klinischen Verlauf im Vergleich zu den
Vehikel-Tieren nicht verbessern. Zwischen den Gruppen bestand in diesem
Ansatz auch kein Unterschied bezuglich der Kleinhirn-Infiltration, insbesondere
der Anzahl der B-Zell-Aggregate. Einzig die lymphoide Neogenese war bei der
chronischen Vehikel-Gruppe ausgepragter als bei entsprechender Fingolimod-
Behandlung [114]. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass Fingolimod bereits
etablierte B-Zell-Aggregate zwar nicht riickgéngig machen, vermutlich aber deren

Transformation in Richtung TLO verlangsamen konnte [114].

In Zusammenschau mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.4.3, in denen FTY720
jegliche B-Zell-Aggregation eindriicklich bei rechtzeitiger Therapie verhinderte,
und in dem Wissen um die Wichtigkeit der B-Zelle bei der MS-Pathogenese
(Kapitel 1.1.4.1), stellte sich die Frage nach dem genauen Einfluss von FTY720
auf B-Zellen. Die Immunoassays erbrachten diesbeziiglich kaum Wegweisendes.
Sowohl die Anzahl der Gesamt- als auch MP4-reaktiven B-Zellen unterschied
sich nicht zwischen der Vehikel- und Fingolimod-Gruppe, ebenso wenig wie die
Antikorperproduktion gegen MP4, was auf eine intakte B-Zell-Funktion
hindeutete (Kapitel 3.3.3). Dies deckte sich mit Ergebnissen von
Pinschewer et al., die ebenfalls Uber eine ungestdrte Funktionalitat der B-Zellen

und der humoralen Immunantwort unter FTY720 berichteten [115]. Trotzdem
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wurden verschiedene Auswirkungen von Fingolimod auf gewisse B-Zell-Subsets
(z.B. erhdhte Migrationsfahigkeit regulatorischer B-Zellen) von Lehmann-Horn et
al. zusammengefasst [116] und auch auf genetischer Ebene schien FTY720 die
B-Zellen zu beeinflussen: Eine Genexpressionsanalyse von B-Zellen aus den
Milzen immunisierter und im akuten Krankheitsstadium behandelter Mause
ergab, dass einige Gene des B-Zell-Rezeptor-vermittelten Signalwegs unter

FTY720 herunter-, proapoptotische Gene dagegen hinaufreguliert waren [114].

In der DFZ wiederum verringerte Fingolimod im Blut der Tiere zwar die Anzahl
der CD4* T-Zellen im Vergleich zur Vehikel-Behandlung, nicht jedoch die CD19*
B-Zellen (Kapitel 3.3.2). Ein unterschiedlicher Besatz der beiden Zelltypen mit
S1PR1 schien dabei als Erklarung unwahrscheinlich, da die Expression des
Rezeptors in beiden Behandlungsgruppen sowohl bei den T- als auch bei den B-
Zellen vergleichbar war [114]. Einzig die Prozentzahlen der S1PR1*-Zellen lagen
im Blut der Mause uber der im Lymphknoten [114], was mit der weiteren
Herunterregulierung von S1PR1 wahrend der Differenzierung und Proliferation im
SLO vereinbar war (Kapitel 1.2.3). Ein weiterer Erklarungsversuch fur die
unveranderte B-Zellzahl im Blut nach Fingolimod-Behandlung koénnte von
Sinha et al. stammen, die dem klassischen S1PRi-vermittelten Egress aus dem
Lymphknoten bei den B-Zellen nur eine geringe Rolle einrfAumen und stattdessen
ein Zusammenspiel aus S1PR1, S1PRs und Zellaktivierung vorschlagen [117].
Wie in Kapitel 2.6.3 nédher ausgefuhrt bemihten Morris et al. einen dhnlichen
Versuchsaufbau zur Messung von Lymphozyten im Blut von B6-Mausen. Sowohl
in der von Ihnen angefuhrten Literatur als auch bei den eigenen Experimenten,
zeigte die Fingolimod-Behandlung einen starkeren Effekt auf T- als auf B-Zellen.
Die B-Zellen waren allerdings, im Gegensatz zu dieser Arbeit, trotzdem
signifikant verringert [110], wie dies auch bei MS-Patienten berichtet wurde [118].
Sicherlich lieBe sich die Belastbarkeit der vorliegenden DFZ-Ergebnisse im
Hinblick auf die Protokollanderungen aus Kapitel 2.6.1 diskutieren, weitere
Versuche im Verlauf lieferten allerdings vergleichbare Resultate, es konnte sogar
eine erhdhte Gesamtzahl an B220*" B-Zellen in den Milzen akut behandelter
Mause nachgewiesen werden [114]. Dies deutete darauf hin, dass es zumindest
zu einer gewissen Retention von B-Zellen im SLO unter FTY720-Therapie kam.
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Unter der Vorstellung die zurickgehaltenen T- und B-Zellen im SLO
mikroskopisch nachzuweisen, wurden die Lymphknoten der mit Vehikel und
Fingolimod behandelten Mause eingebettet und verglichen (Kapitel 3.3.1). Mit
der Einschrankung der bereits ausgefuhrten methodischen Problematik, zeigte
sich auch bei den retinierenden Lymphknoten unter Fingolimod-Behandlung kein
offensichtlicher Gré3enunterschied im Vergleich zum Vehikel-Gewebe. Starke
interindividuelle GroRRenabweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen
konnten dabei je nach Lymphabstromgebiet als Reaktion auf die Immunisierung
gewertet werden. Die Lymphknoten-Morphologie war, soweit beurteilbar,
ebenfalls vergleichbar. Laut Chun und Hartung waren diese Ergebnisse auch
nicht anders zu erwarten, da sowieso nur 2 % der gesamten Lymphozyten-
Population zeitgleich im Blut zirkulieren und potentiell in den SLOs

zurlckgehalten werden kénnen [47].

4.3 Von der B-Zelle iber das B-Zell-Aggregat bis hin zum TLO

Auf den ersten Blick schienen obige Ausfihrungen widersprichlich: Einerseits

wurde die B-Zell-Aggregation im Kleinhirn der Mause durch die akute Fingolimod-
Behandlung komplett verhindert, andererseits konnten dafiur nicht die
Retentionseffekte von FTY720 verantwortlich gemacht werden, da die CD19* B-
Zellen im Blut eben nicht verringert waren. In anderen Worten: Es waren genug
B-Zellen vorhanden gewesen um Aggregate zu bilden, dies geschah allerdings
unter Fingolimod-Einfluss im Gegensatz zur Vehikel-Gruppe nicht, was ein
ungeklartes Bindeglied zwischen den B-Zellen und deren Aggregation implizierte.
Ein direkter Effekt von FTY720 auf die B-Zell-Aggregation konnte dabei in vitro
nicht gezeigt werden [114]. Der Suche nach einem Mechanismus fur die B-Zell-
Aggregat-Bildung sei einschrénkend vorangestellt, dass es methodisch nattrlich
besser gewesen ware, die B-Zellen durchflusszytometrisch an denselben

Mausen zu messen, von denen auch die Histologie angefertigt wurde.

Trotzdem kommen verschiedene Mdglichkeiten zur Erklarung der Beobachtung
in den Sinn: Schon langer wird eine stabilisierende Wirkung von Fingolimod auf

die BHS diskutiert. In Dark Agouti-Ratten konnte Fingolimod zum Beispiel durch
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Regulierung verschiedener Enzyme die BHS-Integritdt fordern und die
Durchlassigkeit sogar noch nach einem EAE-Monat rickgadngig machen [119].
Daruiber hinaus erhohte die Inkubation von MS-Patienten-Serum zwar die
Durchlassigkeit von Tight Junctions im BHS-Modell, dies konnte allerdings durch
vorherige Behandlung mit Fingolimod verhindert werden [120]. Als Konsequenz
ware es also denkbar, dass zwar genug B-Zellen im Blut der Mause vorhanden
waren, unter Fingolimod-Behandlung aber zu wenige dieser Zellen ins ZNS
wandern konnten, um dort zu aggregieren. Gegen diese These spricht zum einen
eine in vitro-Studie von Schuhmann et al., in der FTY720 in entzindlichem
Setting keine stabilisierende Wirkung auf die BHS aufwies [121]. Zum anderen
erbrachten durchflusszytometrische Messungen von B- und Plasmazellen in
aufbereitetem Hirn-, Kleinhirn- und Rickenmarksgewebe akut behandelter MP4-
EAE-Mause keine Unterschiede zwischen der Vehikel- und Fingolimod-Gruppe
[114].

Dies machte eine andere Theorie im Zusammenhang mit der fehlenden B-Zell-
Aggregation unter FTY720-Therapie wahrscheinlicher, namlich, dass B-Zellen fur
die Aggregation ein geeignetes inflammatorisches Milieu benétigten. Nicht nur
reduzierte Fingolimod in dieser Arbeit die gesamte Kleinhirn-Infiltration drastisch
(Kapitel 3.4.2), auch in der Literatur wurde gezeigt, dass FTY720
inflammatorische Gene herunterregulieren [119] und B-Zellen dazu stimulieren
konnte, das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 zu exprimieren [122].
Insbesondere wird den IL-17-sezernierenden CD4* T-Helfer- (TH17-) Zellen eine
wesentliche Rolle bei der B-Zell-Aggregation und ektopen lymphoiden
Neogenese eingeraumt: Peters et al. konnten zum Beispiel TLOs in B6-Mausen
durch einen Transfer MOG-spezifischer Tul7-Zellen induzieren, wahrend dies
mit anderen T-Zell-Subsets nicht gelang [99]. Auch in der MP4-induzierten EAE
wurden Tnul7-Zellen in enger Assoziation zu den TLOs nachgewiesen [79] und
beim MS-Patienten mehrere Studien aufgeftihrt, in denen die Tnl7-Zellzahlen im
Blut und Liquor erh6éht waren [83]. Zwar ist das genaue Abhangigkeitsverhéaltnis
zwischen Twul7-Zellen und TLO-Bildung nicht zufriedenstellend geklart, eine
maogliche Rolle kdnnte aber das Chemokin CXCL13 (Kapitel 2.4.3) spielen, das
durch IL-17 induziert wird und B-Zellen in das ZNS locken kann [83]. Alternativ
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wurde in einer weiteren passiven EAE mit PLP-spezifischen Thl7-Zellen und
SJL/J-Mausen gezeigt, dass u.a. IL-17 die Stromazellen beeinflussen und so zur
Ausbildung eines fibrosen Grundgerists fur das TLO beitragen konnte [123].
Zusammenfassend scheint FTY720 also durch Zurtickhalten der Tul7-Zellen die
B-Zell-Aggregation und einhergehend die lymphoide Neogenese zu verhindern.
AulRerdem gibt es Hinweise, dass Fingolimod synergistisch durch die Interferenz
mit S1PR1 und nachgeschalteten Signalwegen die Polarisierung von T-Zellen zu
Thl7-Zellen beeinflussen konnte [124]. Durchflusszytometrisch wurden die TH17-
Zellen in den vorliegenden Versuchen nicht gesondert, sondern wenn im stark
verminderten CD4* T-Zell-Kollektiv miterfasst, wobei bei nicht-immunisierten

Mausen naturlich generell nur mit sehr wenigen Tul7-Zellen zu rechnen ist.

In Kapitel 1.4 wurde die Entwicklung vom inflammatorischen Infiltrat Uber das
B-Zell-Aggregat hin zum TLO und dessen aktive Beteiligung am
immunologischen Geschehen bereits beschrieben, wobei Non-B-Zell-Infiltrate in
der entsprechenden Literatur nicht abgegrenzt wurden und so nicht Klar ist,
welchen Stellenwert diese Strukturen einnehmen. Insgesamt verteilten sich in
dieser Arbeit 205 Non-B-Zell-Infiltrate auf finf Vehikel- und drei Fingolimod-Tiere.
Bei zwei Mausen waren sie mengenmaliig ebenso oder starker vertreten als die
diffusen B-Zell-Infiltrate (Tabelle 17). Schon die grol3e Anzahl der Non-B-Zell-
Infiltrate machte es unwahrscheinlich, dass es sich dabei falschlicherweise um
verkannte diffuse B-Zell-Infiltrate handelte, die als dreidimensionale Gebilde nur
zuféllig auf einer Ebene ohne B-Zellen angeschnitten wurden. Zumindest
denkbar ware, dass es sich bei den Non-B-Zell-Infiltraten ihrerseits um eine
Vorstufe der diffusen B-Zell-Infiltrate handelt: Am Anfang der B-Zell-Aggregation
und lymphoiden Neogenese stehen tatsachlich sogenannte hamatopoetische
Lymphoid Tissue Inducer Cells (LTI), die gewisse Ahnlichkeiten zu T-Zellen
aufweisen. Sie exprimieren nicht nur das Oberflachenmerkmal CD4, sondern
sezernieren auch ein ahnliches Zytokin-Profil wie beispielsweise
Tnl7-Zellen [83, 125]. Sie wurden sogar als mdgliche Vorlaufer der CD4*
T-Zellen gehandelt [125], auch wenn dies umstritten ist [81]. Trotzdem kann es
sich bei den angefarbten Zellen im Non-B-Zell-Infiltrat offensichtlich nicht um LTI
handeln, die charakteristischerweise negativ fir CD3 sind [81, 83, 125]. In einem
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MOG-induzierten EAE-Modell mit Ephrin B1- und B2-KO-Mausen war die T-Zell-
Infiltration im ZNS im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert. Die Studie zeigte,
dass Ephrine u.a. Bestandteil einer Signalkaskade sind, die beispielsweise fur
die chemotaktisch gesteuerte Migration der T-Zellen (z.B. in Richtung CCL21)
verantwortlich ist. Interessanterweise differenzierten Ephrin-defiziente CD4*
T-Zellen dann auch schlechter in Tul7-Zellen [126], weshalb dieser Pathway
beispielsweise die Bildung von Non-B-Zell-Infiltraten als Vorlauferstrukturen
initiieren und anschlieBend via Tul7-Zellen und CXCL13 auf die B-Zellen und
deren Aggregation Einfluss nehmen kdnnte. Alternativ steht zur Diskussion, dass
es sich bei den Non-B-Zell-Infiltraten nicht um eine Entwicklungsstufe, sondern
tatsachlich um eine eigene Entitat handelt. Die Tatsache, dass in den Kleinhirnen
z.T. ausgepragte Non-B-Zell-Infiltrate nebst deutlich kleinerer diffuser B-Zell-
Infiltrate vorhanden waren, macht dies wahrscheinlich. Was dann allerdings
B-Zellen dazu bewegt in das eine Infiltrat einzuwandern und das andere zu
meiden, musste in zukilnftigen Studien weiter adressiert werden, ebenso wie die
Frage, ob bzw. welche Rolle die Non-B-Zell-Infiltrate im Rahmen der B-Zell-

Aggregat-Bildung einnehmen.

Insgesamt 71,88 % der B-Zell-Aggregate wiesen in den vorliegenden Versuchen
Zeichen der lymphoiden Neogenese auf und es wurde kein hochgradiges B-Zell-
Aggregat mit lymphoiden Charakteristika gefunden (Kapitel 3.5.1, Kapitel 3.5.2).
Da dagegen im Folgeprojekt mit deutlich langerer Krankheitsdauer (Kapitel 4.2)
bei allen B-Zell-Aggregaten der chronischen Vehikel-Gruppe lymphoide
Merkmale vorhanden waren und sogar ein pNAD™*, hochgradiges B-Zell-Aggregat
mit lymphoiden Charakteristika dokumentiert wurde [114], kobnnten die
Ergebnisse im Licht der TLO-Evolution gewertet werden: Die B-Zell-Aggregate
dieser Arbeit waren nach 30-tagiger Vehikel-Behandlung schlicht noch nicht so
weit fortgeschritten. Auch Kuerten et al. fanden den Grof3teil der TLOs bei der
MP4-induzierten EAE zwischen dem 30. Und 57. Krankheitstag, auch wenn
dabei Uberrascht, dass ein TLO bereits nach 8 Krankheitstagen dokumentiert
wurde und sich insgesamt 60 % der Kleinhirn-Infiltrate als TLO einstufen liel3en
[79], eine GroRenordnung die natirlich auch das Folgeprojekt bei Weitem
verfehlte. Obwohl die hier verwendeten Marker der lymphoiden Neogenese an
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der TLO-Definition von Kuerten et al. angelehnt waren (Kapitel 1.4), ist der Grund
fur die Diskrepanz zumindest teilweise durch die Methodik zu erklaren: Wahrend
in diesem Projekt nur B-Zell-Aggregate als hochgradig bezeichnet werden
konnten, wenn sie fir die Marker CXCL13, FDC-SP, Ig und PNAd allesamt positiv
waren (Kapitel 3.5.2), qualifizierte ein B-Zell-Aggregat bei Kuerten et al. schon
allein durch die Kompartimentalisierung, einen HEV-Nachweis und ein weiteres
Kriterium, wie z.B. die Aggregat-unspezifische Ki67-Proliferationsaktivitat
(Kapitel 2.4.3) als TLO. Zum HEV-Nachweis gab es dabei zwei Mdglichkeiten,
denn neben PNAd wurde auch der Marker MadCAM-1 eingesetzt [79]. In der
vorliegenden Arbeit wurde PNAd* Kleinhirngewebe nicht gefunden (Kapitel 3.5.2)
und die Etablierung von MadCAM-1 misslang (Kapitel 2.4.3). Nachdem
MadCAM-1 schon in einem friheren Stadium der HEV-Entwicklung exprimiert
wird als PNAd [81], kénnte dies der Grund fir den hier fehlenden HEV- und somit
TLO-Nachweis nach 30-tagiger Behandlung im akuten EAE-Stadium sein.
AulRRerdem ist PNAd in ektopem lymphatischen Gewebe im ZNS umstritten, so
wurde PNAd* Endothel zwar in der chronischen MP4-EAE nachgewiesen
[79, 114], nicht aber im Hirnparenchym und den Meningen von sechs SPMS-
Patienten [25]. Indes erscheint es durchaus logisch, dass auch schon bei den
B-Zell-Aggregaten der Vehikel-Tiere dieser Arbeit evtl. noch nicht vollstandig
entwickeltes, aktiviertes Endothel mit HEV-Eigenschaften als Infrastruktur fur die
stattgefundene Lymphozyten-Akkumulation vorhanden war [81].

Gefunden wurde dagegen in den 46 B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden
Charakteristika der Marker FDC-SP am haufigsten, gefolgt von CXCL13 und Ig
am seltensten (Kapitel 3.5.2). Das Konzept, zwischen gering- und mittelgradig
entwickelten B-Zell-Aggregaten zu unterscheiden, implizierte, dass verschiedene
Aggregate auf dem Weg zum TLO unterschiedlich weit fortgeschritten waren. Als
Erklarung der Haufigkeiten der verschiedenen Marker lie3 sich ein stark
vereinfachter, zeitlicher Ablauf der lymphoiden Neogenese im B-Zell-Aggregat
konstruieren, der sich im Wesentlichen mit Aloisi et al. deckte [81]: Stromazellen,
die sich im Verlauf zu FDCs entwickelten, produzierten CXCL13 und lockten
damit weitere, sich differenzierende Immunzellen an den Ort der Entziindung.

Darunter befanden sich Plasmazellen, die wiederum im Anschluss Ig
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produzierten. Tatsachlich wurden Ig*-Zellen nie alleine, sondern nur in
mittelgradigen B-Zell-Aggregaten mit lymphoiden Charakteristika nachgewiesen.
Dabei gingen 80,00 % der Ig-Farbungen sowohl mit einer positiven FDC-SP- als
auch CXCL13-Farbung einher, was weit fortgeschrittene Aggregate andeutete.
Einschrankend muss allerdings zu diesen Uberlegungen gesagt werden, dass Ig
erstim Verlauf als Marker etabliert wurde, um einen Bezug zu menschlichen IHC-
Studien zu schaffen (Kapitel 2.4.3). Dadurch liegt die Ig-Farbung fur die B-Zell-
Aggregate von zwei Vehikel-M&ausen nicht vor, was nattrlich ebenfalls die obige
Haufigkeitsverteilung erklaren kann. Bei alleiniger Betrachtung der drei komplett
gefarbten Vehikel-Tiere ergibt sich jedoch die gleiche Reihenfolge:
FDC-SP > CXCL13 > Ig.

In der Konsequenz steht also bei einerseits strengen Anforderungen fir die
Definition eines hochgradigen B-Zell-Aggregates mit lymphoiden Charakteristika
und andererseits bei fehlender MadCAM-1- sowie unvollstandiger Ig-Farbung zu
vermuten, dass die lymphoide Neogenese bei den Vehikel-Mausen der

vorliegenden Versuche tendenziell unterschatzt wurde.

4.4 Pravention der lymphoiden Neogenese durch frithe Therapie

Eine kleine Studie in Brasilien bemerkte, dass die OKB unter Natalizumab-
Behandlung bei vier von sechs RRMS-Patienten aus dem Liquor verschwanden,
wobei der anti-VLA4 Antikorper v.a. CD4* T-Zellen bei der Migration tber die
BHS behinderte. Dies musste in irgendeiner Weise zu einer beeintrachtigten
B-Zell-Aktivierung und lokalen Antikorperproduktion im ZNS fihren, so
mutmalten die Autoren in einem Versuch die fehlenden OKB zu erklaren [127].
Ein mdgliches Bindeglied kdnnten an dieser Stelle erneut die Tul7-Zellen sein,
da sie als Untergruppe der CD4* T-Lymphozyten folgerichtig auch von einer
Natalizumab-Therapie betroffen waren: Sie stiegen im peripheren Blut von
behandelten MS-Patienten stark an und sanken erst nach Absetzen der
Medikation und damit dem Ende der BHS-Blockade durch Rezirkulation ins ZNS
wieder ab [128]. In Kapitel 4.3 wurde neben der Wichtigkeit der Tul7-Zellen bei
der TLO-Bildung auch das ektope lymphatische Gewebe als Ursprungsort fir Ig-
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produzierende Plasmazellen diskutiert. Unter der Annahme, dass OKB
zumindest teilweise auf diesen lokalen Antikdrpern ful3en, scheint es schlussig,
die fehlenden OKB in der brasilianischen Arbeit auf eine gestdrte lymphoide
Neogenese bei therapiebedingtem Tul7-Zell-Mangel zurtickzufihren. Diese
Uberlegungen sprachen dafiir, dass ein TLO keine stabile und dauerhafte
Struktur darstellt, sondern auf konstanten Nachschub von Immunzellen
angewiesen ist [114]. Theoretisch lie3e sich auch die attenuierte lymphoide
Neogenese unter FTY720-Therapie im chronischen Setting des Folgeprojektes
mit einer mangelnden Zufuhr an Twl7-Zellen erklaren [114], die Tatsache
allerdings, dass Fingolimod dabei bereits bestehende B-Zell-Aggregate nicht
mehr aufzulésen vermochte (Kapitel 4.2), spricht eine andere Sprache: Da das
Zuruckhalten der Lymphozyten im Lymphknoten unter FTY720 einer
unterbrochenen Versorgung mit Immunzellen gleichkam, musste ein B-Zell-
Aggregat fur den therapieresistenten Bestand eine mehr oder weniger autarke

und bestandige Zell-Formation darstellen [114].

Bei aller Zuriickhaltung bezuglich Ubertragbarkeit von der EAE zur MS
(Kapitel 1.3.2) konnte sich daraus eine wichtige Kklinische Implikation der
vorliegenden Arbeit ergeben: Ektope B-Zell-Follikel gelten als charakteristisches
und v.a. pathogenetisch relevantes Merkmal der SPMS (Kapitel 1.4), fir die die
Therapiemoglichkeiten aktuell beschrankt sind (Kapitel 1.1.3). Es scheint in
diesem Licht aul3erst erstrebenswert die Bildung solcher progressiver B-Zell-
Aggregate in einem frihen Erkrankungsstadium zu verhindern, insbesondere
wenn sie tatsdchlich als stabil etablierte und autonome Strukturen spéater im
Krankheitsverlauf kaum mehr aufzulésen sind. Tatsachlich gelang durch die
vorliegende  Fingolimod-Behandlung bei akutem EAE-Beginn eine
Unterdrickung der B-Zell-Aggregation und lymphoiden Neogenese
eindrucksvoll, einhergehend mit einer beachtlichen Reduktion der gesamten
Kleinhirn-Infiltration und einer Besserung der klinischen Préasentation. Das
Versuchs-Setting wies dabei Ahnlichkeiten mit der RRMS auf (Kapitel 1.1.4), da
auch im Mausmodell diffuse inflammatorische Prozesse die grof3te Rolle spielten
und die B-Zell-Aggregation mit 7,57 % nur einen kleinen Teil der gesamten
Entziindung darstellte (Kapitel 3.4.1). Auch wenn diese Arbeit natirlich eine
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abwagende Risikoanalyse hinsichtlich behandlungsassoziierter Nebenwirkungen
und eine Bewertung anderer Therapiekonzepte schuldig bleibt, deuten die Daten
in der Zusammenschau darauf hin, dass eine Fingolimod-Therapie zu einem sehr

frihen Zeitpunkt im Krankheitsverlauf vorteilhaft sein konnte.

Um einen solchen vorgezogenen Behandlungsbeginn naher zu spezifizieren,
wére ein zeitlicher und verallgemeinernder Ablauf der lymphoiden Neogenese
beim MS-Patienten hilfreich. Diesen zu skizzieren ist allerdings sehr schwierig,
da, wie in Kapitel 4.1 bereits erortert, eine longitudinale Messung der einzelnen
Infiltrate und B-Zell-Aggregate derzeit nicht erfolgt und sich die Studien durch
abweichende Methodik und Schwerpunktsetzung unterscheiden. Bekannt sind
hauptséachlich die Eckpunkte: Lucchinetti et al. fanden in Hirnbiopsien von akut
erkrankten MS-Patienten nach einer medianen Krankheitsdauer von 27 Tagen
vorwiegend diffuse Entzindungsinfiltrate, wobei interessanterweise bereits von
einigen wenigen, nicht ndher klassifizierten, B-Zell-Aggregaten berichtet wurde
[129]. Das andere Ende des Spektrums markieren immunhistochemische
Farbungen an post-mortem Hirngewebe von SPMS-Patienten mit einer mittleren
Krankheitsdauer von 25 Jahren, in denen vollstdndig etablierte B-Zell-Follikel
nachgewiesen wurden [24]. Irgendwann dazwischen scheint die Reifung der
B-Zell-Aggregate zu vollstandigen TLOs individuell fortzuschreiten und sich die
RRMS in die SPMS zu wandeln, wobei eine Assoziation der progredienten
lymphoiden Neogenese mit dem Ubergang der beiden Verlaufsformen
angedacht wurde [79]. Dieser Argumentation folgend ware es denkbar, dass eine
rechtzeitige Fingolimod-Therapie sogar den Ubertritt in ein chronisches
Krankheitsstadium beeinflussen konnte. Aktuelle Daten (EXPAND-Studie,
Kapitel 1.1.3) zeigten dartber hinaus, dass selbst Patienten, die sich im Mittel
bereits seit 3,8 Jahren im SPMS-Stadium befanden, noch von einer Therapie mit
dem Fingolimod-Nachfolger Siponimod profitierten [20]. Der Versuch diese
Ergebnisse teilweise mit der weiter oben diskutierten Verlangsamung der TLO-
Transformation unter FTY720 zu erklaren, setzt einerseits ein vergleichbares
Wirkprofil beider S1PRi-Modulatoren voraus und wiirde andererseits implizieren,

dass die lymphoide Neogenese etwaiger B-Zell-Aggregate im EXPAND-
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Patientenkollektiv nach durchschnittlich 16,8 Krankheitsjahren bei Behandlung

noch im Gange war.

Der Behandlungserfolg von Siponimod bei der SPMS sei dabei erganzend und
keineswegs kontrar zu obigem Pladoyer fir eine friihe Fingolimod-Gabe im
RRMS-Rahmen zu verstehen, zumal auch in der Literatur eine vorgezogene MS-
Therapie im Allgemeinen [130, 131] und eine zeitige FTY720-Gabe im Speziellen
befurwortet wird [132]. Trotzdem ist Fingolimod derzeit nur dann als
Erstlinientherapie vorgesehen, wenn die RRMS einen hochaktiven
Krankheitsverlauf nimmt, was i.d.R. erst nach mindestens zwei behindernden
Schiuben und einer Progression in der Bildgebung beurteilt werden kann [13].
Diese Latenz steht dem zeitnahen Einsatz des Therapeutikums natirlich
entgegen. Dazu kommt, dass sich die Diaghosestellung und der Therapiebeginn
in der Realitat oft noch weiter verzogern, da Patienten mit MS-typischen
Symptomen beispielsweise erst verspatet arztlichen Rat einholen. In einer
spanischen Studie betrug dieser Aufschub 19,2 Monate, die Zeitspanne
zwischen Symptombeginn und Diagnose sogar 24,9 Monate [133]. Durch die
2017 revidierten McDonald-Kriterien zur frihen Diagnosestellung (Kapitel 1.1.3)
wurde eine Anstrengung unternommen, das Intervall bis zur Diagnose bzw.
Behandlung zu verkiirzen [16]. Weitere Bemuhungen in diese Richtung, z.B. das
Bewusstsein fiir die Erkrankung in der Bevélkerung und Arzteschaft zu schérfen,

sind darUber hinaus sinnvoll und wichtig.
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5 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Nach ausgiebiger Literaturrecherche scheinen die vorliegenden Versuche die

ersten Daten zur Wirkung von Fingolimod auf die B-Zell-Aggregation und die
lymphoide Neogenese im ZNS uberhaupt zu liefern. AuRerdem handelt es sich
um die erste Medikamentenstudie am MP4-induzierten EAE-Modell. Die
Integration dieser vielseitigen Teilbereiche vermag in der aktuellen Kontroverse
um den Stellenwert der B-Zelle bei der MS einen Beitrag zu leisten, wobei die
Inkonsistenzen und Schwachstellen der Arbeit beachtet werden mussen. Zu
einem groBen Teil standen diese in Zusammenhang mit den
Etablierungsprozessen, die aber eine solide Grundlage auch fir ahnliche
Folgeprojekte (Kapitel 1.5, Kapitel 4.2) darstellten. Besonders herauszuheben ist
hier vor allem die DAB-basierte Doppelfarbung und das anschliel3ende Vorgehen
zur Kategorisierung der Infiltrat-Typen und Analyse der B-Zell-Aggregate. Leider
ist es dabei nach wie vor kaum moglich die lymphoide Neogenese im
Langsschnitt abzubilden. Bildgebende Techniken kénnten die TLO-Forschung
deshalb in Zukunft auf ein neues Niveau heben. Ein zentrales Ergebnis dieser
Arbeit war, dass eine Fingolimod-Behandlung im akuten Krankheitsstadium die
B-Zell-Aggregation und lymphoide Neogenese konsequent verhindern konnte.
Dies besitzt angesichts der Rolle der ektopen B-Zell-Follikel im chronischen MS-
Verlauf und der Evaluation von S1PRi-Modulatoren als SPMS-Therapeutika
klinische Relevanz. Eine Pravention der B-Zell-Aggregation kann auf3erdem als
Argument fiir den friihzeitigen Einsatz von FTY720 bei MS-Patienten verwendet
werden. Inwiefern sich zuklnftige Leitlinien in diese Richtung entwickeln, bleibt,

ebenso wie der klinische Stellenwert von Siponimod, abzuwarten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG DER STUDIE, ABSTRACT

Die MP4-induzierte EAE erlaubt eine fokussierte Betrachtung von B-Zellen, die

eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der MS spielen. Es konnte z.B. gezeigt
werden, dass das Vorhandensein von B-Zell-Aggregaten im ZNS von MS-
Patienten mit einem aggravierten Krankheitsverlauf assoziiert war. Diese Follikel
konnten dabei als ektope lymphatische Strukturen den Immunprozess aktiv
gestalten und somit ein therapeutisches Ziel darstellen. In der vorliegenden
Studie wurde deshalb der Effekt des S1PR-Modulators Fingolimod auf B-Zell-
Aggregate im Kleinhirn der MP4-EAE-Mause untersucht. Fingolimod halt
Immunzellen in den SLOs zurick, womit diese nicht mehr fur eine
Entzindungsreaktion im ZNS zur Verfigung stehen.

Weibliche B6-Mause wurden mit MP4 immunisiert (n = 14) und in zwei Gruppen
eingeteilt. Fur 9 Tiere begann im akuten Krankheitsstadium eine ca. 30-tagige,
orale Behandlung mit 1 mg/kg Fingolimod taglich, wahrend 5 Kontroll-Mause
stattdessen eine Vehikel-Losung erhielten. Es wurde die MP4-spezifische B-Zell-
Antwort verglichen (ELISPOT, ELISA) sowie die Kleinhirne immunhistochemisch
beziglich Art und Ausmald der Infiltration und Fortschritt der lymphoiden
Neogenese in B-Zell-Aggregaten untersucht. Die T- und B-Zellzahlen im
peripheren Blut weiterer Mause (Vehikel- und Fingolimod-Gruppe, je n = 4)
wurden durchflusszytometrisch ermittelt.

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen klinischer Prasentation der
Mause und Kleinhirn-Pathologie etabliert sowie eine Detailanalyse der Infiltrat-
Typen und lymphoiden Neogenese durchgefihrt werden. Unter Fingolimod-
Einfluss war weder die B-Zell-Funktion (MP4-spezifische Reaktivitét)
eingeschrénkt, noch die B-Zellzahl im peripheren Blut verringert. Trotzdem
zeigten die Tiere einen milderen klinischen Verlauf, eine massiv reduzierte
Kleinhirn-Infiltration und ein vollstdandiges Fehlen von B-Zell-Aggregaten. Die
Ergebnisse liefern Denkanstof3e u.a. zur Entstehung und Stabilitdt von B-Zell-
Aggregaten. Sie kénnen dartber hinaus im Sinne der aktuellen Diskussion um
die Rolle der Tul7-Zellen bei der TLO-Formation interpretiert werden. Die
vollstandige Pravention einer B-Zell-Aggregat-Bildung durch frihzeitige

Behandlung trifft den Zeitgeist moderner MS-Therapiestrategien.
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