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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose (MS)

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), die sich meist im jungen Erwachsenenalter manifestiert
und die haufigste Ursache friihzeitiger Behinderung junger Erwachsener darstellt [1-3].
Sie ist gekennzeichnet durch Inflammation, Demyelinisierung und Axonschadigung, was
zu multiplen anfangs reversiblen im weiteren Verlauf irreversiblen neurologischen
Defiziten flhrt [2, 4]. Diese reichen von motorischen und sensorischen bis hin zu
kognitiven und  psychischen  Storungen [5]. Derzeit gelingt es, mit
verlaufsmodifizierenden Therapeutika die Immunantwort abzuschwéchen und die
Krankheitsaktivitat zu verringern. Die Krankheitsprogression kann zwar dadurch
verlangsamt werden, eine Heilung der MS ist jedoch bislang nicht méglich [3]. Da nicht
bekannt ist, ob die neuen Therapieoptionen dartiber hinaus einen anhaltenden Schutz vor
der langfristigen  Neurodegeneration bieten, sind  Forschungsanstrengungen
und -schwerpunkte erforderlich, um die zugrunde liegenden Patho- und
Effektormechanismen, welche nicht vollstandig geklart sind, besser verstehen und in

Zukunft alle Aspekte der Krankheit behandeln zu kénnen.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Der durchschnittliche Erkrankungsbeginn der MS liegt zwischen dem zweiten und vierten
Lebensjahrzehnt, wobei Frauen 2-3 Mal h&ufiger betroffen sind als Ménner [3]. Die
genaue Ursache fiir den erh6hten Frauenanteil ist nicht bekannt. Vermutlich beeinflussen
Geschlechtshormone die Immunantwort und damit die differenzielle Suszeptibilitat fur
MS. Erhohte Ostrogen- und niedrige Progesteronwerte korrelieren entsprechend mit einer
erhohten im Magnetresonanztomographen (MRT) messbaren Krankheitsaktivitat, was
durch eine reduzierte Schubrate wahrend der Schwangerschaft mit anschlieRend erhohter
Ruckfallrate und Verschlechterung der MS wéhrend der Menstruation bestatigt wird [5].
Die Inzidenz der MS liegt bei 6-8 Fallen/100.000 Einwohnern pro Jahr in Europa [6],
wobei die Zahl der Betroffenen in Deutschland auf 200.000 geschétzt wird [7]. Hohe

Prévalenzen zeigen sich insbesondere in den gemé&Rigten Breiten der nordlichen und
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stidlichen Hemisphare, wie in Nordamerika, Kanada, im nordlichen Europa und in
stidlichen Teilen von Australien und Neuseeland [1].

Die Ursache der MS ist bisher weitgehend unbekannt. Es wird angenommen, dass ein
komplexes  Zusammenspiel von  genetischer  Pradisposition,  spezifischer
Erregerexposition sowie Umweltfaktoren fiir den Beginn und das Voranschreiten der
Erkrankung verantwortlich ist [1]. So wurde bei MS-Patienten festgestellt, dass mehrere
Gene auf Chromosom 6p21, welche Informationen zum
Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex = MHC) liefern,
veréndert sind [5]. Zudem wurden Polymorphismen auf weiteren Allelen wie den T-Zell-
Rezeptor-Genen identifiziert [5] sowie ein erhohtes Erkrankungsrisiko far
Familienmitglieder von Betroffenen festgestellt: Verwandte 1. Grades von MS-Patienten
haben ein Risiko von 2 % (Kinder) bis 5 % (Geschwister), wahrend das
Erkrankungsrisiko der Allgemeinbevolkerung bei 0,3 % liegt [1]. Ferner wird ein
Zusammenhang zwischen einer EBV (Epstein-Barr-Virus)-Infektion und MS
beschrieben, da MS-Patienten in mehreren Studien seropositiv fiir EBV sind und EBV-
Reaktivierungen wie die infektiose Mononukleose mit der Krankheitsaktivitat zu
korrelieren scheinen. Weitere Faktoren, die in Studien wiederholt mit einem erhéhten
MS-Risiko  assoziiert waren, sind  Zigarettenrauchen, eine  verminderte
Sonnenlichtexposition und damit auch ein verringerter Vitamin-D-Spiegel. Letzterer wird
als mogliche Ursache fiir die erhohte Inzidenz in den geméaRigten Zonen diskutiert [1, 5].
Neben der multifaktoriellen Atiologie weist die Erkrankung eine groBe klinische und
pathologische Heterogenitat auf und wird in verschiedene Verlaufsformen bzw.
Phénotypen unterteilt.

1.1.2 Verlaufsformen

Bei der MS unterscheidet man folgende Verlaufsformen: Die schubférmig-remittierende
MS (Relapsing-Remitting Multiple Sclerosis = RRMS), an der mit 85-90 % ein Grol3teil
der Patienten leidet [5, 8]. Sie ist gekennzeichnet durch das Auftreten neurologischer
Defizite im Rahmen von Schiiben, die sich meist tiber mehrere Tage entwickeln und nach
einer Plateauphase innerhalb von Wochen vollstdndig oder unvollstandig zuruickbilden,
wobei in den Intervallen zwischen den Schilben keine Behinderungszunahme zu

verzeichnen ist [9]. Nach dem initial schubférmigen Verlauf gehen nach einer
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durchschnittlichen Krankheitsdauer von 20-25 Jahren etwa 60-70 % der RRMS-Patienten
in die sekundar progrediente Verlaufsform (Secondary Progressive Multiple
Sclerosis = SPMS) (ber [8], die durch eine progrediente Behinderungszunahme mit oder
ohne aufgesetzten Schiiben, geringfugigen Remissionen oder Plateaus charakterisiert ist
[9]. Bei 10-15 % der MS-Patienten nimmt die Erkrankung einen primar progredienten
Verlauf (Primary Progressive Multiple Sclerosis = PPMS) mit progressiver Zunahme der
neurologischen Defizite von Krankheitsbeginn an, wobei Plateauphasen oder Phasen
leichter Besserung moglich sind [5, 8].

Dieses Klassifikationsschema wurde um das Kriterium der Kklinischen und
kernspintomographischen Aktivitat bei jeder der Verlaufsformen ergénzt und um das
klinisch isolierte Syndrom (Clinically Isolated Syndrome = CIS) erweitert. Das CIS wird
als mogliche Erstmanifestation einer MS gewertet, die sich haufig als Sensibilitats-, Seh-
oder Gangstorungen aufRert, bei der die Diagnosekriterien der MS jedoch noch nicht
erfullt sind [10]. Eine spezifischere Beschreibung des Krankheitsverlaufs ist damit
mdoglich und die Anerkennung des CIS fur die friihe Therapie und Prognose der MS von

Bedeutung.

1.1.3 Pathogenese

An der Entstehung der multifokalen ZNS-Lé&sionen insbesondere in der weif3en, aber auch
in der grauen Substanz mit Préadilektionsstellen im juxtakortikalen und periventrikuléren
Marklager, Kleinhirn und Rickenmark, die klinisch variable Ausfallerscheinungen zur
Folge haben, sind drei wesentliche Prozesse beteiligt: Inflammation (entziindliche
Schédigung), Demyelinisierung  (Schadigung und Verlust der neuronalen
Myelinscheiden) sowie Axondegeneration (Schadigung und Verlust von Axonen) [4].
Die Immunpathogenese ist allerdings bis heute nicht vollstandig geklart. Durch ein bisher
noch nicht genau verstandenes Ereignis kommt es zur Bildung von autoreaktiven
CD4" T- Zellen (Cluster of Differentiation = CD), sogenannte T-Helfer-Zellen vom Tw1-
oder Tul7-Typ, und CD8" T-Zellen in der Peripherie, die gegen ZNS-Antigene gerichtet
sind [5, 11, 12]. ZNS-Antigene, die als korperfremd erkannt werden, sind u. a. das
Myelin-Basische-Protein (MBP), das Proteolipidprotein (PLP) oder das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) [5, 13]. Als Hypothesen fur den initialen

Ausloser werden u. a. eine Kreuzreaktion zwischen korpereigenen und -fremden
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(z. B.viralen) Proteinen (Molekulare Mimikry), die vermehrte Synthese von
prozessierten Autoantigenen, sog. Neo-Epitopen, infolge einer Infektion mit Erweiterung
des Spektrums erkannter Autoantigene (Epitope Spreading) und die Aktivierung
unbeteiligter  autoreaktiver = T-Zellen im  Rahmen eines  unspezifischen
Entzindungsprozesses (Bystander Activation) diskutiert [5, 12, 14]. Die Selektion
autoreaktiver T-Zellen durch regulatorische T-Zellen (Tregs) ist dabei gestort, sodass es
zur Aufhebung der immunologischen Toleranz kommen kann [12]. Wahrend unter
physiologischen Bedingungen die Bluthirnschranke (BHS) den Ubertritt von Zellen aus
dem zirkulierenden Blut ins ZNS verhindert, wird die BHS bei MS-Patienten durchl&ssig,
sodass eine Transmigration der autoreaktiven T-Zellen und Infiltration des ZNS
stattfinden kann [12, 14]. Im ZNS werden die CD4" und CD8* T-Zellen durch
antigenprésentierende Zellen (APZ) wie Mikrogliazellen reaktiviert und setzen
proinflammatorische Zytokine frei. Dies fuhrt entweder direkt oder durch Rekrutierung
weiterer Entziindungszellen wie Makrophagen, CD8" T-Zellen und B-Zellen aus dem
peripheren Blut zur Schadigung der Myelinscheide, der Oligodendrozyten selbst und
auch der Axone [5, 14]. Dabei scheinen folgende Mechanismen im Vordergrund zu
stehen, die interindividuell unterschiedlich zur Pathogenese beitragen [15]:

e Zytotoxische T-Zell- und Makrophagen-vermittelte Myelinschaden (Pattern I-
Lasion) [4, 14, 15].

e Autoantikorper- und Komplement-vermittelte Schadigung der Myelinscheide
(Pattern Il-Lé&sion) [4, 14, 15].

e Primére Schadigung von Oligodendrozyten durch Apoptose (Pattern I11-L&sion)
[4, 15].

e Schadigung der Myelinscheide und Axone durch lésliche Substanzen, die im
Rahmen der Entziindung freigesetzt werden, z. B. Zytokine, Sauerstoffradikale
wie Stickstoffmonoxid (NO), und Glutamat. Die erhohte Ausschittung des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat fihrt hierbei zur Umverteilung von
lonenkandlen mit Erhdhung der intrazellularen Natriumionen- und/oder
Kalziumionenkonzentration. Der gestorte zellulare Metabolismus triggert
Apoptose und Nekrose [16].

In Zusammenschau fiihren diese Prozesse zur Demyelinisierung der Neurone mit

unzureichender Remyelinisierung durch verbliebene Oligodendrozyten [5, 14],
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Axontransektionen mit angeschwollenen Axonenden [5] und axonaler Degeneration [4].
Im Verlauf der Krankheit kommt es zu der namensgebenden glidsen Vernarbung durch
Astrozyten, welche Charcot als sclérose en plaques beschrieb , sowie zur progredienten
Atrophie von Gehirn und Riickenmark [4].

Entgegen der lange glltigen Annahme, dass die Autoimmunpathologie hauptséchlich
T-Zell-vermittelt ist, zeigen jungste klinische und experimentelle Studien eine erhebliche
Interaktion zwischen T- und B-Zellen und eine wichtige Rolle der B-Zellen bei der
Aufrechterhaltung der Erkrankung [17-19]. Neben den bereits erwéhnten Antikérper- und
Komplement-vermittelten Lé&sionen kann bei MS-Patienten im Liquor eine erhohte
intrathekale Synthese von 1gG (Immunglobulin G) in Form von oligoklonalen Banden
(OKB), die sich auf eine klonale Expansion der B-Zellen zuriickfiihren lassen [20],
nachgewiesen werden [5]. Die Bedeutung der B-Zellen fiir die MS wird dartber hinaus
durch den klinischen Erfolg einer B-Zell-depletierenden Antikdrperbehandlung [21, 22]
und Plasmapherese bei Kortikosteroid-resistenten RRMS-Patienten [23] unterstrichen.
Auch das traditionelle Paradigma einer inflammations-induzierten Neurodegeneration
steht in Frage, da histopathologische Studien und neue kernspintomographische
Untersuchungsverfahren darauf hindeuten, dass bereits in sehr frihen Phasen der MS
neben den entzlindlichen Verdnderungen axonale Schaden und Hirnatrophie nachweisbar
sind [16]. Eine Schadigung der Axone sowie eine Volumenminderung der Hirnsubstanz
scheinen somit bereits in friihen Krankheitsstadien aufzutreten, sodass insbesondere
Studien zur Neurodegeneration fir die Entwicklung therapeutischer Strategien

erforderlich sind.

1.1.4 Diagnose

Fur die Diagnose einer MS sind weder bestimmte klinische Charakteristika noch einzelne
diagnostische Tests allein ausreichend. Neben der neurologischen Untersuchung,
kommen daher Labor-, Liquor-, elektrophysiologische Untersuchungen sowie die
Magnetresonanz(MR)-Bildgebung zum  Einsatz. Wahrend labormedizinische
Untersuchungen dem Ausschluss von Differentialdiagnosen (z. B. Borreliose) dienen,
konnen in der Liquordiagnostik eine lymphozytére Pleozytose und OKBs sowie bei den
verschiedenen evozierten Potentialen Latenzverzégerungen nachgewiesen werden [3,

24]. Eine wesentliche Bedeutung fir die Diagnosestellung und Verlaufskontrolle kommt
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der kraniellen und spinalen Magnetresonanztomographie (MRT) zu, bei der die zuletzt
2017 revidierten McDonald-Kriterien zum Nachweis einer raumlichen und zeitlichen
Dissemination angewandt werden: Der Nachweis von L&sionen in mindestens zwei von
funf MS-typischen Regionen (periventrikuldr, kortikal, juxtakortikal, infratentoriell und
spinal) und einer neuen L&sion im Verlaufs-MRT oder von kontrastmittelaufnehmenden
und nicht-aufnehmenden Lé&sionen beim ersten klinischen Symptom sichert dabei unter
Berlicksichtigung spezifischer MRT-Kriterien die Diagnose [25]. Etablierte MRT-
Sequenzen sind dabei T1-gewichtete Sequenzen (T1 = Langsrelaxationszeit) mit oder
ohne Kontrastmittel (Gadolinium) und T2-gewichtete Sequenzen
(T2 = Querrelaxationszeit) zur Unterscheidung von alten und neuen Lasionen sowie die
FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery)-Sequenz mit einem Wassersignal
unterdriickenden zusatzlichen Impuls zur Darstellung ventrikelnaher Lasionen [26]. Die
MRT sollte nach aktuellen Konsensusempfehlungen bei einer Feldstdrke von mind.
1,5 Tesla (T), wenn méglich 3 T, mit einer Schichtdicke von 3 mm durchgefihrt werden
[27]. Im Rahmen der Revision der McDonald-Kriterien ist ferner die sofortige MS-
Diagnose und damit friihzeitige Therapie beim CIS mdglich, sofern eine typische
Symptomatik vorliegt sowie eine ortliche Dissemination und liquorspezifische OKBs
nachgewiesen werden konnen [25]. Studien belegen, dass bei Patienten mit CIS die
Konversionsrate zu einer klinisch gesicherten MS im Verlauf zwischen 60 — 70 % betrégt,
waobei ein abnormer MRT- und positiver Liquorbefund starke Pradiktoren fir eine spatere
Konversion sind [28, 29].

1.1.5 Therapeutische Strategien

Die Behandlung der MS umfasst drei Therapiesaulen: Schubtherapie, symptomatische
Therapie und verlaufsmodifizierende Immuntherapie [3]. Sie basieren auf den
Empfehlungen des Krankheitsbezogenen Kompetenznetzes Multiple Sklerose (KKNMS)
[30] sowie auf der in Revision befindlichen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie (DGN) aus dem Jahr 2014 [24], mit deren Aktualisierung noch in diesem Jahr
zu rechnen ist [31].

Zur Therapie des akuten Schubs werden in erster Linie Glukokortikoide
(Methylprednisolon)  hochdosiert appliziert, in zweiter Linie erfolgt bei

therapierefraktarer Schubsymptomatik eine Plasmaseparation (Plasmapherese oder
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Immunadsorption) [24, 30]. Glukokortikoide hemmen multiple Entziindungsmediatoren,
die zellulare und humorale Immunantwort, fuhren zur Restauration der BHS und
inhibieren damit die Migration von Immunzellen [24]. Die symptomatische Therapie MS-
assoziierter Beschwerden beinhaltet Physio-, Ergo-, Psycho- und die antispastische
Therapie, um die funktionellen Fé&higkeiten der Patienten wiederherstellen zu kénnen
[24]. In den vergangenen Jahren hat insbesondere die verlaufsmodifizierende
Stufentherapie aufgrund der zunehmenden Zahl hochwirksamer Immuntherapeutika
einen deutlichen Wandel erfahren. Mit Immunmodulatoren wie Interferon-p (IFN-B) oder
Glatirameracetat wird das CIS therapiert [24, 30]. Sie hemmen die T-Zell-Aktivierung,
fihren zu einem Shift der T-Helferzellen (Th1/Th2) und induzieren neurotrophische
Faktoren [32]. Zur Therapie von milden bzw. moderaten Verlaufen der RRMS sind neben
IFN-B und Glatirameracetat die Immunmodulatoren Dimethylfumarat und Teriflunomid
zugelassen [24, 30]. Bei (hoch-)aktiven Verldufen einer RRMS werden hingegen das
Immunsuppressivum Cladribin, der Sphingosin-1-Phosphat-(S1P)-Rezeptor Agonist
Fingolimod oder der gegen das Very Late Antigen (VLA) 4 gerichtete rekombinante
humanisierte monoklonale Antikérper Natalizumab eingesetzt [30]. Wahrend Cladribin
zu einer selektiven Reduktion von sich teilenden und nicht teilenden T- und B-Zellen
flhrt [33], verhindert Fingolimod den Egress von T- und B-Zellen aus den sekundér
lymphatischen Organen [34] und Natalizumab die Migration von Immunzellen durch die
BHS [35]. Seit 2018 ist auch der rekombinante humanisierte monoklonale Antikdrper
Ocrelizumab, der gegen CD20 auf B-Zellen gerichtet ist, fiur die Therapie der
(hoch-)aktiven RRMS zugelassen. Mit Ocrelizumab ist ferner erstmalig die
medikamentése Behandlung der PPMS mdglich [36]. Bei therapierefraktérer
(hoch-)aktiver RRMS oder rascher RRMS-Progression werden das Immunsuppressivum
Mitoxantron oder der rekombinante Anti-CD52-Antikdrper Alemtuzumab eingesetzt
[30], dessen Wirkung in der vorliegenden Arbeit anhand eines murinen Anti-CD52-
Antikdrpers untersucht wurde. Die SPMS hingegen wurde bislang entweder mit IFN-f
oder Mitoxantron behandelt [24, 30]. Seit Januar 2020 ist allerdings auch Siponimod, das
wie Fingolimod zur Gruppe der S1P-Systemmodulatoren gehort, in der Europaischen
Union zugelassen, sodass fur die aktuell schwer behandelbare SPMS eine neue
Therapieoption zu Verfligung steht [37]. Daneben ist seit Mai 2020 mit Ozanimod ein

weiterer S1P-Rezeptor Agonist zur Erstlinientherapie der aktiven RRMS zugelassen [38].
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1.1.5.1 Die Rolle von Alemtuzumab in der Therapie der hochaktiven
schubformig-remittierenden MS

Alemtuzumab ist der erste humanisierte monoklonale Antikorper, der hergestellt und vor
Einfihrung von internationalen Freinamen als Campath-1H (Cambridge, Pathology,
Human) bezeichnet wurde [39]. Alemtuzumab ist gegen das Glycoprotein CD52
gerichtet, das mit bisher noch ungeklarter Funktion unterschiedlich stark auf
Immunzellen exprimiert wird [40], die durch Alemtuzumab Komplement- und/oder
Antikorper-vermittelt depletiert werden [41]. Zellen des erworbenen Immunsystems wie
T- und B-Zellen weisen eine hohe CD52-Expression auf und werden damit in erster Linie
depletiert, wahrend Zellen des angeborenen Immunsystem, wie natiirliche Killerzellen
und Monozyten, geringe Mengen CD52 exprimieren und weniger stark depletiert werden.
Plasmazellen und hamatopoetische Stammzellen exprimieren kein CD52, sodass sie von
der Depletion nicht betroffen sind [40]. Dies ermdglicht h&matopoetischen
Vorlduferzellen die Repopulation nach der Behandlung. Wahrend B-Zellen relativ schnell
repopulieren und ihren Ausgangswert voriibergehend Uberschreiten [42, 43], bendtigen
CD4* und CD8* T-Zellen langer, wobei innerhalb der CD4" T-Zellpopulation
regulatorische T-Zellen rascher rekonstituiert werden als Effektor-T-Helfer-Zellen [44-
46]. Diese Repopulationskinetik wird als ,Resetting und Reprogrammierung des
Immunsystems* interpretiert und scheint einen langanhaltenden Effekt nach der
Behandlung zu induzieren [47].

Alemtuzumab war ursprunglich zur Behandlung der chronisch lymphatischen Leukédmie
zugelassen. Erste Studien wéhrend der 1990er Jahren zeigten jedoch auch eine deutliche
Wirksamkeit auf die im MRT gemessene Entziindungsaktivitat und jahrliche Schubrate
bei RRMS- und SPMS-Patienten. Allerdings kam es nur bei den RRMS-Patienten, die
eine hohe Entzlindungsaktivitat zeigten, zu einer klinischen Verbesserung, wahrend die
Behinderung und ZNS-Atrophie bei den SPMS-Patienten zunahm, sodass man ein
gunstiges Wirkungsprofil in friihen und aktiven Phasen der Erkrankung durch den Schutz
vor Inflammation und die Pravention von Demyelinisierung und axonaler Degeneration
annahm [48]. Es folgte eine randomisierte Vergleichsstudie (CAMMS-223 Phase-II-
Studie) zwischen Alemtuzumab und IFN-B in der Behandlung der frithen aktiven RRMS,
die eine hohe Wirksamkeit des Antikorpers im Vergleich zu IFN-B hinsichtlich

Schubratenreduktion und Verringerung der Behinderungsprogression zeigte [49].
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AnschlieRend wurden zwei jeweils tber zwei Jahre laufende komplementére Phase-111-
Studien durchgefiihrt, die die Uberlegenheit von Alemtuzumab gegeniiber IFN-B
bestatigten: Die CARE-MS-1-Studie an therapienaiven RRMS-Patienten [50] und die
CARE-MS-2-Studie an RRMS-Patienten mit unzureichendem Ansprechen auf eine
vorangegangene immunmodulierende Therapie [51]. Beide Studien zeigten eine
signifikante Schubratenreduktion durch Alemtuzumab (54,9 % bei CARE-MS-1, 49,4 %
bei CARE-MS-2). Bei CARE-MS-1 betrug der Anteil schubfreier Patienten 78 % unter
Alemtuzumab verglichen mit 59 % unter IFN-B, bei CARE-MS-2 65 % unter
Alemtuzumab gegeniiber 47 % unter IFN-B [50, 51]. AuBerdem wurde in CARE-MS-2
eine signifikante Reduktion der Behinderungsprogression unter Alemtuzumab festgestellt
[51]. Dies war in CARE-MS-1 nicht der Fall, vermutlich aufgrund der in der
Kontrollgruppe unerwartet niedrigen Behinderungsprogression [50].

Diese Studiendaten fiihrten 2013 zur Zulassung von Alemtuzumab unter dem neuen
Handelsnamen Lemtrada zur Therapie der RRMS, die durch klinischen Befund oder
Bildgebung als aktiv definiert ist. Die Gabe des Antikorpers erfolgt in zwei Zyklen im
Abstand von zwolf Monaten: Im 1. Jahr werden 12 mg/Tag Alemtuzumab an finf
aufeinanderfolgenden Tagen, im 2. Jahr an drei aufeinanderfolgenden Tagen i. v.
verabreicht [3]. Die vormals breite Indikation von Alemtuzumab wurde jedoch 2019
aufgrund nicht unerheblicher, in Einzelféallen todlicher Nebenwirkungen eingeschrankt
[52]. Zum Nebenwirkungsspektrum gehéren Infektionen wie Infekte der Harnwege und
oberen Atemwege sowie virale Infektionen mit Herpes-Reaktivierungen und die
Entwicklung sekundarer Autoimmunerkrankungen wie eine autoimmune Thyreoditis,
autoimmune Glomerulonephritis sowie eine chronische Immunthrombozytopenie
(Idiopathische thrombozytopenische Purpura = ITP) [53]. Warum es unter Alemtuzumab
zu Autoimmunkrankheiten kommt, ist nicht génzlich geklart. Unter den Patienten, die
eine Autoimmunitédt entwickelten, wurde eine reduzierte Neubildung von T-Zellen im
Thymus festgestellt. Man nimmt an, dass bei ihnen die Repopulation der T-Zellen nach
der Depletion Uber die homdostatische Proliferation von noch vorhandenen T-Zellen
erfolgte. Da fir diesen Prozess der Kontakt zu Antigenen erforderlich ist, kann es zur
Selektion autoreaktiver T-Zellen kommen, wenn diese auf passende Autoantigene treffen
[54]. Ferner wurde ein zeitlicher Zusammenhang mit kardiovaskuldren Ereignissen

beobachtet und ein kausaler Zusammenhang mit Autoimmunhepatitis, Himophilie A und
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hamophagozytischer Lymphohistiozytose identifiziert [52]. Laut aktuellem Rote-Hand-
Brief vom Januar 2020 kann Alemtuzumab jedoch unter folgenden Voraussetzungen und
risikominimierenden MaRnahmen bei hochaktiver RRMS weiterhin eingesetzt werden:
Kein Ansprechen von mind. einer krankheitsmodifizierenden Therapie oder rasche
Progression, definiert durch mind. zwei Schibe innerhalb eines Jahres mit
Behinderungsprogression und mind. eine Gadolinium-aufnehmende Lé&sion im cMRT
(c = cranial) oder signifikante Zunahme von T2-Lasionen im cMRT. Gegenanzeigen
(aktive schwere Infektion, anamnestisch Myokardinfarkt/Schlaganfall, Koagulopathie)
sind zu beachten und Vorsichtsmalinahmen (Maoglichkeit intensivmedizinischer
Behandlung, Uberwachung auf Autoimmunkrankheiten im Verlauf) zu ergreifen [55].

Demgegenuber liegen zur Nachhaltigkeit der Therapie mittlerweile Funf-Jahres-Daten
aus der CARE-MS-1- und CARE-MS-2-Studie vor, aus denen folgende
Langzeitwirkungen von Alemtuzumab hervorgehen: Ca. 50-70 % der Patienten zeigten
keine neue Krankheitsaktivitat, keine aktiven MRT-Ldsionen und benétigten keinen
dritten Behandlungszyklus. AuRerdem wurde eine Reduktion der jahrlichen
Hirnvolumenminderung beschrieben [56, 57]. Ferner ergab eine post-hoc
Subgruppenanalyse der CAMMS223-Studie, dass unter den Patienten, die weder kurz vor
der Behandlung eine klinische Aktivitat noch im Verlauf eine klinische und radiologische
Krankheitsaktivitat zeigten, eine Reduktion der Beeintrachtigung sowie erhthte Mengen
neurotropher Faktoren festgestellt werden konnten [58]. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass dieser Effekt nicht allein durch die antiinflammatorische Wirkung von
Alemtuzumab infolge der Lymphozytendepletion zu erklaren ist, sondern nach
Rekonstitution eine ,,neuroprotektive Immunitét™ erzielt wird [58], die die Reparatur

bestehender Hirnschaden ermdglicht bzw. fordert.

1.2 Tiermodelle der MS

Auch wenn bildgebende Verfahren longitudinale Studien zur Entstehung von ZNS-
Lé&sionen erlauben, sind parallele Untersuchungen an ZNS-Gewebe in Hinblick auf die
zugrunde liegenden Pathomechanismen kaum moglich, zumal die Immunprozesse bereits
angelaufen sind. Fir ein tiefergehendes Verstandnis der MS-Pathologie und die
Etablierung neuer Therapieoptionen ist die Forschung daher auf Tiermodelle angewiesen.

Drei wesentliche Tiermodelle der MS sind dabei das Cuprizon-Modell, die Infektion mit

10
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dem Theiler-Maus-Enzephalomyelitis-Virus (TMEV) sowie die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE).

Beim Cuprizon-Modell wird das Toxin Cuprizon uber die Nahrung verabreicht, was zu
einem vollstandigen Verlust des Myelins mit nachfolgender Neubildung fihrt [59]. Da
allerdings die autoimmun-inflammatorische Komponente fehlt, eignet sich dieses Modell
eher zur Untersuchung der VVorgénge bei der De- und Remyelinisierung [60]. Auch wenn
die genauen Mechanismen der Cuprizon-Intoxikation nicht vollstandig geklart sind, wird
angenommen, dass Cuprizon als Kupferchelator die Enzyme der Atmungskette inhibiert,
die Kupfer als Cofaktor bendtigen. Dies fiihrt zu oxidativem Stress und in Folge dessen
zur Apoptose von Oligodendrozyten und Aktivierung von Mikrogliazellen. Vier bis finf
Wochen nach Cuprizon-Applikation sind die Neurone vollstandig demyelinisiert [60].
Wird die Cuprizon-Ernahrung auf normale umgestellt, beginnt die Remyelinisierung [59,
60].

Das Theiler-Modell wird induziert durch die Infektion des ZNS mit dem TMEV via
Inokulation und flhrt zu einer diphasischen Autoimmunreaktion im ZNS [61]. Wahrend
der akuten Phase der Erkrankung kommt es zur Apoptose der Nervenfasern in der grauen
Substanz, wohingegen die chronische Phase durch eine inflammatorische
Demyelinisierung und axonale Degeneration in der weien Substanz gekennzeichnet ist
[62]. Die TMEV-Infektion dient damit der Untersuchung der mdglichen, aber nicht

einwandfrei belegten, Virusétiologie der MS.

1.2.1 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Das am hdufigsten verwendete und intensiv untersuchte Tiermodell der MS ist die EAE,
seit deren Einfiihrung sich viele Erkenntnisse zur Immunpathogenese und Therapie der
MS ergeben haben [63-65]. Im Gegensatz zu den anderen Modellen ist die EAE vielseitig
anwendbar und autoimmunvermittelt. Die EAE wird u. a. durch aktive Immunisierung
von Tieren mit ZNS-Antigenen und durch Adjuvantien verstarkt induziert [66], was
ursprunglich auf erste Entwicklungen einer Tollwutimpfung durch Pasteur im Jahr 1885
zurlickzufuhren ist. Sein Versuch, die Patienten mit dem Tollwutvakzin, welches
Rickenmark infizierter Kaninchen enthielt, zu immunisieren, fiihrte unbeabsichtigt zu
Lahmungen. In den 1930er Jahren gelang es Rivers, aus diesen Beobachtungen bei

Kaninchen und Rhesusaffen durch Injektion von ZNS-Emulsionen von nicht-infizierten
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Kaninchen eine Enzephalomyelitis hervorzurufen, die von Inflammation und
Demyelinisierung gekennzeichnet war und bei der ZNS-spezifische Antikorper
nachgewiesen werden konnten. Durch die Ahnlichkeit zu demyelinisierenden
Erkrankungen des Menschen wird die EAE seitdem als Tiermodell der MS verwendet
[64]. Das ,,A“ im Akronym stand zundchst fiir ,allergisch®, da man von externen
Agentien als Ausloser der Immunantwort ausging. Erst im weiteren Verlauf mit
Anerkennung von autoimmunen Prozessen setzte sich der Begriff der experimentellen
Lautoimmunen* Enzephalomyelitis durch [67]. Die EAE kann bei vielen Tierarten
angewandt werden, wird heutzutage jedoch mehrheitlich an verschiedenen Mausstdimmen
durchgefthrt [63].

1.2.1.1 Induktion

Die EAE kann auf verschiedene Weisen induziert werden: spontan, passiv mittels
adoptivem T-Zell-Transfer oder durch aktive Immunisierung. Bei den spontanen
Modellen entwickeln transgene Mause aufgrund Myelin-spezifischer T-Zell-Rezeptoren
eine spontan auftretende EAE. Allerdings wird im Gegensatz zur Situation beim
Menschen nicht die gesamte Immunbiologie abgebildet, da die transgenen Mé&use
lediglich die entsprechenden T-Zellen exprimieren [65]. Bei der passiven EAE werden
aus immunisierten Tieren autoreaktive Myelin-spezifische T-Zellen isoliert, die in naive
Tiere transferiert werden. Sie bietet die Mdglichkeit, mittels Markierung den Ort und die
Aktivitat Myelin-spezifischer T-Zellen in den Empféangertieren zu bestimmen oder durch
vorherige Manipulation der Effektorfunktion den pathologischen Einfluss einzelner
T-Zelllinien zu untersuchen [68]. Fur die aktive Immunisierung (aktive EAE) werden
verschiedene Myelin-Peptide und Myelin-Proteine als ZNS-(Auto-)Antigene verwendet,
die in komplettem Freund-Adjuvans (Complete Freund’s Adjuvans = CFA) emulgiert
werden, um die Immunantwort gegen die Myelinscheide und die Antikdérperproduktion
zu verstarken. CFA besteht aus Paraffindl, Mannid-Monooleat sowie inaktiviertem
Mycobacterium tuberculosis, das zu einer proinflammatorischen Immunantwort flhrt
[63]. Die zuséatzliche Verabreichung von Pertussis-Toxin fordert die EAE-Induktion
durch stimulierende Effekte auf das Immunsystem und verursacht eine vermehrte
Durchléssigkeit der BHS [69]. Klinisch ist die EAE durch eine aufsteigende Paralyse

gekennzeichnet, die im Schwanz beginnt, sich dann Uber die Hinterldufe bis zu den
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Vorderlaufen ausbreitet und dabei anhand von standardisierten EAE-Scores (0 - 5) erfasst
wird [66].

Auch wenn die EAE ein unverzichtbares Mittel in der Grundlagenforschung ist, deckt sie
aufgrund der Komplexitat und interindividuellen Heterogenitét der MS nicht die gesamte
pathophysiologische Entitat der MS ab [65].

1.2.1.2 Phanotypen

Je nach Spezies, Tierstamm, ZNS-Antigen und Wahl der EAE-Induktion resultiert ein
unterschiedlicher Verlauf der Enzephalomyelitis, der die MS-Pathologie in Teilaspekten
widerspiegeln kann. Die dabei am meisten untersuchten Myelinantigene sind PLP, MOG
und MBP [63, 65]. Die PLP-induzierte aktive EAE verursacht in C57BL/6-Mausen einen
chronischen Verlauf, wahrend sie in SJL/J-Mausen schubférmig verlauft. Die aktive
Immunisierung mit MOG nimmt in Lewis N1-Ratten und C57BL/6-Mdusen einen
chronischen Verlauf [65], wohingegen die passiv induzierte EAE mit MOG-spezifischen
T-Zellen einen monophasischen Verlauf nimmt [63]. Der akute monophasische
Krankheitsverlauf ist durch eine kurze Episode mit nachfolgender Remission
charakterisiert, der auch durch MBP in B10.PL- und PL/J-M&usen ausgeldst werden kann
[65]. Je nach EAE-Modell unterscheidet sich die Ldsionstopologie (GroRhirn vs.
Ruckenmark vs. Kleinhirn), die Histopathologie (Inflammation, Demyelinisierung und
axonale Schadigung) der ZNS-Léasionen sowie die Immunbiologie (T-Zell- vs. B-Zell-
vermittelt) [70, 71]. Um die Komplexitdt der MS-Pathophysiologie entsprechend
darstellen und verbesserte therapeutische Strategien entwickeln zu kénnen, ist eine grof3e
Auswahl und Kombination verschiedener EAE-Modelle erforderlich [72]. Da die
klassischen EAE-Modelle hauptsachlich T-Zell-abhangig sind und die Beteiligung von
B-Zellen nicht adaquat abbilden, flhrten Kuerten et al. 2006 ein neues EAE-Modell ein:
die MP4-induzierte aktive EAE in C57BL/6 (Black 6, B6) -Mé&usen [72], die in dieser

Arbeit verwendet wurde.

1.2.1.3 MP4-Modell
MP4 ist ein Fusionsprotein, das aus Bestandteilen der beiden hdufigsten Proteine der
Myelinscheide, MBP und PLP, besteht und urspriinglich zur Entwicklung einer Antigen-

spezifischen Immuntherapie der MS mit dem Ziel der Induktion einer Immuntoleranz
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generiert wurde [73]. So konnte die systemische Behandlung mit MP4 bei immunisierten
SJL/J-Mé&usen die Entwicklung einer EAE verhindern und die Symptome einer
bestehenden EAE verbessern. Die Immunisierung von gesunden SJL/J-Mé&usen mit MP4
in CFA l6ste wiederum eine schwere EAE aus [73].

Mit dieser Kenntnis gelang es Kuerten et al., durch aktive Immunisierung mit MP4 auch
in B6-Stdmmen eine EAE zu induzieren. Da auf B6-genetischem Hintergrund die meisten
genmodifizierten Knock-Out- (K. O.) und Knock-In-Mé&use generiert werden, war es nun
mdoglich, mithilfe des neuen EAE-Modells neben den Pathomechanismen die
Immunpathogenese der MS und damit die noch nicht vollstdndig geklarte Rolle der
B-Zellen né&her zu untersuchen [70-72]: Die MP4-Immunisierung von B6-Stammen l6ste
in Wildtyp- und verzdgert in CD8-K.O.-Mausen eine schwere chronisch verlaufende
EAE aus, wahrend B-Zell-defiziente uMT Mause eine milde EAE und CD4-K.O.-Mause
keine EAE entwickelten [72]. Im weiteren Verlauf konnte bei einem anderen B-Zell-
defizienten Mausstamm (J4T) durch MP4 ebenfalls keine EAE induziert werden.
Nachdem jedoch MBP/PLP-spezifische Autoantikérper aus MP4-immunisierten
Wildtyp-Méusen isoliert und in MP4-immunisierte B-Zell-defiziente pMT und
JHT Méuse transferiert wurden, konnte wieder eine schwere EAE ausgelost werden [74].
Somit kann die MP4-induzierte EAE als ein T- und B-Zell-abhéngiges sowie Antikorper-
vermitteltes Modell gesehen werden [65, 74].

Die ZNS-Histopathologie der MP4-EAE ist charakterisiert durch Inflammation,
Demyelinisierung und Axondegeneration: Die inflammatorischen perivaskulér gelegenen
Infiltrate setzen sich im Verlauf der Krankheit aus unterschiedlichen Zellen zusammen.
Wéhrend in der akuten EAE (Zeitraum bis zum Erreichen des hochsten EAE-Scores)
Uberwiegend CD4" T-Zellen, Makrophagen und Granulozyten vorliegen, kénnen in der
chronischen EAE (ab Erreichen des hochsten EAE-Scores auf einem stabilen Plateau)
vermehrt CD8" T-Zellen, B-Zellen und dendritische Zellen sowie eine Formation der
B-Zellen zu Lymphfollikel-ahnlichen Gebilden, sog. tertidr lymphatischen Organen
(TLOs), nachgewiesen werden [19, 70, 75]. Die Infiltrate befinden sich in der akuten EAE
im GroBhirn (v. a. in den Meningen und periventrikul&r) und im weiteren Verlauf auch
im Rickenmark. Erst im chronischen Stadium wird auch das Kleinhirn zunehmend
befallen, wéhrend die cerebrale Infiltration mit der Zeit abnimmt [19, 70]. Die

Demyelinisierung erfolgt im Vergleich zu anderen EAE-Modellen friher und persistiert
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bis ins chronische Stadium [71, 76]. Das AusmaR an Axonschaden verhélt sich &hnlich
zu anderen EAE-Modellen und findet sich sowohl in der akuten als auch in der
chronischen EAE. Da mit zunehmenden Axonschdden die Krankheit voranschreitet,
konnte der Axonschaden als morphologisches Korrelat fur die chronische
Beeintrachtigung der M&use gesehen werden [76].

In Zusammenschau spiegelt dieses Modell viele Eigenschaften der humanen MS wider
und ist damit besonders geeignet fur experimentelle Studien zur Untersuchung neuer

Therapeutika (z. B. Alemtuzumab), die Einfluss auf die B-Zell-Antwort nehmen.

1.3 Merkmale der Neurodegeneration

Die irreversiblen neurologischen Defizite von MS-Patienten korrelieren mit dem Ausmal}
der Neurodegeneration, die von Demyelinisierung, Axonschéden und einer globalen
ZNS-Atrophie gekennzeichnet ist [16]. Um diese Prozesse und die therapeutische
Wirksamkeit neuer Substanzen dahingehend besser zu verstehen und die MS in Zukunft
effektiv zu behandeln, kénnen zur Untersuchung von Myelin- und Axonpathologien
spezifische ultrastrukturelle Merkmale, Biomarker im Serum und Liquor sowie zum

Monitoring von Hirnatrophien bildgebende Verfahren hinzugezogen werden.

1.3.1 Myelinpathologie

Die Myelinscheide ist eine multilamelldre lipidreiche Membran, welche im ZNS von
Oligodendrozyten gebildet wird und die Axone spiralférmig umgibt, um in Form der
saltatorischen Erregungsweiterleitung eine schnelle Weiterleitung elektrischer Signale zu
ermoglichen [77]. Wird die Myelinscheide im Rahmen einer Autoimmunreaktion
attackiert, 16sen sich zundchst die einzelnen Myelinlamellen voneinander und werden im
weiteren Verlauf bis zum vollstandigen Verlust der Myelinscheide abgebaut [78]. Die
Demyelinisierung fihrt in Folge dessen zur Verlangsamung oder Blockade der
Nervenleitung und ist vermutlich fir die frihen Symptome der MS verantwortlich [16].
Bereits wenige Tage nach Entmarkung finden sich allerdings auch regenerative Prozesse
im Sinne einer Remyelinisierung [79]. Die Remyelinisierung ist zwar im Initialstadium
stark ausgepragt, verlduft jedoch aufgrund der andauernden Schadigung der
Oligodendrozyten unvollstandig und nimmt in spateren Stadien der Lé&sionsbildung ab
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[80]. Es resultieren remyelinisierte Neurone, die durch eine dinne Myelinscheide aus
dicht aneinander liegenden Myelinlamellen gekennzeichnet sind [79].

Um den Grad der Myelinisierung ultrastrukturell objektiv erfassen zu kénnen, wird die
g-Ratio nach Guy et al. angewandt. Hierfiir wird der kleinste Axondurchmesser durch
den kleinsten Gesamtdurchmesser der Nervenfaser (Myelin und Axon) geteilt [81]. Die
g-Ratio kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei der physiologische Wert dem
Mittelwert aus gemessenen Werten von gesunden Kontrolltieren entspricht. Dieser
physiologisch ,,optimale” Wert liegt im ZNS von Ratten nach Berechnungen von
Chomiak et Hu bei 0,77 [82]. Ein Wert von 1 spiegelt hingegen eine vollstandig
demyelinisierte Nervenfaser wider (Gesamtdurchmesser der Nervenfaser entspricht
Axondurchmesser), wohingegen Werte unterhalb des berechneten physiologischen
Wertes demyelinisierende Nervenfasern (verbreiterte Myelinscheide), Werte oberhalb
des berechneten physiologischen Wertes remyelinisierende Nervenfasern (dinne
Myelinscheide) darstellen.

1.3.2 Axonpathologie

Neben dem Myelinisierungsgrad bestimmt auch der Durchmesser des Axons die
Reizleitungsgeschwindigkeit: Je grofier der Axondurchmesser, desto schneller wird der
elektrische Impuls weitergeleitet. Die Grol3e des axonalen Durchmessers hangt wiederum
von der Anzahl an Neurofilamenten ab, die je nach Phosphorylierungsstatus innerhalb
des Axons unterschiedlich verteilt werden [83, 84]. Eine kompakte Axondichte gilt
hierbei als Indikator fur eine beginnende Axonpathologie [84]. Lunn et al. untersuchten
ultrastrukturell den Abstand benachbarter Neurofilamente, die sog. nearest neighbour
neurofilament distance (NNND), und konnten insbesondere in demyelinisierten und
demyelinisierenden Axonen eine Verringerung des Abstands und damit eine
pathologische NNND nachweisen [83].

Ein weiteres morphologisches Korrelat einer Axonschédigung ist die Demyelinisierungs-
assoziierte bzw. isolierte Axondegeneration mit vollstandigem Abbau des Axonkorpers
(Axolyse) und Verlust von Axonen im weiteren Verlauf (axonal loss) [4, 5]. Es kommt
zu einem vollstdndigen Funktionsausfall und dem Absterben der Nervenfaser. Da
Neurone im ZNS nicht oder nur schwer regenerieren, ist die Axondegeneration flr die

irreversiblen neurologischen Defizite verantwortlich [2].
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1.3.3 Biomarker

Wéhrend der Stellenwert von Antikdrpern gegen z. B. MOG und MBP als Diagnose- oder
Prognosemarker aufgrund diskrepanter Publikationen unklar ist [85, 86], wird der
Nachweis von Neurofilamenten im Liquor und Serum als Marker fur einen akuten
Axonschaden diskutiert und mit einer Progression der Hirnatrophie und Behinderung
assoziiert [87, 88].

Neurofilamente (NF) bestimmen mal3geblich die Struktur und Funktion von Axonen und
sind aus drei verschiedenen Untereinheiten aufgebaut, die entsprechend ihres
Molekulargewichts bezeichnet werden: NF-L (Light: 68 kDa), NF-M (Medium: 150 kDa)
und NF-H (Heavy: 190-210 kDa) [89]. Sie sind zu etwa 80 % phosphoryliert (p) und
werden durch Cross-Linking in das Axonskelett integriert [89]. Zwei der Neurofilament-
Untereinheiten werden im Rahmen von neurodegenerativen Prozessen freigesetzt und
konnen zur Bestimmung der Axondegeneration mittels ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) sowohl im Serum als auch im Liquor nachgewiesen werden: NF-L
[88] und NF-H [87]. Das NF-L Protein ist die am haufigsten vorkommende und kleinste
Untereinheit [89]. Es eignet sich somit gut als Surrogatmarker, der in mehreren klinischen
Studien zur MS mit der Krankheitsaktivitat korrelierte und einer jungsten klinischen
Studie bei RRMS-Patienten zufolge als Biomarker mit prognostischem Potenzial zur
Verlaufs- und Therapiekontrolle eingesetzt werden konnte [88]. NF-L ist jedoch
gegenlber Proteasen empfindlich, die im Liquor reichlich vorhanden sind [89]. Der
Stellenwert von NF-H, welches das am starksten phosphorylierte Protein im
menschlichen Gehirn und in seiner phosphorylierten Form (pNF-H) gegentber Proteasen
resistent ist, wird daher ebenfalls untersucht [89]. So scheint pNF-H sowohl in
experimentellen als auch in klinischen Untersuchungen ebenfalls ein geeigneter
Biomarker flr einen akuten und chronischen Axonschaden zu sein [87, 90, 91]. Der
Einsatz von Biomarkern in der klinischen Routine ist allerdings noch nicht etabliert [92].
Die Quantifizierung von freigesetzten Neurofilamenten kdnnte hingegen Aufschluss tiber
die Dynamik von Axonschéden geben und damit zu einem besseren Verstandnis fir

neurodegenerative Erkrankungen beitragen.
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1.3.4 ZNS-Atrophie

Die ZNS-Atrophie ist ein entscheidender Prédiktor fir die Entwicklung einer
langanhaltenden Zustandsverschlechterung und ist bereits in frihen Krankheitsstadien
nachweisbar [16]. Sie macht sich durch eine Atrophie des Rulckenmarks, eine
VergroRerung der Ventrikel sowie eine je nach MS-Form jéhrliche Hirnatrophie
um 0,6 — 1 % bemerkbar [93]. Die globale Hirnatrophie scheint dabei mit physischen
Einschrankungen eher zu korrelieren als die Lasionslast und kénnte die paradoxe Klinik
der MS erklaren, bei der die Patienten im MRT Ladsionen, jedoch keine Beeintrachtigung
aufweisen, oder die Krankheit voranschreitet, ohne dass neue L&sionen nachgewiesen
werden koénnen (clinical-radiological paradox) [94, 95]. Ferner steht die Atrophie der
grauen Substanz, der Lobér- und Subkortikalregionen in moderatem Zusammenhang mit
neuropsychologischen und kognitiven Defiziten, welche die Lebensqualitat von MS-
Patienten wesentlich reduzieren [94]. Auch die Atrophie des Rickenmarks wird mit
physischen Einschrankungen assoziiert [94]. Sie scheint allerdings unabhangig von der
Hirnatrophie voranzuschreiten und lasst sich aufgrund des kleinen Durchmessers im
MRT nur schwer erfassen [94, 96].

Somit ist die Bestimmung der Hirnatrophie im MRT wichtig fir die Beurteilung des
Krankheitsverlaufs und konnte als Surrogatmarker fiir eine erfolgreiche Therapie

herangezogen werden.

1.4 Zielsetzung und Fragestellung der Studie

Trotz intensiver MS-Forschung ist bislang nicht genau geklért, ob bzw. inwiefern die
verlaufsmodifizierenden Therapiemdglichkeiten einer Neurodegeneration vorbeugen
oder regenerative Prozesse verstarken kénnen. In dieser Studie galt es, die in mehreren
Publikationen angedeutete neuroprotektive Wirkung von Alemtuzumab (s. u.) genauer zu
eruieren. Denn auch wenn der therapeutische Stellenwert von Alemtuzumab in der
Behandlung der hochaktiven RRMS stets neu evaluiert wird, sind weitere Studien
erforderlich, um festzustellen, ob der Antikdrper bei progredienter MS gleichermalien
effektiv ist oder ob bestimmte Patienten-Subgruppen von einer individualisierten
Behandlung profitieren.

Folgende tierexperimentelle Arbeiten anderer Forschungsgruppen waren fiir ein

tiefergehendes Verstandnis der Wirkmechanismen von Alemtuzumab vorangegangen:
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Ein humaner CD52 transgener Mausstamm wurde generiert [97], bei dem die CD52-
Expression auf Leukozyten und die Depletionskapazitat von Alemtuzumab vergleichbar
zum Menschen ist [98]. Zur Vereinfachung von Studien an EAE-Modellen wurde in
Folge dessen ein muriner Anti-CD52-Antikorper etabliert [99]. Die Behandlung mit dem
murinen Anti-CD52-Antikérper wurde im MOGasss- [99-101] und rMOGz-12:-
induzierten EAE-Modell in B6-Mé&usen sowie im PLP139.151-induzierten EAE-Modell in
SJL-Méausen untersucht [99]: Bei all diesen Modellen wurden die immunisierten Mause
im frihen Krankheitsstadium an finf aufeinanderfolgenden Tagen mit dem Antikdrper
behandelt, was zu einer &hnlichen B- und T-Zell-Depletion wie bei mit Alemtuzumab
behandelten MS-Patienten fiihrte. Die durch den murinen Anti-CD52-Antikorper
vermittelte Lymphozytendepletion milderte dabei signifikant den klinischen Verlauf der
EAE, verminderte die periphere Produktion proinflammatorischer Zytokine und
reduzierte die Inflammation, die Demyelinisierung sowie den Axonschaden im ZNS.
Allerdings wurden diese Studien an T-Zell-vermittelten EAE-Modellen durchgefiihrt,
sodass die zunehmend an Bedeutung gewinnende B-Zell- und Antikorper-Abhangigkeit
der MS unbertcksichtigt blieb. Darlber hinaus wurde der Antikdrper gleich zu Beginn
der EAE-Symptomatik ohne Erreichen des hdchsten EAE-Scores verabreicht, sodass
nicht geklart ist, ob die murine Anti-CD52-Antikdrperbehandlung bei einer schweren
chronischen EAE genauso effektiv und neuroprotektiv wirkt.

Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss der murinen Anti-CD52-Antikorper-Therapie
auf die Neurodegeneration in der chronischen MP4-induzierten EAE als T-Zell-, B-Zell-
sowie Antikdrper-vermitteltes Mausmodell der MS untersucht, mit dem Ziel, folgende
Fragen zu klaren: Hat die murine Anti-CD52-Antikérperbehandlung auch im chronischen
Krankheitsstadium einen glnstigen Effekt auf den klinischen Verlauf und die Schwere
der EAE? Kann durch die Behandlung eine Reduktion der Neurodegeneration mithilfe
eines Biomarkers nachgewiesen werden? Wie wirkt sich der murine Anti-CD52-
Antikorper auf die De- und Remyelinisierung, den Axonschaden und die Hirnatrophie
aus? Darlber hinaus ist es zur Kontrolle einer erfolgreichen Therapie wichtig,
festzustellen, in welchem AusmaR B- und T-Zellen im MP4-Modell durch den murinen
Anti-CD52-Antikorper depletiert werden. Inwiefern die Behandlung dabei Einfluss auf
die gegen das immunisierende Myelinfusionsprotein gerichtete Antikdrperantwort hat,

wurde ebenfalls untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Mause

N = 28 sechs Wochen alte weibliche B6-Mdause wurden von der Firma Envigo (NM Horst,
Niederlande) bezogen und unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in der
tierexperimentellen Einrichtung der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und
Plastische Gesichtschirurgie der Universitat Wiirzburg gehalten. Die Mduse hatten freien
Zugang zu autoklavierten Futterpellets (C 1000 Kontrolldiat fur Ratten/M&use; Altromin
Spezialfutter, Lage, Deutschland) und autoklaviertem Wasser. Fir die Mause mit
paralytischen Symptomen (EAE-Score > 2,5) wurden die Futterpellets mit Wasser
aufgeweicht und auf Bodenhthe angeboten, um eine ausreichende Versorgung der Tiere
zu gewahrleisten. Die Raumtemperatur wurde zwischen 20-22 °C bei einer Luftfeuchte
von 65 % und einem Beleuchtungsprogramm mit 12-stiindigem Hell-Dunkel-Rhythmus
gehalten. Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung der Tierschutzbehtrde der
Regierung von Unterfranken (Deutschland) (Bestatigungs-Nr. 55.2-2531.01-91/14) und
dem deutschen Tierschutzgesetz entsprechend durchgefiihrt.

2.2 EAE-Induktion und klinische Beurteilung

Die aktive Immunisierung der Mause wurde nach dem MP4-EAE-Modell von
Kuerten et al. durchgefuihrt [72]: Zundchst wurde inkomplettes Freund-Adjuvans (IFA)
durch Mischen von Paraffinél (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; Kat-Nr. #18512) und
Mannid-Monooleat (Sigma-Aldrich; Kat-Nr. #M8819) im Verhéltnis von 9:1 hergestellt.
Um komplettes Freund-Adjuvans (CFA) zu erhalten, wurde IFA mit 5mg/ml
Mycobacterium tuberculosis H37 Ra (Difco Laboratories, Franklin Lakes, New Jersey,
USA; Kat-Nr. #231141) versetzt. AnschlieBend wurden je 200 pg MP4 (Alexion
Pharmaceuticals, Cheshire, Connecticut, USA) in 200 pl CFA n = 20 Mdusen im Alter
von etwa acht Wochen (54 Tage) subkutan in die Flanken injiziert. Jeder Maus wurde
zusétzlich intraperitoneal 200 ng Pertussis-Toxin (List Biological Laboratories, Hornby,
Ontario, Kanada; Kat-Nr. #181) in 500 pl steriler phosphatgepufferter Salzlésung
(phosphate-buffered saline = PBS) (Dulbecco’s PBS; Sigma-Aldrich) am Tag der
Immunisierung sowie 48 h danach appliziert. N = 8 Mduse wurden nicht immunisiert,

sondern der unbehandelten (gesunden) Kohorte zugeordnet.
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Die immunisierten M&use wurden taglich, bis zum Tag ihrer Praparation, nach folgendem
standardisierten EAE-Scoring-System beurteilt, um den Beginn und Verlauf der EAE zu
erfassen: (0) ohne pathologischen Befund, (1) Schwanzparese, (2) Schwache der
Hinterlaufe, (3) Parese der Hinterlaufe (Paraparese), (4) Tetraplegie, (5) Tod. Eine
Steigerung des Wertes um 0,5 wurde gewahlt, wenn sich die Mé&use in Zwischenstadien
befanden. Mit dieser Score-Einteilung werden somit motorische, allerdings keine

sensorischen Defizite und Verhaltensauffélligkeiten erfasst.

2.3 Behandlung der chronischen EAE und Untersuchungsdesign

Je n = 10 Mdusen wurden etwa 60 (49-60) Tage nach Erkankungsbeginn (,,chronische
EAE®) entweder 200 pg (10 mg/kg KG) monoklonaler muriner Anti-CD52-spezifischer
IgG2a-Isotypantikorper ~ (Anti-mCD52-AK)  (Sanofi  Genzyme,  Cambridge,
Massachusetts, USA) oder monoklonaler muriner unspezifischer 1gG2a-1sotyp-Kontroll-
Antikorper (Isotyp-Kontroll-AK) (InVivo, Henningdorf, Deutschland) in sterilem PBS
(Dulbecco’s PBS; Sigma-Aldrich) an funf aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal
injiziert. Die Dosiswahl basiert auf Erfahrungen aus bereits publizierten Studien, in denen
bei einer Behandlung mit 10 mg/kg KG Anti-mCD52-AK eine vergleichbare
Lymphozytendepletion und Repopulationskinetik wie in mit Alemtuzumab behandelten
MS-Patienten und transgenen Mausen, die humanes CD52 exprimieren, beobachtet
werden konnte [97-99]. Der Behandlungszeitpunkt wurde deshalb so gewahlt, da etwa 60
Tage nach Beginn der MP4-induzierten EAE-Symptomatik der klinische Score, welcher
mafgeblich von der Riickenmarkspathologie bestimmt wird [19, 70], ein stabiles Plateau
erreicht hatte, und das Kleinhirn vermutlich maximal infiltriert war (erste
Kleinhirninfiltrate 25 Tage nach Immunisierung [70]), sodass eine chronische ZNS-
Schédigung anzunehmen war [75].

Vor Behandlungsbeginn wurde zur Randomisierung der Studie jede immunisierte Maus
entsprechend ihrer klinischen Symptomatik alternierend einer der beiden
Behandlungsgruppen zugeordnet, sodass sich in beiden Kohorten der durchschnittliche
EAE-Score nicht signifikant unterschied.

Die immunisierten Mause wurden nach der Behandlung taglich fiir mind. zehn (10-11)
weitere Tage nach dem EAE-Scoring-System in Hinblick auf eine klinische Veranderung

beurteilt. AnschlieBend wurde die Lymphozytendepletion durchflusszytometrisch
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ermittelt sowie mittels ELISA Myelin-reaktive Antikorper gemessen und freigesetzte
Neurofilamente im Serum als Biomarker fur eine Axondegeneration quantitativ
bestimmt. AuRerdem wurde das Rickenmark und Kleinhirn elektronenmikroskopisch auf
neurodegenerative und -regenerative Prozesse untersucht sowie vor und zehn Tage nach

der Behandlung in vivo cMRT-Aufnahmen zur Bestimmung des Hirnvolumens generiert.

2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde einen Tag vor der Tétung der Mause durchgefihrt.
Hierflr wurden den immunisierten Mausen ca. zehn (10-11) Tage nach der flinftdgigen
Behandlung mit Anti-mCD52-AK oder Isotyp-Kontroll-AK Blutproben aus der
Schwanzvene enthommen und via Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) auf eine

B- und T-Zell-Depletion untersucht.

2.4.1 Probengewinnung

Die Mause wurden in einem Retainer (Eigenbau, Institut fur Anatomie und Zellbiologie,
Wirzburg, Deutschland) fixiert und der Schwanz mit einer Infrarotlampe (Sanitas SIL 06;
Hans Dinslage, Uttenweiler, Deutschland) angewérmt. Die vasodilatierte Schwanzvene
wurde mit einer Rasierklinge (Apollo Herkenrath, Solingen, Deutschland) angeschnitten
und das austretende Vollblut (finf Tropfen, ca. 150 pl) mit einem 2 ml Rohrchen
(Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland), das mit 40 pl Heparin (Liquemin N 25000; Roche,
Basel, Schweiz) beflllt war, aufgefangen. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C
durchgefuhrt und die Proben wéhrend der Inkubationszeiten auf Eis
(Eismaschine AF 100; Scotsman, Ipswich, Gro3britannien) gelegt: Die Blutprobe wurde
anschlieBend mit kaltem 0,01 M PBS zu einem Gesamtvolumen von 1 ml aufgefillt,
suspendiert und fir 5 min gekihlt zentrifugiert (500 x g; 4 °C; Microcentrifuge 5415C;
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde entfernt und das Sediment mit
kaltem PBS auf 1 ml aufgefullt, resuspendiert und in ein 15 ml R&hrchen
(Greiner Bio One  International,  Kremsmiinster,  Osterreich)  tberfiinrt.  Der
Zellsuspension wurde 3 ml kalter RBC (Red Blood Cell) -Lysepuffer (= Erylysatpuffer)
hinzugegeben, die Losung durch 1-2 x Schwenken durchmischt und fur 10 min auf Eis
inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml PBS wurde die Reaktion gestoppt. Die verbliebenen

Leukozyten wurden durch erneutes Zentrifugieren (5 min; 500 x g; 4 °C; Allegra X-30R;
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Beckmann Coulter, Brea, Kalifornien, USA) und Abpipettieren des Uberstandes

gewonnen. Das Leukozytensediment wurde anschlieBend mit PBS auf 0,4 ml aufgefiillt

und resuspendiert. Pro Maus wurden davon je 0,2 ul fur die weitere Farbung und je 0,2 pl

fur die Negativkontrolle auf eine Zellkulturplatte (Greiner Bio-One International)

uberfiihrt. Die Negativkontrollen wurden in den nachfolgenden Schritten nur mit

Tréagermedium, jedoch nicht mit Farbstoffen versetzt. Die Zusammensetzung und die

Bezugsquellen der fur die Durchflusszytometrie verwendeten Puffer sind in Tab. 1

gelistet.

Tab. 1 Verwendete Puffer fir die Durchflusszytometrie

buffered saline)
pH =74

Losung Zusammensetzung Herkunft
0,01 M PBS - 8,006 g NaCl/l
(Phosphate- (Natriumchlorid) AppliChem, St. Louis, Missouri, USA;

- 1,72 g NaHPOJ/I
(Dinatriumhydrogenphosphat)
-0,2 g KCl/l
(Kaliumchlorid)
- 0,27 g KH2POU/I
(Kaliumdihyrogenphosphat)
in Aqua destillata

Kat-Nr. #A1149

AppliChem; Kat-Nr. #A3905
AppliChem, Kat-Nr. #A2939
AppliChem; Kat-Nr. #A1043
Ampuwa; Fresenius Kabi, Bad

Homburg, Deutschland,;
Kat-Nr. #1080181

RBC-Lysepuffer
(Red blood cell)
pH=7,2-74

- 8,3 g NH.Cl/I
(Ammoniumchlorid)
- 0,8 g NaHCOg/I

(Natriumhydrogencarbonat)

- 0,037 g C10H16N20¢/1
(Ethylendiamintetraessigsaure
= EDTA)

in Aqua destillata

Sigma-Aldrich; Kat-Nr. #A9434

Merck, Darmstadt, Deutschland:;
Kat-Nr. #106329

Merck; Kat-Nr. #4005-OP
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2.4.2 Farbung

Zuerst wurde die Tot-Lebend-Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fixable Viability
Stain 450 (FVS450) (BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA; Kat-Nr. #562247)
durchgefuhrt, indem nach Herstellerangaben pro 1 ml Zellsuspension 1 pl FVS450
(entspricht 0,2 pl) hinzugegeben und fir 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert wurde.
Dieser Farbstoff wird von violettem Licht mit einer Wellenlange von 405 nm angeregt
[102]. Danach wurden die Proben zentrifugiert (10 min; 500 x g; 4 °C; Biofuge 28RS;
Heraeus, Hanau, Deutschland) und der Uberstand abpipettiert. Es folgte die Farbung der
T-Zellen mit dem PerCP-Cy5.5 gekoppelten Ratte-anti-Maus-CD4-Antikorper
(BD Biosciences; Kat-Nr. #550954) und die der B-Zellen mit dem APC gekoppelten
Ratte-anti-Maus-CD19-Antikérper (BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA;
Kat-Nr. #115511). Hierflr wurde bei einer durch Vorversuche der Arbeitsgruppe
etablierten Zellzahl von nicht mehr als 5 x 10° Zellen je 0,125 pg pro Antikorper
(entspricht bei einer Antikdrper-Stammkonzentration von 0,2 mg/ml einem VVolumen von
0,625 pl) in 50 ul Waschpuffer (FACS Flow; BD Biosciences; Kat-Nr. #342003) als
Mastermix hinzugegeben und erneut fiir 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Bei PerCP-
Cy5.5 handelt es sich um ein Tandemkonjugat, das aus den beiden Fluorochromen
Peridinin-Chlorophyll-Protein sowie Cyanin 5.5 besteht und durch blaues Licht
(A =488 nm) angeregt wird, wahrend Allophycocyanin (APC) durch rotes Licht
(A =633 nm) zur Fluoreszenz fahig ist [103, 104]. Nach der Inkubation wurde den Proben
je 150 ul FACS Flow zugegeben, zentrifugiert (5 min; 500 x g; 4 °C; Biofuge 28RS) und
der Uberstand abpipettiert. Jeder Probe wurden erneut 150 pl FACS Flow hinzugegeben,
bevor sie zur Messung in ein Proberghrchen (BD Biosciences) tberfuhrt wurde.

2.4.3 Messung und Auswertung

Die Messung wurde mit dem BD FACSCanto Il Zellscanner (BD Biosciences), der tiber
einen violetten, blauen und roten Laser verfugt, unter Verwendung der BD FACSDiva
Software (Version 6.1.3; BD Biosciences) durchgefuhrt. Der Schwellenwert (Threshold)
bei der Messung der FSC (s. u.) wurde auf 30.000 festgelegt, sodass Signale mit
geringerer Intensitat wie Zelltrimmer nicht aufgezeichnet wurden. Die weitergehende
Auswertung erfolgte mit der FlowJo Software (Version 10.0.6; Tree Star, Ashland, USA)

unter Berlcksichtigung der GroRe, Granularitdt und Fluoreszenzeigenschaft der
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gezdhlten Ereignisse, die gegeneinander aufgetragen wurden. Das Vorwartsstreulicht
(Forward Scatter = FSC) diente als MaR fir die Grolle und das Seitwartsstreulicht
(Side Scatter = SSC) als MalR fir die Granularitidt, wobei die Flache (Area = A),
Hohe (Height = H) und Breite (Width = W) des Impulses in die Analyse einbezogen
wurden. Zuerst wurden die lebenden und einzelnen Zellen definiert. AnschlieRend wurde
die Lymphozytenpopulation von Monozyten und Granulozyten abgegrenzt. Aus dieser
Population wurden die B- und T-Zellen bestimmt, die als CD19*CD4 bzw. CD19CD4*
typisiert wurden. Die gemessenen Signale durch PerCP-Cy5.5 und APC waren spezifisch
fur die Antikorper, an die sie gekoppelt waren, da in den Negativkontrollen diesbeziglich
keine Signale registriert wurden. Nachfolgende Tab. 2 zeigt die Einstellung der
Spannungen am BD FACSCanto Il Zellscanner, gefolgt von einer Gesamtibersicht zur
Gatingstrategie (Abb. 1).

Tab. 2 Einstellung der Spannungen am FACSCanto Il Zellscanner

Parameter Spannung
FSC — A/H/W = GroRe 280V
SSC — A/H/W = Granularitét 430V
FVS450 (Violett) = Tot/Lebend 410V
PerCP — Cy5.5 (Blau) = CD4 594V
APC (Rot) = CD19 535V

FSC = Forward Scatter; SSC = Side Scatter; A = Area; H = Height; W = Width; FVS = Fixable
Viability Stain; PerCP — Cy = Peridinin-Chlorophyll-Protein — Cyanin; APC = Allophycocyanin;
CD = Cluster of Differentiation; FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting.
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Abb. 1 Durchflusszytometrische Gatingstrategie

Bestimmung von CD19" B-Zellen und CD4* T-Zellen im vengsen Blut der Mdause, die entweder
mit Anti-mCD52-AK oder Isotyp-Kontroll-AK behandelt wurden. FSC = Forward Scatter;
SSC = Side Scatter; A = Area; H = Height; FVS = Fixable Viability Stain; CD = Cluster of
Differentiation; APC = Allophycocyanin; PerCP/Cy = Peridinin-Chlorophyll-Protein / Cyanin;
Anti-mCD52-AK = muriner  Anti-CD52-spezifischer 1gG2a-Isotypantikdrper;  Isotyp-
Kontroll-AK = muriner unspezifischer IlgG2a-Isotyp-Kontroll-Antikorper. Ins Deutsche ibersetzt
aus Simon et al. (2018) [105], einer gemeinschaftlichen Veroffentlichung, in der Teilergebnisse
der vorliegenden Arbeit vorab publiziert wurden.

Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit zwei verschiedenen Assays wurde Uber den Substratumsatz zum einen auf das
Verhaltnis von Myelin-reaktiven Antikérpern und zum anderen von freigesetzten
Neurofilamenten als Marker fiir einen Axonschaden im Serum riickgeschlossen: MP4-
spezifische Antikorper wurden tber einen indirekten ELISA und pNF-H ber einen
indirekten Sandwich-ELISA quantifiziert.

Zur Gewinnung des Serums fir den ELISA wurden die immunisierten behandelten sowie
die gleichaltrigen nicht-immunisierten unbehandelten Méuse durch tiefe CO2-Inhalation
getotet. Im Anschluss wurden die Mause in Riickenlage fixiert und der Thorax Uber einen
Medianschnitt getffnet, um nach Durchtrennung der Vena cava inferior das austretende
Herzblut abzuziehen und in ein 2 ml Réhrchen (Sarstedt) zu Uberfihren. Nach der
Gerinnung wurden die Proben Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am néchsten Tag wurden
die Proben 10 min zentrifugiert (10.000 x g; Microcentrifuge 5415C; Eppendorf) und der
Uberstand, welcher dem Serum entsprach (etwa 200 pl), in 0,5 ml Réhrchen (Sarstedt)

uberfuhrt und bei -20 °C eingefroren.

2.5.1 MP4-spezifische Antikorper

Bei diesem Assay wurden Antigen, Antikorper, Enzym und Substrat mit 100 pl pro Well
aufgebracht, wahrend das Waschen und Blocken der Platte mit 200 pl/Well erfolgte. Die
Zusammensetzung und die Bezugsquellen der fir den MP4-ELISA verwendeten Wasch-
und Blockldsung sind in Tab. 3 gelistet.

Die ELISA-Platte (Nunclon Delta Surface 96-MicroWell, Nalge Nunc International,
Rochester, New York, USA) wurde zuerst mit MP4 (Alexion Pharmaceuticals) in einer
Konzentration von 3 pg/ml sterilem PBS (Dulbecco’s PBS; Sigma-Aldrich) beschichtet
(Coating), was bei einer MP4-Stammkonzentration von 2 mg/ml einer 1:667 Verdinnung
entspricht, und tber Nacht bei 4 °C gelagert. Wahrend dieser und der nachfolgenden
Wartezeiten wurde die Mikrotiterplatte stets abgedeckt.

Am ndchsten Tag wurde die Platte 3 x mit PBS-Tween gewaschen und danach mit 1 %
Milchpulver in PBS-Tween fir 2 h bei Raumtemperatur (RT) geblockt. Nach dem
Abkippen der Blocklésung wurde von jeder Maus das aufgetaute Serum, das zuvor
1:1000 mit 1 % Milchpulver in PBS-Tween verdiinnt wurde, in Duplikaten auf die Platte
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pipettiert. Fur die Negativkontrolle wurde ein Well-Duplikat nur mit 1 % Milchpulver in
PBS-Tween belegt. Die Platte wurde erneut iber Nacht bei 4 °C gelagert.

Nach dreimaligem Waschen der Platte mit PBS-Tween wurde der polyklonale
biotinylierte Ratte-anti-Maus-1gG-Antikérper (eBioscience, Waltham, Massachusetts,
USA,; Kat-Nr. #13401385), der zuvor 1:800 mit 0,1 % Milchpulver in PBS-Tween
verdunnt wurde, den Proben einschlielRlich der Negativkontrolle hinzugegeben und tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am vierten Tag wurde nach erneutem Waschen der Platte mit PBS-Tween (3 x) das
Enzym  Avidin-Horseradish(Meerrettich)-Peroxidase ~ (BD Biosciences;  Kat-Nr.
#554058), verdiinnt 1:1000 mit 0,1 % Milchpulver in PBS-Tween, in jedes Well pipettiert
und fur 2 h bei RT inkubiert. Es folgte ein letzter Waschschritt (PBS-Tween und PBS je
3 X), bevor das Substrat Tetramethylbenzidin (eBioscience) fur die Farbentwicklung
hinzugefligt wurde. Sobald sich die Negativkontrolle blau farbte, wurde die Reaktion mit
50 pl 25% Schwefelsaure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Aqua destillata
(Ampuwa; Fresenius Kabi) in jedem Well gestoppt. In Abb. 2 wird das Prinzip zum

Nachweis MP4-spezifischer Antikorper schematisch dargestellt.

Tab. 3 Verwendete Wasch- und Blocklésung fir den MP4-ELISA

Losung Zusammensetzung | Herkunft

PBS-Tween - 0,5 ml Tween 20/l | AppliChem; Kat-Nr. #162312
(Phosphate-buffered saline) | in 0,01 M PBS s. Tab. 1

1 % Milchpulver-Ldsung - 1 g Milchpulver Bio Magermilchpulver; Heirler Cenovis,

Radolfzell, Deutschland; Kat-Nr. #3030
/100 ml
in PBS-Tween

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay.
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O . . Produkt (farbig)
U O Substrat (farblos) = Tetramethylbenzidin

5

Enzym = Avidin-Horseradish-Peroxidase

Zweitantikérper = Biotinylierter Ratte-anti-Maus-Antikérper

Erstantikorper = MP4-spezifischer Antikdrper im Mausserum

Fixiertes Antigen = MP4

Abb. 2 Schematische Darstellung des indirekten ELISASs fiir MP4-spezifische Antikdrper
Seitenansicht eines Wells. Prinzip zum Nachweis von im Serum vorhandenen MP4-spezifischen

Antikdrpern. ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay.

Direkt im Anschluss wurde die Platte mit einem Mikrotiterlesegerat (Victor 3 1420
Multilabel Counter; Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) bei einer Wellenlédnge
von 450 nm mit der Wallac 1420 Software (Version 3.00, Revision 5; Perkin Elmer)
ausgelesen. Mithilfe des Lesegeréts wurde kolorimetrisch die optische Dichte (OD) des
bis dahin entstandenen Produkts in jedem Well gemessen. Da die OD proportional zur
Konzentration der MP4-spezifischen Antikorper ist, wurde zundchst fur jede Maus der
Mittelwert (MW) aus den Duplikaten gebildet. Davon wurde der MW aus den zwei
Negativ-Wells abgezogen, um pro Maus einen korrigierten Absorptionswert zu erhalten.
Diese MWs wurden je nach Behandlung der immunisierten Mause (Anti-mCD52-AK

oder Isotyp-Kontroll-AK) gruppiert und einander gegeniibergestelit.

2.5.2 Phosphoryliertes Neurofilament-Heavy (pNF-H)

Der indirekte pNF-H Sandwich-ELISA wurde nach dem kommerziell verfiigbaren
ELISA-Kit von Merck (Kat-Nr. #NS170) durchgefihrt.

Bei der 96-Well-Platte handelt es sich um eine Immunplatte, die mit dem polyklonalen
Huhn-anti-pNF-H-Antikorper beschichtet ist. Zum Anfeuchten der Platte wurde in jedes
Well 100 ul 1 x Tris-gepufferte Salzlésung (tris-buffered saline = TBS), die zuvor durch
1:20 Verdlinnung von 20 x TBS in Aqua destillata (Ampuwa; Fresenius Kabi) hergestellt
wurde, pipettiert und fur 10 min bei RT inkubiert. Wahrend der Wartezeiten wurde die
Mikrotiterplatte stets abgedeckt. Nach Entfernen des TBS wurde pro Well 50 ul der
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bovinen pNF-H Standardreihe bzw. der aufgetauten Serumproben in Duplikaten
hinzugegeben. Fur die Negativkontrolle wurden zwei Wells nur mit Waschpuffer (TBS-
Tween, Zusammensetzung s. Tab. 4) belegt. Die Platte wurde im Anschluss fur 1 h bei
RT gelagert.

Die pNF-H Standardreihe wurde folgendermal3en hergestellt: 14,4 pul pNF-H Standard
mit einer Stammkonzentration von 250 ng/ml wurde in ein Rohrchen mit 225,6 pl
Assaypuffer (enthielt 0,05 % Kathon) pipettiert und resuspendiert. Aus dieser
Ausgangslosung mit einer Konzentration von 15 ng/ml wurden durch serielles Verdlnnen
von je 120 pl in 120 pl Assaypuffer zwoIf Verdiunnungsstufen hergestellt, wobei das
letzte Rohrchen nur mit Assaypuffer beftllt wurde (15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,9375; 0,4688;
0,2344; 0,1172; 0,0586; 0,0293; 0,0146; 0 [ng/ml]).

Nach der Inkubation wurde die Platte drei Mal mit 200 ul/Well TBS-Tween gewaschen.
Danach wurde der polyklonale Kaninchen-anti-pNF-H-Antikorper, der vorher 1:100 in
Assaypuffer verdunnt wurde, mit 100 pl pro Well auf die Platte pipettiert und fir 1 h bei
RT inkubiert. Nach erneutem Waschen der Platte mit TBS-Tween (3 x mit 200 pl/Well)
wurde der polyklonale mit alkalischer Phosphatase konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper, verdinnt 1:2000 in Assaypuffer, mit 100 pl/Well hinzugegeben und fir 1 h
bei RT inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt (3 x mit 200 pl/Well TBS-Tween,
1 x mit 200 pl/Well TBS) wurde als Substrat 100 pl 1 x para-Nitrophenylphosphat
(pNPP) in jedes Well pipettiert und fur 3,5 h im Dunkeln inkubiert. 1 x pNPP wurde zuvor
durch 1:50 Verdinnung von 50 x pNPP in pNPP-Puffer hergestellt. In Abb. 3 wird das
Prinzip zum Nachweis der pNF-H-Konzentration schematisch dargestellt.

Tab. 4 Verwendete Waschlosung fur den pNF-H-ELISA

Losung Zusammensetzung Herkunft
TBS-Tween - 2,5 ml Tween 20/I Merck; Kat-Nr. #NS170
(Tris-buffered saline) -50 ml 20 x TBS/I Merck; Kat-Nr. #NS170
in Aqua destillata Ampuwa; Fresenius
Kabi; Kat-Nr. #1080181

pNF-H = phosphoryliertes Neurofilament-Heavy; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent
Assay.
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O Produkt (farbig)
U O Substrat (farblos) = para-Nitrophenylphosphat

Enzymgekoppelter Zweitantikérper =
mit alkalischer Phosphatase konjugierter
Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper

Erstantikérper = Kaninchen-anti-pNF-H-Antikérper

Antigen = pNF-H im Mausserum

Capture-Antikérper = Huhn-anti-pNF-H-Antiksrper

Abb. 3 Schematische Darstellung des indirekten pNF-H Sandwich-ELISAs

Seitenansicht eines Wells. Prinzip zum Nachweis von im Serum vorhandenem pNF-H.
pNF-H = phosphoryliertes Neurofilament-Heavy; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent
Assay.

Die Platte wurde direkt nach der Inkubation mit einem Mikrotiterlesegerét (Victor 3 1420
Multilabel Counter; Perkin Elmer) bei einer Wellenldange von 405 nm mit der Wallac
1420 Software (Version 3.00, Revision 5; Perkin Elmer) ausgelesen. Auch hier wurde fir
jede Maus der OD-MW aus den Duplikaten gebildet, von dem der OD-MW aus den zwei
Negativ-Wells abgezogen wurde, um pro Maus den Kkorrigierten Absorptionswert zu
erhalten. Mithilfe der pNF-H Standardreihe mit bekannten Konzentrationen konnte aus
dem korrigierten Absorptionswert die korrespondierende pNF-H Konzentration in den
jeweiligen Serumproben berechnet werden. Diese Konzentrationen wurden nach den
entsprechenden Kohorten (nicht-immunisiert unbehandelt, immunisiert mit Anti-
mCD52-AK  oder Isotyp-Kontroll-AK  behandelt) gruppiert und einander

gegenubergestellt.

31



Material und Methoden

2.6 Elektronenmikroskopie

Das lumbale Rickenmark, welches im EAE-Modell als erstes infiltriert wird
(aszendierende Parese der Mause ohne Ldasionen im zervikalen Rickenmark) [76], und
das Kleinhirn, in dem sich im chronischen Stadium der MP4-induzierten EAE die meisten
B-Zell-Aggregate befinden [19], wurden nach der Behandlung ultrastrukturell auf
neurodegenerative und -regenerative Prozesse untersucht, da die Elektronenmikroskopie
die prazise Evaluation der ZNS-Pathologie auf der Ebene individueller Nervenfasern

ermdoglicht.

2.6.1 Perfusion, Praparation und Einbettung

Nachdem das Herzblut fir die ELISA-Analysen entnommen wurde, erfolgte die
Vorspilung des vaskuldren Systems mit 0,1 M PBS uber einen linksventrikuldren
intrakardialen Zugang (Venofix A 0,8/G21; Braun, Melsungen, Deutschland) bei
gleichzeitig erdffnetem rechten Ventrikel fir etwa 2 min. Direkt im Anschluss wurde
4 % Paraformaldeyhd (PFA) / 4 % Glutaraldehyd (GA) in 0,1 M PBS bei einem pH-Wert
von 7,4 fur 15 — 20 min infundiert.

Nach der Fixation wurde die Sch&delkalotte im Bereich zwischen den Augen
aufgebrochen, das Gehirn freiprapariert, das Kleinhirn vom Grofhirn abgetrennt und der
Bereich der Wirbelséule zwischen Thorax und Cauda equina herausgelost. Kleinhirn und
Wirbelsaule wurden in 10 ml Rollrand-Schnappdeckelglaschen (Laborversand A.
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland) mit 4 % PFA / 4 % GA in PBS Uberflhrt und tber
Nacht bei 4 °C unter leichter Rotation (Wippschuttler Mini Rocker WS21; Laborversand
A. Hartenstein) immersionsfixiert. Am nachsten Tag wurden die Praparate 1 x in PBS
gewaschen, das Kleinhirn sagittal in sechs gleich breite Abschnitte geteilt und das
lumbale Rickenmark aus der Wirbelsdaule prapariert. Die Proben wurden erneut in
Rollrand-Schnappdeckelgldschen Gberfiihrt, drei Mal fir je 10 min in 0,1 M
Cacodylatpuffer gewaschen und tber Nacht bei 4 °C unter leichter Rotation in 0,1 M
Cacodylatpuffer gelagert, um das Fixans herauszultsen.

Fir die Epon-Einbettung wurden die Proben erneut in 0,1 M Cacodylatpuffer (3 x fir je
10 min) gewaschen, um dann zur weiteren Fixierung in 1 % Osmiumtetroxid (OsO4) in
0,1 M Cacodylatpuffer fur 4 h bei RT lichtgeschitzt unter leichter Rotation eingelegt zu

werden. Nach der Osmierung erfolgte die zweimalige Spilung in Aqua destillata
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(Ampuwa; Fresenius Kabi) fur je 15 min und die Entwasserung der Gewebe in einer
aufsteigenden Alkoholreihe fur je 15 min in 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 96 %
Ethanol sowie abschlieRend zwei Mal fir je 15 min in 100 % Ethanol (Sigma-Aldrich).
Die Proben wurden dann zwei Mal fur je 30 min in Propylenoxid (EMS: Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania, USA; Kat-Nr. #20401) eingelegt, bevor sie
in ein 1:1 Gemisch aus Propylenoxid und Epon uberfuhrt und tiber Nacht bei RT darin
belassen wurden. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Behandlung der Gewebe mit
reinem frischen Epon flr 2 h, welches fur die abschlieRende Einbettung gewechselt
wurde. Hierfir wurden die Kleinhirnsegmente mit der Schnittflache nach kaudal in
Beem-Kapseln (Plano, Wetzlar, Deutschland; Kat-Nr. # G360) und das lumbale
Rickenmark in eine flache Silikonform (Plano; Kat-Nr. #10505) mit der gréReren
Querschnittflache Richtung trapezférmigem Ende Uberflihrt und mit Epon Uberschichtet.
Es folgte die Polymerisation bei 60 °C fir 48 h. Die Zusammensetzung und
Bezugsquellen der fur die Einbettung verwendeten Substanzen sind in Tab. 5 und 6

gelistet.
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Tab. 5 Verwendete Puffer und Fixiermittel flr die Elektronenmikroskopie

Ldsung

Zusammensetzung

Herkunft

0,2 M PBS
(Phosphate-buffered
saline) als

Stammldsung

- 28,8 g Na;HPO4/I
(Dinatriumhydrogenphosphat)

- 5,2 g NaH,PO./I
(Natriumdihydrogenphosphat)

AppliChem; Kat-Nr. #A3905

AppliChem; Kat-Nr. #A1047

in 340 ml Aqua destillata
(Erhitzen auf 60 °C +
einige Tropfen 1 N Natronlauge,
bis sich die Lésung klart)

- 160 ml 25 % GA (Glutaraldeyd)

pH=7,4 -17,53 g NaCl/l
(Natriumchlorid) AppliChem; Kat-Nr. #A1149
in Agua destillata Ampuwa; Fresenius Kabi;
Kat-Nr. #1080181
0,1 M PBS - 500 ml 0,2 M PBS/I
pH =174 in Aqua destillata S. 0.
4 % PFA /4 % GFA |Pro Liter:
in0,1 M PBS - 500 ml 0,2 M PBS
pH=7,4 - 40 g PFA (Paraformaldeyd) AppliChem; Kat-Nr. #A3813

S. 0.

Merck; Kat-Nr. #137031

Carl Roth; Kat-Nr. #3778

0,2 M Cacodylat-
puffer als

Stammldsung

-42,8 g/l
Cacodylsaure-Natriumsalz-Trihydrat

in Aqua destillata

Sigma-Aldrich; Kat-Nr. #C0250

S. 0.

in 0,1 M Cacodylat-
puffer
pH =7,35

- 0,25 ml 4 % OsO4
(Osmiumtetroxid)

- 0,5ml 0,2 M Cacodylatpuffer

- 0,25 ml Aqua destillata

pH = 7,35
0,1 M Cacodylat- - 500 ml 0,2 M Cacodylatpuffer/I

puffer in Aqua destillata S. 0.
pH=7,35

1 % OsO4 Pro Milliliter:

EMS; Kat-Nr. #19190

S. 0.
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Tab. 6 Verwendete Einbettmittel fur die Elektronenmikroskopie

Ldsung Zusammensetzung Herkunft
Epon - 26 g Glycidether 100 Serva, Heidelberg, Deutschland;
Kat-Nr. #21045
-11 g DDSA
(Dodecenylbernsteinsaureanhydrid) | Serva; Kat-Nr. #20755
-15g MNA
(Methyl Nadic Anhydrid) Serva; Kat-Nr. #29452
- 0,25 ml DMP
(2,4,6-Tris(dimethylamniomethy!) Serva; Kat-Nr. #36975
phenol)

2.6.2 Herstellung von Semi- und Ultradinnschnitten

Die eingebetteten Rickenmarksquer- und Kleinhirnsagittalschnitte wurden zunédchst
getrimmt, indem Uberschissiges Eponharz mithilfe einer Rasierklinge (Plano) entfernt
wurde. Anschlieend wurden 1 pum dicke Semidinnschnitte an einem Ultramikrotom
(Ultracut E; Leica, Wetzlar, Deutschland) mithilfe eines Diamantmessers (EMS) vom
lumbalen Ruckenmark sowie allen sechs Kleinhirnblécken angefertigt. Die Schnitte
wurden aus der wassergefillten Wanne des Diamantmessers auf Menzel-Deckglaser
(Plano), auf die zuvor ein Tropfen Aqua destillata (Ampuwa; Fresenius Kabi) aufgetragen
wurde, Ubertragen und auf einem Heiztisch (MEDAX, Neumunster, Deutschland) bei
60 °C fir mind. 20 min getrocknet. Danach wurden sie fiir etwa 45 s mit Methylenblau
(Merck; Kat-Nr. # 115943) geféarbt, mit Aqua destillata gespult und erneut auf dem
Heiztisch bei 60 °C fur mind. 15 min getrocknet. AnschlieRend wurden die Deckglaser
auf Objekttrager (Plano) mit DEPEX (Serva; Kat-Nr. #18243) gelegt, sodass die
gefarbten Schnitte damit eingedeckt waren. VVon den hergestellten Semidinnschnitten
wurden am Lichtmikroskop (DM LB2; Leica), welches mit einer Kamera
(AxioCam MRc; Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgestattet war, digitale Bilder
unter Verwendung der AxioVision 40 Software (Version 4.7; Carl Zeiss) angefertigt
(Abb. 4 und 5).
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Abb. 4 Methylenblaugefarbter Semidinnschnitt vom lumbalen Riickenmark

Nicht-immunisiert und unbehandelt. HS = Hinterstrang; VSS = Vorderseitenstrang.
Die Mafstabsleiste zeigt 100 pm.

Abb. 5 Methylenblaugefarbter Semidinnschnitt vom Kleinhirn
MP4-immunisiert und mit Isotyp-Kontroll-AK behandelt. R = Rinde; M = Mark; L = Lésion;

Isotyp-Kontroll-AK = muriner unspezifischer 1gG2a-1sotyp-Kontroll-Antikdrper.
Die Mal3stabsleiste zeigt 20 pm.
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Fur die Herstellung der Ultradinnschnitte wurden von den eingebetteten lumbalen
Rickenmarksquerschnitten alle Ruckenmarksblocke aus den jeweiligen Kohorten
angeschnitten. Von den eingebetteten Kleinhirnsegmenten wurden alle Blocke aus der
nicht-immunisierten unbehandelten Kohorte, jedoch nur jene Blécke der MP4-
immunisierten Mé&use ultradlinn angeschnitten, bei denen anhand der entsprechenden
Semidinnschnitte unter dem Lichtmikroskop Areale erkannt wurden, welche
lymphozytare Aggregate enthielten und damit nach Kuerten et al. [19, 70] auf eine
Neurodegeneration hinweisen (Abb. 5). Die 65-85 nm dicken Ultradiinnschnitte
(Ultracut E; Leica) wurden in der wassergefillten Wanne des Diamantmessers mit
Chloroform (AppliChem; Kat-Nr. #A1585) gestreckt und danach vorsichtig auf 100 Mesh
Nickelnetze (Plano; Kat-Nr. #G205N), die mit Formvar (Plano; Kat-Nr. #R1202)
beschichtet waren, aufgezogen. Fir eine weitere Kontrastverstarkung wurden die Schnitte
lichtgeschutzt fur 30 min mit der glanzenden Seite auf einzelne Tropfen einer Losung mit
4 % Uranylacetat-Ersatzfarbemittel gelegt, gespilt (je 10 x Eintauchen in flnf
Rollrandgléaschen mit Aqua destillata) und anschlieend fiir 7 min einer Bleicitratlésung
ausgesetzt, wobei fir eine CO»-freie  Umgebung Natriumhydroxid-Platzchen
(AppliChem; Kat-Nr. #A3910) hinzugelegt wurden. Nach erneutem Spilen (je 10 x
Eintauchen in fiinf Rollrandglaschen mit Aqua destillata) wurden die Netze fir 30 min
luftgetrocknet und in Grid-Boxen (Plano) tberfiihrt. Die Zusammensetzung und die
Bezugsquellen der fir die Kontrastierung verwendeten Substanzen werden in Tab. 7

aufgefiihrt.

Tab. 7 Verwendete Kontrastmittel fiir die Elektronenmikroskopie

Losung Zusammensetzung Herkunft
4 % Uranylacetat-|- 0,267 ml 15 % Uranylacetat- EMS; Kat-Nr. #22405
Ersatzfarbemittel | Ersatzfarbemittel/ml

in Aqua destillata Ampuwa; Fresenius Kabi;

Kat-Nr. #1080181

Bleicitrat-L6sung |- 1,33 g Bleinitrat und Sigma-Aldrich; Kat-Nr. #228621
nach Reynolds 1,76 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat Sigma-Aldrich; Kat-Nr. #54641
pH =12 Ad 30 ml abgekochtes Aqua destillata |s. o.

- 8 ml 1 N Natronlauge Merck; Kat-Nr. #137031

Ad 50 ml abgekochtes Aqua destillata  |s. o.
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2.6.3 Ultrastrukturelle Auswertung

Die Analyse der Ultradunnschnitte erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop
(LEO 912 AB; Carl Zeiss) mit 80 kV Beschleunigungsspannung. Digitale Aufnahmen
wurden mit einer integrierten Kamera (CCD Camera TRS Sharp:eye; Trondle,
Moorenweis, Deutschland), die mit der ImageSP Software (SysPro, Minsk,
Weilrussland) angesteuert wurde, angefertigt.

Zunachst wurde die zuvor im Lichtmikroskop festgestellte Unterscheidung wvon
Vorderseiten- und Hinterstrang beim Rickenmark, von Kleinhirnrinde und -mark sowie
von gesundem und pathologischem Gewebe elektronenmikroskopisch bei
125 x VergrolRerung nachvollzogen. Danach wurden in 6300 x VergroRerung Bilder von
den Ldasionsgebieten im Vorderseitenstrang und im Kleinhirnmark bei den immunisierten
behandelten Mé&usen und von &quivalenten Regionen bei den nicht-immunisierten
unbehandelten Mausen aufgenommen. Pro Maus und Gewebe wurden mind. zehn Bilder
mithilfe der ImageJ Software (Version 1.50i; National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) auf Myelin- und Axonpathologien untersucht.

In Kooperation mit dem Center for Computational and Theoretical Biology (CCTB) der
Universitat Wirzburg, welches Methoden zur automatisierten Analyse und
Quantifizierung biologischer Bilddaten entwickelt, wurde versucht, die bisher von Hand
ausgefuhrte Bildauswertung mithilfe von Mustererkennungen der Makro-Funktion
innerhalb der ImageJ Software zu vereinfachen. Allerdings liel sich diese Funktion
aufgrund der unterschiedlichen Qualitat der Rickenmarks- und Kleinhirnbilder nicht

valide umsetzen, sodass alle Bilder manuell ausgewertet wurden.
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2.6.3.1 Myelinisierung

Um die Myelinisierung von Nervenfasern auf eine Pathologie hin untersuchen zu kénnen,
wurde die g-Ratio nach Guy et al. [81] und Chomiak et Hu [82] bei der Auswertung des
Rickenmarks und Kleinhirns angewandt, die es erlaubt, zwischen einer De- und
Remyelinisierung zu unterscheiden. Um die g-Ratio zu erhalten, wird der kleinste
Axondurchmesser durch den kleinsten Gesamtdurchmesser der Nervenfaser (Myelin und
Axon) geteilt. Zuerst wurde die g-Ratio von jeder fotografierten Nervenfaser der nicht-
immunisierten unbehandelten Méause bestimmt. Danach wurde aus allen Werten der
Mittelwert = zehnfache Standardabweichung berechnet, welcher den physiologischen
Bereich der g-Ratio in der vorliegenden Arbeit darstellt. Durch die Berticksichtigung der
Standardabweichung wurden préaparations- oder einbettungsbedingte Artefakte
einkalkuliert.

Im lumbalen Rickenmark (RM) entsprach dieser physiologische Bereich der g-Ratio
einem Wert zwischen 0,40-0,86 und im Kleinhirn (KH) einem Wert zwischen 0,48-0,82.
Eine g-Ratio unterhalb von 0,4 (RM) / 0,48 (KH) spiegelt somit eine Nervenfaser im
Prozess der Demyelinisierung wider, wohingegen eine g-Ratio oberhalb von
0,86 (RM) /0,82 (KH) eine remyelinisierende Nervenfaser darstellt (Abb. 6).

Im néchsten Schritt wurde die g-Ratio von jeder fotografierten Nervenfaser der
immunisierten behandelten Mause bestimmt. Mit Kenntnis des physiologischen Bereichs
der g-Ratio wurde aus den Werten der prozentuale Anteil von physiologischen, de- und
remyelinisierenden Nervenfasern bei den nicht-immunisierten unbehandelten sowie den
MP4-immunisierten mit Isotyp-Kontroll-AK bzw. Anti-mCD52-AK behandelten
Mausen berechnet.
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Lumbales Riickenmark

5 > &g o e o

physiologisch demyelinisierend remyelinisierend

0,40-0,86 <0,40 >0,86
Kleinhirn

demyelinisieren emelinisier
0,48-0,82 <0,48 >0,82

Abb. 6 Darstellung der Messungen zur Bestimmung der g-Ratio

Physiologische (a,d), demyelinisierende (b,e) und remyelinisierende (c,f) Nervenfasern aus dem

lumbalen Rickenmark und Kleinhirn. Die MaRstabsleiste zeigt 1 pm.
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2.6.3.2 Axonschaden

Wéhrend der Beginn des Axonsschadens anhand einer verringerten nearest neighbour
neurofilament distance (NNND) festgestellt wurde, die sich in einer Verminderung des
Abstandes der einzelnen Neurofilamente innerhalb eines Axons darstellt, wurde der
irreversible Axonschaden durch das Ausmall an axolytischen Axonen und axonalem
Verlust bestimmt. Hierfur wurde der prozentuale Anteil von Axonen mit pathologischer
NNND und von axolytischen Axonen mit vollstandiger Axondegeneration an
Gesamtaxonen sowie die Gesamtzahl an physiologischen (= intakte Myelinscheide)
Axonen pro mm? sowohl im Riickenmark als auch im Kleinhirn bei den nicht-
immunisierten unbehandelten sowie den MP4-immunisierten behandelten Ma&usen
berechnet. Die entsprechenden Axone wurden dabei anhand ihrer Morphologie
identifiziert und bestimmt (Abb. 7).
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Lumbales Riickenmark
L R

o _.I,’. b "ﬂ_.:,i“s,
verringerte NNND axolytisch

Abb. 7 Darstellung von Nervenfasern mit Axonschéden
Axone mit pathologischer NNND (a,c) und axolytische Axone (b,d) aus dem lumbalen

Ruckenmark und Kleinhirn.  NNND = nearest neighbour neurofilament distance.
Die MafRstableiste zeigt 1 pm.
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2.7 Invivo kranielle Magnetresonanztomographie (MRT)

In Kooperation mit dem Institut fir Diagnostische und Interventionelle Neuroradiologie
des  Universitatsklinikums ~ Warzburg  wurden  in vivo  T2-gewichtete
Schnittbildaufnahmen vom Kopf der Maéause in der Frontalebene mithilfe eines
3T Human-MRT (MAGNETOM Trio, A Tim System; Siemens, Erlangen,
Deutschland), an dessen Tisch eine Ein-Kanal Mauskopfspule (RAPID Biomedical,
Rimpar, Deutschland) angebracht wurde, unter Verwendung der Syngo MR B19
Software (Siemens) angefertigt. Die Schnittbildaufnahmen wurden vor der Behandlung
mit dem Anti-mCD52-AK bzw. Isotyp-Kontroll-AK sowie zehn Tage nach der
funftagigen Behandlung aufgenommen. Hierfiir wurden die Mé&use mit Isofluran CP
1 ml/ml (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) anésthesiert. Die T2-gewichteten Bilder
wurden mit einer Turbo-Spin-Echo-Sequenz bei einer Echozeit = 113 ms, einer
Repetitionszeit = 2100 ms, einer in-plane Auflésung = 0,17 x 0,17 mm sowie einer
Schichtdicke = 1,0 mm aufgenommen. Grof3hirn-, Kleinhirn- und Ventrikelvolumen
wurden in mm? mit der MIPAV (Medical Image Processing, Analysis and Visualization)
Software (Version 7.4.0; National Institutes of Health) bestimmt. Die anatomischen
Strukturen wurden hierbei in jeder Schnittbildebene von Hand nachgezeichnet, die sich
daraus ergebenden Flachen addiert und mit der Schichtdicke multipliziert. Die
technischen Einstellungen am MAGNETOM-MRT werden in Tab. 8 und 9 aufgefiihrt.
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Tab. 8 Technische Einstellungen am MAGNETOM Magnetresonanztomographen Teil 1

TimCT (Total imaging
matrix Continuous Table)

Aus

Eigenschaften Kontrast

Prio Rekonstruktion Aus TD (Trigger Delay) 0,0 ms

Vor der Messung MTC (Magnetization Aus

Nach der Messung Transfer Contrast)

Load to viewer Ein Magnetische Praparation Keine

Inline movie Aus Flipwinkel 170 Grad

Auto store images Ein Fettunterdriickung Keine

Load to stamp segments Ein Wasserunterdriickung Keine

Bilder in groRes Aus Magnetisierung Aus

Bildsegment laden wiederherstellen

Auto open inline display ~ Aus Mittelungsmodus Langzeit

Start measurement without Ein Rekonstruktion Betrag

further preparation Messungen 1

Auf Start durch Benutzer  Aus Mehrere Serien Jede Messung

warten

Start measurements single

Routine Auflésung

Schichtgruppe 1 Basis-Auflosung 256
Schichten 20 Phasen-Auflésung 100 %
Distanzfaktor 0% Phasen Partial Fourier Aus
Position L2.2 A37.2 H1.6 |Trajektorie Kartesisch
Orientierung T >C-7.8>S0.4 |Interpolation Aus
Phasenkodierrichtung R>>L Parallele Akquistionstechnik Keine
Rotation 90,30 Grad Matrix Spulen Modus Auto (Circularly

Phasen-Oversampling 0% Polarized)

Field of View Auslese 43 mm Image Filter Aus

Field of View Phase 60,9 % Verzeichniskorrektur Ein

Schichtdicke 1,0 mm Modus 2D

TR (Time to Repetition) 2100 ms Ungefilterte Bilder Aus

TE (Time to Echo) 113 ms Prescan Normalisierung Aus

Mittelungen 2 Normalisierung Ein

Verkniupfungen 4 Intensitat Mittel

Filter Verzeichnis- Abschneiden 20

korrektur (2D), | Breite 4
Normalisierung |Rohdaten Aus

Spulenelemente 711 Elliptischer Filter Aus

Geometrie Physio

Mehrschichtmodus Verschachtelt 1. Signal/Modus Kein

Serie Verschachtelt Dark Blood Aus

Spezifische Sttiger Keine Atemkontrolle Aus

S = Sagittal; C = Coronal; T = Transversal; R = Right; L = Left; A = Anterior; H = Head.
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Tab. 9 Technische Einstellungen am MAGNETOM Magnetresonanztomographen Teil 2

System Inline
Body Aus Subtrahieren Aus
711 Ein Std-Abw.-Sagittal Aus
Positionierungsmodus FIX (Standardabweichung)
Tischposition H Std-Abw.-Coronal Aus
Tischposition 0 mm Std-Abw.-Transversal Aus
Multi-slice-multi-angle S-C-T Std-Abw.-Zeit Aus
Sagittal R>>L MIP-Sagittal Aus
Coronal A>>P (Maximum Intensity
Transversal F>>H Projection)
Unkombiniert speichern Aus MIP-Coronal Aus
Kanalkombination Adaptive MIP-Transversal Aus
Combine MIP-Zeit Aus
Automatische Spulen- Default Originalbilder speichern Ein
anwahl Sequenz
Shim Modus Standard Einleitung Ein
Mit Korperspule justieren  Aus Dimension 2D
Frequency Justage Aus Kompensiere T2 Zerfall Aus
bestétigen Reduzierter Bewegungs- Aus
Von Silikon ausgehen Aus empfang
Reference Amplitude 1H 0,000 V Kontraste 1
Justagetoleranz Auto Bandbreite 120 Hertz/Pixel
Justagevolumen Flusskompensation Auslese
Position L2.2 A37.2 H1.6 |Erlaubte Verzogerung 30s
Orientierung T>C-7.8>S0.4 |Echoabstand 18,8 ms
Rotation 90,30 Grad Definiere Turbofaktor
A>>P 43 mm Turbofaktor 10
R>>L 27 mm Echozliige pro Schicht 16
F>>H 20 mm Hochfrequenz-Puls-Typ Normal
Gradientenmodus Normal

S = Sagittal; C = Coronal; T = Transversal; R = Right; L = Left; A = Anterior; P = Posterior;
F = Feet; H = Head.
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2.8 Statistische Analyse

Beim Vergleich zwischen den experimentellen Kohorten (Anti-mCD52-AK vs. Isotyp-
Kontroll-AK) wurde aufgrund der geringen Fallzahl und der nicht normverteilten Daten
der ungepaarte nicht-parametrische Mann-Whitney-Test mit exaktem zweiseitigem
p-Wert angewandt. Bei der Gegenuiberstellung aller drei Kohorten (nicht-immunisiert und
unbehandelt, immunisiert und mit Anti-mCD52-AK behandelt, immunisiert und mit
Isotyp-Kontroll-AK behandelt) oder der experimentellen Kohorten zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde die Einweg-Varianzanalyse (one-way analysis of variance = one-way
ANOVA) mit adjustiertem p-Wert durchgefiihrt, die fir Vergleiche zwischen mehr als
zwei Gruppen geeignet ist. Hierfur wurde die Prism 6 Software (Version 6.01; Graphpad
Software, La Jolla, Kalifornien, USA) verwendet, mit der auch die Graphen erstellt
wurden. Alle Daten sind als Mittelwerte (MW) mit Standardfehler des Mittelwerts
(standard error of the mean = SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf
a =5 % festgelegt, wobei p < 0,05 durch einen (*), p < 0,01 durch zwei (**) und p < 0,001

durch drei (***) Sterne gekennzeichnet wurde.
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3 Ergebnisse

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in einer gemeinschaftlichen
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe vorab publiziert (Kapitel 7): In diesem Aufsatz
wurde die murine Anti-CD52-Antikdrper-Therapie der chronischen MP4-EAE der
Behandlung im akuten Krankheitspeak gegentibergestellt und dabei der Einfluss auf die

Autoimmunantwort, Neurodegeneration und Neuroregeneration untersucht [105].

3.1 Unveranderte klinische Symptomatik nach der Behandlung mit dem
murinen Anti-CD52-Antikdrper in der chronischen Phase der EAE

Den MP4-immunisierten B6-Mdusen wurde bei Erreichen eines stabilen Plateaus der
EAE-Symptomatik (etwa 60 Tage nach Erkrankungsbeginn) entweder 200 pug Anti-
mCD52-AK (n = 18; davon n = 10 aus der Arbeit von Co-Doktorand M. Simonund n=8
aus dieser Arbeit) oder Isotyp-Kontroll-AK (n = 14; davon n = 10 aus der Arbeit von Co-
Doktorand M. Simon und n = 4 aus dieser Arbeit) in sterilem PBS (Dulbecco’s PBS;
Sigma-Aldrich) an funf aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal verabreicht. Der
durchschnittliche Erkrankungsbeginn bei allen behandelten Mdusen war etwa 16 Tage
(MW = 15,72; SEM =0,60) nach Immunisierung. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Schwere der Erkrankung (= EAE-Score) bei Behandlungsbeginn
(p = 0,59) sowie ca. 11 Tage (MW =11,31; SEM =0,11) nach der Behandlung (p = 0,85).
Die klinische Symptomatik der chronischen EAE blieb nach der Anti-mCD52-AK-
Behandlung damit unveréndert (p = 0,47), siehe Tab. 10 und Abb. 8.
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Tab. 10 Klinische Parameter der Isotyp-Kontroll- vs. Anti-mCD52-AK behandelten Mause

EAE-Beginn Score bei Erkrankungs-  Finaler Score-
(Tage nach Behandlungs- dauer vor Score Differenz
Immunisierung) beginn Behandlung
(in Tagen)
Isotyp
n=14 16,29 £ 0,85 261+0,09 6157+1,27 2,43+0,15 0,18+0,10
Anti-mCD52
n=18 15,28 + 0,85 257+0,11 61,72+1,20 2,47+0,13 0,10 +£0,07
p-Wert 0,29 0,59 0,95 0,85 0,47

Von n = 14 Isotyp-Kontroll-AK behandelten Méusen n = 10 aus der Arbeit von Co-Doktorand
M. Simon; von n = 18 Anti-mCD52-AK behandelten Mdusen n = 10 aus der Arbeit von
Co-Doktorand M. Simon. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben. Der Mann-Whitney-Test
wurde angewandt, um die statistische Signifikanz zu berechnen. Anti-mCD52-AK = muriner
Anti-CD52-spezifischer 1gG2a-Isotypantikorper; Isotyp-Kontroll-AK = muriner unspezifischer
IgG2a-Isotyp-Kontroll-Antikdrper; EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis. Ins
Deutsche ubersetzt aus Simon et al., 2018 [105].

Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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a Isotyp --Ant-mCD52 b Isotyp -=-Anti-mCD52
(n=14) (n=18) (n=14) (n=18)
4t 41
o ©n
8 352—:—5 Sig-Tos " =% 8 > A _iAsaksaais
Bl T TITUEERRRETC g ,| PAH ARt
< ’ - S
i 1- w14 [
0 T T 1 O‘.""I- T T T T 1
0 5 10 15 0 20 40 60 80 100
Tage ab Behandlungsbeginn Tage nach Immunisierung

Abb. 8 Krankheitsverlauf der MP4-immunisierten behandelten Mause

(a) Die MP4-immunisierten Mé&use erhielten etwa 60 Tage nach EAE-Beginn 200 pg Anti-
mCD52-AK oder Isotyp-Kontroll-AK an flinf aufeinanderfolgenden Tagen (= tx) und wurden fiir
mind. zehn weitere Tage klinisch beurteilt. (b) Gesamter Krankheitsverlauf einschlieflich
Behandlungs- und Nachbeobachtungszeitraum ab Immunisierung der Méuse. Von n = 14 Isotyp-
Kontroll-AK behandelten Mé&usen n = 10 aus der Arbeit von Co-Doktorand M. Simon; von
n = 18 Anti-mCD52-AK behandelten Mé&usen n = 10 aus der Arbeit von Co-Doktorand
M. Simon. Alle Werte sind als MW = SEM angegeben. Der Mann-Whitney-Test wurde
angewandt. Die Statistik wurde basierend auf Unterschieden in der taglichen EAE-Score-
Ermittlung berechnet. EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis;
Anti-mCD52-AK = muriner  Anti-CD52-spezifischer  1gG2a-Isotypantikorper;  Isotyp-
Kontroll-AK = muriner unspezifischer IlgG2a-Isotyp-Kontroll-Antikorper. Ins Deutsche tibersetzt
aus Simon et al., 2018 [105]. Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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3.2 Signifikante Lymphozytendepletion ohne Einfluss auf die humorale
Immunantwort durch den murinen Anti-CD52-Antikorper
Um das Ausmal der Depletion zirkulierender Lymphozyten nach der Anti-mCD52-AK-
Behandlung  festzustellen, wurden  durchflusszytometrische  Analysen  vom
Schwanzvenenblut bei n = 16 (n = 8 aus der Arbeit von Co-Doktorand M. Simon und
n=28 aus dieser Arbeit) Anti-mCD52-AK und n = 10 (n = 6 aus der Arbeit von
Co-Doktorand M. Simon und n = 4 aus dieser Arbeit) Isotyp-Kontroll-AK behandelten
Mausen durchgefiihrt. Das Blut wurde etwa 10 d (MW = 10,37; SEM = 0,18) nach der
Behandlung entnommen, um den prozentualen Anteil lebender CD4" T-Zellen und
CD19" B-Zellen an der Lymphozytenpopulation zu bestimmen.
Pro Maus wurden durchschnittlich 59.288 Zellen (SEM = 4891 Zellen) registriert. Der
Lymphozytenanteil an den lebenden Einzelzellen betrug bei der Isotyp-Kontrollgruppe
im Mittel 45,53 % (SEM = 5,78 %) und bei der Anti-mCD52-Gruppe MW = 10,13 %
(SEM = 1,16 %). Innerhalb dieser Population zeigte sich bei den Anti-mCD52-AK
behandelten Mausen eine signifikante Reduktion der CD4* T-Zellen (MW = 3,39 %;
SEM = 0,52 %) gegenlber der Isotyp-Kontrollgruppe (MW = 24,02 %; SEM = 1,71 %)
mit p < 0,001 (Abb. 9a). Der Anteil CD19"* B-Zellen war ebenfalls signifikant reduziert
auf MW = 6,70 % (SEM = 1,23 %) verglichen mit MW = 38,28 % (SEM = 2,82 %) in
der mit dem Isotyp-Kontroll-AK behandelten Kohorte (p < 0,001; Abb. 9b). Die
Verringerung der T- und B-Zellen war demnach mit der Wirkung des Antikoérpers, der
gegen CD52 gerichtet ist, vereinbar.
Dartiber hinaus wurde mithilfe eines indirekten ELISAs der Einfluss der Depletion auf
die MP4-spezifische Antikdrperproduktion anhand der Seren von n = 16 (n = 10 aus der
Arbeit von Co-Doktorand M. Simon und n = 6 aus dieser Arbeit) Anti-mCD52-AK und
n =15 (n = 9 aus der Arbeit von Co-Doktorand M. Simon und n = 6 aus dieser Arbeit)
Isotyp-Kontroll-AK behandelten Méusen untersucht. Wie in Abb. 10 dargestellt, blieb
der Anti-MP4-spezifische 1gG-Titer nach der Behandlung unbeeintréchtigt (p = 0,75).
Die OD wurde hierbei als Korrelat fiir die Antikoérperkonzentration herangezogen. Der
Nachweis MP4-spezifischer Autoantikérper bewies jedoch wiederum eine erfolgreiche

Immunisierung.
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Abb. 9 Durchflusszytometrische Analyse der Lymphozytendepletion

(a,b) Prozentualer Anteil von CD4" T-Zellen und CD19* B-Zellen an Gesamtlymphozyten im
venosen Blut der Méuse nach der Behandlung mit Anti-mCD52-AK verglichen mit Isotyp-
Kontroll-AK. N = 6 Isotyp-Kontroll-AK und n = 8 Anti-mCD52-AK behandelte Mduse aus der
Arbeit von Co-Doktorand M. Simon. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben. *** = p < 0,001;
Mann-Whitney-Test. CD = Cluster of Differentiation; Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-
spezifischer 1gG2a-Isotypantikdrper; Isotyp-Kontroll-AK = muriner unspezifischer 1gG2a-
Isotyp-Kontroll-Antikorper. Ins Deutsche (bersetzt und modifiziert aus Simon et al., 2018 [105].
Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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OD MP4-spezifischer
Antikdrper [450nm]

Isoltyp Anti-mCD52
(n=15)  (n=16)

(n=9) (n=10)
Abb. 10 ELISA-basierte Bestimmung von MP4-spezifischen Antikdrpern
OD MP4-spezifischer Serumantikérper bei  Anti-mCD52-AK oder Isotyp-Kontroll-AK
behandelten Méusen. N = 9 Isotyp-Kontroll-AK und n = 10 Anti-mCD52-AK behandelte Mause
aus der Arbeit von Co-Doktorand M. Simon. Alle Werte sind als MW + SEM angegeben. Mann-
Whitney-Test. OD = Optische Dichte; Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-spezifischer
IgG2a-Isotypantikorper; Isotyp-Kontroll-AK = muriner unspezifischer 1gG2a-Isotyp-Kontroll-
Antikorper; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Ins Deutsche (bersetzt und
modifiziert aus Simon et al., 2018 [105].

Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

52



Ergebnisse

3.3 Unverandertes Ausmal an freigesetzten Neurofilamenten durch den
murinen Anti-CD52-Antikorper

Als Marker fir Axonschaden wurde im Serum vorhandenes pNF-H mit einem indirekten
Sandwich-ELISA bei n = 10 mit Anti-mCD52-AK behandelten, n = 10 mit Isotyp-
Kontroll-AK behandelten und n = 8 nicht-immunisierten unbehandelten Méausen
bestimmt. In einer experimentellen Studie zu Riickenmarks- und Hirnl&sionen bei Ratten
war pNF-H sowohl im Liquor als auch im Blut erhéht [106]. Der Nachweis von pNF-H
steht Gberdies in Zusammenhang mit amyotropher Lateralsklerose [91], Optikusneuritis
[107] und MS [87]. In dieser Arbeit wurde ein signifikant erhohtes Mal3 an pNF-H in den
Seren der MP4-immunisierten Mé&use im Vergleich zu den nicht-immunisierten
Kontrollmdusen festgestellt (p < 0,001). Allerdings zeigte sich kein Unterschied zwischen
Anti-mCD52-AK und Isotyp-Kontroll-AK behandelten Méusen (p = 0,20; Abb. 11).
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Abb. 11 ELISA-basierte Bestimmung von freigesetzten Neurofilamenten
Im Serum vorhandene pNF-H-Konzentration in ng/ml bei nicht-immunisierten unbehandelten
sowie MP4-immunisierten mit Isotyp-Kontroll-AK bzw. Anti-mCD52-AK behandelten Mausen.
Alle  Werte sind als MW + SEM angegeben. ***=p<0,001; ANOVA.
Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-spezifischer IgG2a-Isotypantikdrper;
Isotyp-Kontroll-AK = muriner  unspezifischer 1gG2a-Isotyp-Kontroll-Antikdrper;
pNF-H = phosphoryliertes Neurofilament-Heavy; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent
Assay. Ins Deutsche ibersetzt aus Simon et al., 2018 [105].
Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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3.4 Signifikante Reduktion der Axonpathologie ohne Veranderung der
Myelinpathologie nach der murinen Anti-CD52-Antikorperbehandlung
Waihrend die pNF-H-Serumanalyse einen ersten Einblick hinsichtlich einer
Neurodegeneration liefert, sind ultrastrukturelle Untersuchungen fir eine detaillierte
Quantifizierung der chronischen Schadigung erforderlich. Aus diesem Grund erfolgte die
elektronenmikroskopische Untersuchung vom Rickenmark (Abb. 12) und Kleinhirn
(Abb. 13) auf Myelin- sowie beginnende und irreversible Axonschéden bei n = 8 bzw.

n =5 Anti-mCD52-AK und n = 4 Isotyp-Kontroll-AK behandelten Mausen.

Um beim Grad der Myelinisierung zwischen De- und Remyelinisierung unterscheiden zu
kdnnen, wurde die g-Ratio nach Guy et al. [81] und Chomiak et Hu [82] angewandt.
Diese Ratio beschreibt das Verhaltnis der Myelinscheide zur jeweiligen Nervenfaser. Die
Analyse von n = 8 nicht-immunisierten unbehandelten Mausen lieferte den
physiologischen Bereich fiir die g-Ratio sowohl im lumbalen Ruckenmark als auch im
Kleinhirn. Anhand dessen wurden physiologische, de- und remyelinisierende
Nervenfasern quantifiziert (Abb. 12b, Abb. 13b). Der Beginn eines Axonschadens kann
an einer verringerten nearest neighbour neurofilament distance (NNND) festgestellt
werden, wohingegen sich der irreversible Axonschaden durch das Ausmafll an
axolytischen Axonen und axonalem Verlust widergespiegelt. Durch die Bestimmung der
jeweiligen pathologischen Axone und der axonalen Dichte wurde der Axonschaden
entsprechend evaluiert (Abb. 12c¢, Abb. 13c). Auch hier wurden n = 8 nicht-immunisierte

unbehandelte Méuse als Referenz hinzugezogen.

In Abb. 12 und 13 ist zu erkennen, dass die MP4-immunisierten behandelten Mé&use im
Vergleich zu den nicht-immunisierten unbehandelten Mausen eine signifikant erhéhte
Anzahl pathologischer Nervenfasern im Sinne einer Demyelinisierung (p < 0,01;
p <0,001) und eines Axonschadens (p < 0,05; p < 0,001) aufzeigten, die sowohl im
Ruckenmark als auch im Kleinhirn vorlag. Dementsprechend war auch die Zahl der
Axone mit physiologischer Myelinisierung und die Gesamtzahl der Axone pro mm? in
beiden EAE-Kohorten reduziert (p < 0,01; p < 0,001). Diese Ergebnisse unterstiitzen

demnach die Erkenntnisse aus der Serumanalyse.
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Wahrend das Ausmal an de- und remyelinisierenden Nervenfasern zwischen den Anti-
mCD52-AK und Isotyp-Kontroll-AK behandelten M&usen keinen Unterschied ergab
(p = 0,38-0,93; Abb. 12b und 13b), konnte bei den Anti-mCD52-AK behandelten
Mausen eine signifikante Abnahme pathologischer Axone und ein verringerter axonaler
Verlust gegentber der Isotyp-Kohorte festgestellt werden (p < 0,05; p <0,01; p <0,001;
Abb. 12c und 13c). Dies lasst annehmen, dass der murine Anti-CD52-Antikorper in der
chronischen Phase der EAE zwar nicht den neuroregenerativen Prozess der
Remyelinisierung verstarkt, jedoch insofern neuroprotektiv wirkt, als dass die

Axondegeneration unter der Behandlung vermindert wird.
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Abb. 12 Elektronenmikroskopische Analyse der Myelin- und Axonpathologie im lumbalen
Ruckenmark von MP4-immunisierten behandelten Mausen

(a) Reprasentative elektronenmikroskopische Bilder vom lumbalen Rickenmark nicht-
immunisierter unbehandelter und MP4-immunisierter Mause, die entweder mit dem Isotyp-
Kontroll-AK oder dem Anti-mCD52-AK~60 Tage nach EAE-Beginn behandelt wurden. Die
MaBstabsleiste zeigt 1 um. Der Pfeil deutet auf eine demyelinisierende Nervenfaser. Der Stern
reprasentiert Axone mit einer verringerten NNND. Die Raute spiegelt axolytische Axone wider.
(b) Prozentuale Quantifizierung physiologischer, de- und remyelinisierender Nervenfasern in
nicht-immunisierten  unbehandelten  vs.  MP4-immunisierten  behandelten  M&usen.
(c) Quantifizierung pathologischer Axone in Prozent und Bestimmung des axonalen Verlusts pro
mm? in nicht-immunisierten unbehandelten vs. MP4-immunisierten behandelten Méausen. Alle
Werte sind als MW + SEM angegeben. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; ANOVA.
Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-spezifischer 1gG2a-Isotypantikorper; Isotyp-Kontroll-
AK = muriner unspezifischer 1gG2a-lIsotyp-Kontroll-Antikorper; NNND = nearest neighbour
neurofilament distance. Ins Deutsche Ubersetzt aus Simon et al., 2018 [105].

Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Abb. 13 Elektronenmikroskopische Analyse der Myelin- und Axonpathologie im Kleinhirn
von MP4-immunisierten behandelten Mausen

(a) Reprasentative elektronenmikroskopische Bilder vom Kleinhirn nicht-immunisierter
unbehandelter und MP4-immunisierter Mause, die entweder mit dem Isotyp-Kontroll-AK oder
dem Anti-mCD52-AK~60 Tage nach EAE-Beginn behandelt wurden. Die Malstabsleiste zeigt
1 um. Der Pfeil deutet auf demyelinisierende Nervenfasern. Der Stern reprasentiert ein Axon mit
einer verringerten NNND. Die Raute spiegelt axolytische Axone wider. (b) Prozentuale
Quantifizierung physiologischer, de- und remyelinisierender Nervenfasern in nicht-
immunisierten unbehandelten vs. MP4-immunisierten behandelten Méusen. (c) Quantifizierung
pathologischer Axone in Prozent und Bestimmung des axonalen Verlusts pro mm? in
nicht-immunisierten unbehandelten vs. MP4-immunisierten behandelten Méausen. Alle Werte
sind als MW = SEM angegeben. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; ANOVA.
Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-spezifischer 1gG2a-Isotypantikorper; Isotyp-Kontroll-
AK = muriner unspezifischer 1gG2a-Isotyp-Kontroll-Antikrper; NNND = nearest neighbour
neurofilament distance. Ins Deutsche Ubersetzt aus Simon et al., 2018 [105].

Copyright-Vermerk: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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3.5 Keine hirnvolumetrischen Veranderungen nach der Behandlung mit dem
murinen Anti-CD52-Antikorper

Die potenziell neuroprotektive Wirkung des Anti-CD52-Antikdrpers gegenuber einer
Hirnatrophie wurde (ber eine cMRT-basierte Hirnvolumetrie vor und nach der
Behandlung mit Anti-mCD52-AK (n = 8) bzw. Isotyp-Kontroll-AK (n = 4) untersucht.
Die manuelle Segmentierung der T2-gewichteten frontalen Schnittbilder ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Baseline- (t. = 58 £ 3 Tage nach EAE-Beginn)
und den Follow-up-Scans (t> = 10 Tage nach funf tdgiger Behandlung:~75 Tage nach
EAE-Beginn), siehe Abb. 14: Das GroBhirn- und Kleinhirnvolumen blieb tber die Zeit
hinweg sowie im Vergleich von Anti-mCD52-AK mit Isotyp-Kontroll-AK behandelten
Mausen nahezu konstant (p(croghimvolumen) = 0,8; P(kieinhimvolumen) = 0,59). Die Daten der
ventrikuldren Volumetrie deuten auf eine Zunahme bei den Anti-mCD52-AK
behandelten Mé&usen im Zeitverlauf hin, allerdings wurde keine statistische Signifikanz

erreicht (Pcventrikelvolumen) = 0,21).
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Abb. 14 MRT-basierte Analyse der Hirnatrophie von MP4-immunisierten behandelten
Mausen

Bestimmung von GroRhirn- (a), Kleinhirn- (b) und Ventrikelvolumen (c) in mm?® vor der
Behandlung mit Anti-mCD52-AK bzw. Isotyp-Kontroll-AK (1 = ~60 Tage nach EAE-Beginn)
und 15 Tage spater (t> = 10 Tage nach funf tagiger Behandlung: ~75 Tage nach EAE-Beginn).
Alle Werte sind als MW + SEM angegeben. ANOVA. MRT = Magnetresonanztomographie;
Anti-mCD52-AK = muriner Anti-CD52-spezifischer 1gG2a-Isotypantikorper; Isotyp-Kontroll-
AK = muriner unspezifischer 1gG2a-Isotyp-Kontroll-Antikdrper.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Behandlung mit dem murinen Anti-CD52-Antikdrper hat in der chronischen Phase
der MP4-induzierten EAE in B6-Méausen wenig Einfluss auf die neurodegenerativen und
keinen Einfluss auf die neuroregenerativen Prozesse: Bei signifikanter T- und B-Zell-
Depletion konnte keine Verbesserung des Krankheitsverlauf erreicht werden. Die MP4-
spezifische Reaktivitait und die Demyelinisierung blieben unbeeintréchtigt. Eine
gesteigerte Neuroregeneration im Sinne einer verstarkten Remyelinisierung war nach der
Behandlung nicht festzustellen. Auf ultrastruktureller Ebene konnte allerdings ein
geringerer Axonschaden nachgewiesen werden, wohingegen das Ausmal3 der im Serum
zu verzeichnenden Neurofilament-Untereinheit pNF-H und das Hirnvolumen

unverandert blieben.

60



Diskussion

4 Diskussion

4.1 EAE-Vergleich und Einfluss auf den Krankheitsverlauf

Ziel dieser Studie war es, den Schutz vor einer Neurodegeneration durch Alemtuzumab
im chronischen Stadium der MS an einem der humanen MS nahe kommenden
Mausmodell zu untersuchen, nachdem in mehreren Tiermodellen in der Akutphase der
Erkrankung eine Neuroprotektion durch die Behandlung mit dem Antikorper festgestellt
werden konnte [99-101]. Hierflr wurde die MP4-induzierte EAE in B6-Mé&usen als
Tiermodell verwendet, welche einen chronischen Verlauf ohne Schiibe oder Remission
nimmt und als eines von wenigen Modellen neben der T-Zell-Abhédngigkeit die an
Bedeutung zunehmende B-Zell-Komponente der MS darstellt [65, 74]. Nach der MP4-
Immunisierung der Mause wurde der murine Anti-CD52-Antikorper erst mit Erreichen
eines stabilen Plateaus der klinischen EAE-Symptomatik verabreicht, wobei der gesamte
Krankheitsverlauf eng kontrolliert wurde:

Im Gegensatz zum erstmalig beschriebenen MP4-Modell, in dem sich die EAE 5-10 Tage
nach der Immunisierung entwickelte [72], setzten erste Symptome in dieser Studie bei
adaquater MP4-Dosis spater ein (durchschnittlich 16 Tage nach Immunisierung; Tab. 10).
Die Erkrankungsschwere erreichte nach etwa 60 Krankheitstagen ein stabiles Plateau
(Tab. 10) und liegt damit zwischen den Erfahrungswerten aus jlngeren Studien von
Kuerten et al. (30-57 Krankheitstage; 3 Monate nach EAE-Beginn) [19, 76], die diesen
Zeitpunkt als Ubergang in ein chronisches Stadium definieren. Dieses Plateau lag mit
einem durchschnittlichen EAE-Score von ca. 2,6 (Tab. 10) deutlich Gber dem aus einer
vorangegangenen Studie der Arbeitsgruppe, welche das MP4-Modell mit traditionellen
EAE-Modellen verglich (stabiles Plateau bereits bei einem Score von ca. 2,0) [76]. Der
Grund fur den unterschiedlich chronifizierenden und schweren Verlauf der MP4-
induzierten EAE konnte bei ansonsten unveréndertem Vorgehen im Wechsel der
Zulieferer, von denen die Versuchstiere bezogen wurden, liegen. Bei genetisch
identischem Hintergrund der Mé&use scheinen Unterschiede im Mikrobiom und eine
abweichende Tierhaltung [108], aber auch der anhand der Klinischen Présentation
schwierig festzustellende genaue Zeitpunkt des Ubergangs von der akuten in eine
chronische EAE fir die Differenzen verantwortlich zu sein. Eine prézise
Charakterisierung des Krankheitsverlaufs ist allerdings wichtig, um den Zeitpunkt fur

therapeutische Interventionen eindeutig identifizieren und deren Erfolg besser evaluieren
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zu konnen. Boretius et al. erganzten deshalb ihr EAE-Scoring-System bei der MOG-
induzierten EAE in Marmoset-Affen um bildgebende Untersuchungen, in denen die im
MRT nachweisbaren Lé&sionen mit der ZNS-Symptomatik zusammenfielen [109].
Gleiches war in der vorliegenden Arbeit nicht umsetzbar, da die klinische Symptomatik
der murinen MP4-induzierten EAE weniger mit Infiltrationen im Gehirn, sondern
vielmehr mit der Riickenmarksschadigung korreliert [19], welche aufgrund der geringen
Auflésung im 3T Human-MRT nicht darstellbar war. In einem 7 T Kleintier-MRT,
welcher mit einer Rlckenmarksspule ausgestattet ist, konnen die Ldsionen im
Rickenmark hingegen visualisiert werden, wenn die EAE passiv durch enzephalitogene
mit magnetischen Nanopartikeln beladenen T-Zellen induziert wird [110]. Jene
kernspintomographischen ~ Befunde  Kkorrelierten  in  einer  longitudinalen
Bildgebungsstudie allerdings nur schwach mit dem klinischen Verlauf und weisen, wie
auch bei MS-Patienten, auf ein klinisch-radiologisches Paradoxon hin [111]. Fir die
Festlegung des Behandlungszeitpunkts wird man sich also weiterhin an der klinischen
Présentation der Mduse orientieren mussen.

Im Vergleich zu den vorangegangenen Studien [99-101] flihrte die Antikérperbehandlung
im chronischen Stadium der MP4-EAE zu keiner Besserung der Symptomatik (Abb. 8).
Der EAE-Score blieb unverandert (Tab. 10) und ist bei der Betrachtung der Ergebnisse
des pNF-H ELISAs (Abb. 11) und der ultrastrukturellen Analyse (Abb. 12c u. 13c)
vermutlich dadurch zu erklaren, dass der murine Anti-CD52-Antikorper keinen Einfluss
auf bereits vorhandene irreversible Axonschaden hat, welche &hnlich zu MS-Patienten
mit der Schwere Klinisch bleibender neurologischer Defizite korrelieren [76, 112].
Allerdings konnte durch die Behandlung scheinbar das Fortschreiten der
Axondegeneration (Abb. 12c u. 13c) und damit vermutlich eine Verschlechterung der
EAE-Symptomatik verhindert werden. Der Krankheitsverlauf der Mause deckt sich
demnach mit Ergebnissen aus den 6-Jahres-Follow-up-Daten der klinischen Studie von
Willis et al., die Gber eine anhaltende Reduktion der Schubrate, jedoch ohne Besserung
der Behinderung bei mit Alemtuzumab behandelten Patienten berichtete, die prognostisch
ungunstige Faktoren wie eine hohe Schubrate, eine radiologisch nachgewiesene hohe
Krankheitsaktivitdt und eine rasche Behinderungsprogression aufwiesen [113]. Die
murine Anti-CD52-Antikérperbehandlung im akuten Stadium der MP4-induzierten EAE

verbesserte dagegen wiederum den klinischen Verlauf [105]. Dies legt die Vermutung
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nahe, dass die Wirkung des Antikdrpers von der Erkrankungsschwere und -dauer
abhangig zu sein scheint. Inwiefern dies eine Rolle spielt, soll im nachfolgenden
Abschnitt im Kontext der inflammatorischen Prozesse, die in der gemeinschaftlichen
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe ebenfalls untersucht wurden [105], diskutiert

werden.

4.2 Einfluss auf die Inflammation

Trotz vielversprechender Behandlungserfolge unter Alemtuzumab in mehreren
klinischen Studien [50, 51, 56, 57], ist, angesichts der gestiegenen Aufmerksamkeit flr
die B-Zell-Komponente der MS, der Einfluss des Medikaments auf die
Immunpathogenese der Erkrankung nicht hinreichend geklart. Der erst kirzlich
verOffentlichte Bericht Uber die therapierefraktare Behinderungsprogression bei
hochaktiver RRMS, die erst unter der B-Zell-depletierenden Rituximab-Therapie
verlangsamt wurde, unterstreicht die Relevanz von weiterfiihrender Forschung [114].

Im MP4-Modell fihrte die Behandlung mit dem Anti-mCD52-AK zu einer effektiven
Depletion zirkulierender CD4* T-Zellen und CD19* B-Zellen (Abb. 9), wéhrend die
Antikorperproduktion gegen MP4 unbeeintréchtigt blieb (Abb. 10). Die Anzahl der
korrespondierenden MP4-spezifischen B-Zellen war in der gemeinschaftlichen
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe ebenso wenig verdndert [105]. Diese Ergebnisse
stehen in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien zur Wirkung des Anti-CD52-
Antikdrpers in der EAE [99-101] und MS [42, 44, 45, 115] und waren nicht anders zu
erwarten, da das Glykoprotein CD52 auf Immunzellen unterschiedlich stark exprimiert
wird [40]. So werden auf Plasmazellen geringe Mengen/kein CD52 exprimiert [40, 115]
(s.1.1.5.1).

Interessanterweise konnte durch die Behandlung dariiber hinaus im Kleinhirn die
Aggregation von B220" B-Zellen verhindert und bereits vorhandene B220" B-Zell-
Aggregate aufgelost werden [105]. Die klinische Relevanz von B-Zell-Aggregaten ist
zwar umstritten, der post-mortem Nachweis von B-Zell-Follikel ahnlichen Strukturen in
den Meningen von SPMS-Patienten wird jedoch mit einem friiheren Erkrankungsbeginn,
einer raschen Behinderungsprogression und einem friiheren Tod in Verbindung gebracht
[18, 116]. Allerdings ist unklar, ob das Fehlen der cerebelléaren B-Zell-Aggregate nach

der Antikorperbehandlung in der chronischen EAE auf einen mangelnden Nachschub
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zirkulierender peripherer B-Zellen oder auf eine Depletion bereits aggregierter B-Zellen
zurlickzufuhren ist.

Im Vergleich zu Natalizumab und Fingolimod, die in den Prozess der ZNS-Invasion
eingreifen, sind diesbeziiglich folgende Uberlegungen mdglich: Einleitend wurde bereits
erwahnt, dass Natalizumab als potenter Anti-VLA4-Antikorper den Ubertritt von
Lymphozyten ins ZNS verhindert, indem es deren Bindung an die Zelladh&asionsmolekdle
(VCAM-1 und MAdCAM-1) auf den Endothelzellen der BHS verhindert [35]. Das
komplette bzw. teilweise Verschwinden von OKBs im Liquor bei einer Gruppe von mit
Natalizumab behandelten RRMS-Patienten [117, 118], impliziert, dass ein konstanter
Nachschub aus der Peripherie notwendig ist, um die B-Zell-Aggregation
aufrechtzuerhalten, vorausgesetzt klonal expandierte B-Zellen sind der Grund fur die
Entwicklung von OKBs. Hierbei wird angenommen, dass zumindest ein Teil dieser
B-Zellen gegen Myelin und Axone reaktiv ist [20]. Bezuglich des S1P-Rezeptor
Agonisten Fingolimod, welcher den Lymphozytenegress aus sekundar lymphatischen
Organen verhindert [34], konnte in Vorversuchen der Arbeitsgruppe nachgewiesen
werden, dass durch die Fingolimod-Behandlung in der akuten MP4-induzierten EAE die
Aggregation von B220" B-Zellen im Kleinhirn ebenfalls verhindert wurde, wahrend sie
keinen Einfluss auf bereits bestehende Infiltrate in der chronischen EAE hatte [119]. Dies
lasst wiederum annehmen, dass die B-Zell-Aggregation nicht von einem B-Zell-
Nachschub aus der Peripherie abhangt. Allerdings zeigte dieselbe Studie, wie auch bei
vorherigen Untersuchungen [120], dass Fingolimod einen starkeren Effekt auf T- als auf
B-Zellen hat [119]. Das sog. Homing der Lymphozyten héngt stark von der Expression
verschiedener Chemokine, wie CCR7, ab, das fir die Retention der Zellen verantwortlich
ist [121], und erklart damit den differenziellen Einfluss von Fingolimod. Daraus wurde
der Schluss gezogen, dass B-Zellen unter der Fingolimod-Therapie weiterhin ins ZNS
einwandern konnen, wahrend Natalizumab deren Migration effektiv verhindert und
Alemtuzmab zirkulierende B- einschlielich T-Zellen drastisch depletiert [105]. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen aus der Vergleichsstudie von Kalincik et al. zur klinischen
Présentation behandelter RRMS-Patienten, deren Schubrate durch Alemtuzumab starker
als durch Fingolimod, jedoch gleichermaen wie durch Natalizumab reduziert wurde
[122].
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Eine effektive Depletion der Lymphozyten im ZNS ist hingegen stark abhéngig von der
Durchlassigkeit der BHS fur den Antikorper. Die verdnderte Integritdt der BHS im
Rahmen der MS ist zwar flr eine gesteigerte Permeabilitat und die damit einhergehende
Infiltration mit Immunzellen verantwortlich [14, 123], die sich in der
Kernspintomographie als Gadolinium-anreichernde Lé&sionen darstellen lassen, was als
aktiver Entzindungsprozess gewertet wird [124, 125]. Allerdings ist die
Schrankenstérung je nach Erkrankungsschwere, -dauer und ZNS-Region unterschiedlich
[126]. So wird die BHS in klinischen Studien zur intravendsen Gabe von Rituximab bei
RRMS-Patienten, gemessen an der Reduktion der klinisch-radiologischen Aktivitat, als
fur Antikorper offen beschrieben, wahrend sie bei PPMS-Patienten aufgrund der
unverénderten Klinik und dem Fehlen KM-anreichernder Lé&sionen im MRT fir
Antikdrper undurchlassig zu sein scheint [127]. Es wird vermutet, dass die
Entziindungsprozesse in der chronisch progredienten MS hinter einer weitgehend
geschlossenen BHS kompartimentalisiert sind und durch eine immunmodulatorische
Therapie nicht wesentlich beeinflusst werden kénnen [128]. In den histopathologischen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe zur Charakterisierung der Kinetik und Schwere der
BHS-Storung in der MP4-induzierten EAE waren die ZNS-B-Zell-Aggregate im
chronischen Stadium der Erkrankung allerdings nachweislich mit einer erhdhten
Permeabilitat assoziiert [129]. Dies steht in Einklang mit der Annahme, dass die ektopen
meningealen B-Zell-Follikel bei SPMS-Patienten proinflammatorische Zytokine
sezernieren, die zu einer direkten Schadigung des umliegenden Gewebes fuhren [18].
Eine alternative Erklarung fir das geringe Ansprechen immunmodulatorischer
Therapeutika in der chronisch-progredienten Phase ist, dass Antikorper bei intravenoser
Applikation nur schwer ins ZNS gelangen, selbst bei Patienten mit aktiven MS-Lé&sionen
und starker Schadigung der BHS [130, 131]. Bei Patienten mit ZNS-Lymphom etwa,
denen Rituximab intravends verabreicht wurde, entsprach die im Liquor messbare
Konzentration des Anti-CD20-Antikorpers nur 0,1 % der im Serum nachweisbaren
Konzentration [132]. Doch eine hohe Antikorperkonzentration im Liquor flhrt nicht
zwangslaufig zu einer besseren Wirksamkeit, wie durch eine klinische Studie mit
intrathekaler Applikation von Rituximab bei SPMS-Patienten demonstriert wurde: Die
Anzahl der B-Zellen im Liquor wurde zwar signifikant reduziert, allerdings wurden nur
10-20 % der B-Zellen im ZNS depletiert [127]. Der Mangel an natirlichen Killerzellen
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und Komplement wurde fiir das Therapieversagen verantwortlich gemacht [127]. Es
scheint, als sei die Wirksamkeit der zurzeit verfugbaren Typ-I-Antikorper vielmehr von
der Aktivierung der antikérperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitat (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC) und der komplementabhéngigen Zytolyse
(complement dependent cytolysis = CDC) abhangig [127, 133, 134]. Selbiges wurde flr
Alemtuzumab sowohl in vitro [41] als auch in vivo [97] beschrieben, weshalb jene Grinde
fur eine erfolglose Therapie in fortgeschrittenen Stadien der MS auch fiir Alemtuzumab
gelten konnten. Doch letztlich bedirfen die Prozesse der Schrankenstérung und die
Mechanismen der Antikorperwirkung im ZNS weiterer eingehender Untersuchungen,
wobei in der Verwendung von Brain-Shuttles zur Verbesserung der Penetration der
Antikdrper [135] und der Entwicklung von Typ-I1-Antikdrpern, die eine direkte Apoptose
der Zielzellen induzieren [136], mogliche Losungsansatze liegen kdnnten.

In Zusammenschau scheint nach Alemtuzumab-Gabe die Depletion zirkulierender
B-Zellen in der Peripherie und nicht die bereits aggregierter B-Zellen fiir das
Verschwinden der B-Zell-Aggregate im Kleinhirn der chronischen EAE-Méuse

verantwortlich zu sein.

4.3 Einfluss auf die Neurodegeneration

Um den neurologischen Defiziten der MS vorbeugen oder sie sogar riickgédngig machen
zu konnen, konzentrieren sich aktuelle Studien nicht nur auf die Entwicklung
immunmodulatorischer Therapeutika, sondern auch auf die Etablierung neuroprotektiver
Strategien [137, 138]. So erweckten die vielversprechenden Ergebnisse aus der post-hoc
Subgruppenanalyse der CAMMS223-Studie den Eindruck, dass durch die Therapie mit
Alemtuzumab eine ,,neuroprotektive Autoimmunitit® geschaffen wird, auf die die
Verbesserung der Klinik bei RRMS-Patienten ohne aktive Entzlindungsaktivitat
zurlickzufuhren ist [58] (s. 1.1.5.1). Tatséchlich berichtete die Gruppe um Turner et al.
uber eine Reduktion der demyelinisierten weilRen Substanz und des Axonschadens im
Rickenmark von MOGss.ss-immunisierten B6-M&ausen, die wahrend der akuten EAE mit
dem Anti-mCD52-AK behandelt worden waren [99]. Da der Effekt des Antikorpers auf
die neurodegenerativen Prozesse in der chronischen Phase der EAE bis dato nicht
untersucht worden war, wurde der Antikorper in der gemeinschaftlichen Studie der

Arbeitsgruppe etwa 60 Tage nach Beginn der MP4-induzierten EAE in B6-Mausen
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verabreicht und dessen Wirkung auf das lumbale Rickenmark und Kleinhirn sowohl
immunhistochemisch als auch ultrastrukturell evaluiert [105]: Im Gegensatz zu Turner et
al. konnten in der lichtmikroskopischen Analyse zur Myelinschadigung mittels Luxol-
Fast-Blue-Farbung und zur Axonschéadigung mittels SMI-32-Farbung (Antikorper gegen
nichtphosphoryliertes Neurofilament) keine Unterschiede zwischen Anti-mCD52- und
Isotyp-Kontroll-AK behandelten Mausen festgestellt werden [105]. Da sich in der
Immunhistochemie demyelinisierende Nervenfasern aufgrund der noch vorhandenen
Myelinlamellen durchaus normal anfarben lassen und damit das Bild einer vermeintlich
physiologischen Myelinscheide entstehen kann, wurde die Morphologie der Markscheide
zusétzlich im Elektronenmikroskop beurteilt, in dem das Ablosen der Myelinlamellen
ultrastrukturell eindeutig sichtbar und mithilfe der g-Ratio objektiv quantifizierbar ist
(2.6.3.1). Ferner sind im Elektronenmikroskop einzelne Neurofilamente darstellbar,
sodass zwischen einer beginnenden und irreversiblen Axonschadigung unterschieden
werden kann (2.6.3.2). Die ultrastrukturelle Betrachtung ist damit sensitiver als die
lichtmikroskopische. Im Rahmen der elektronenmikroskopischen Auswertung war es
allerdings aufgrund der Bildqualitdt nicht mdglich, ein Makro zur automatisierten
Analyse der Bilder zu etablieren (2.6.3). Mit einem Makro konnte die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse jedoch verbessert und die Grundlage fur ahnliche Folgeprojekte gebildet
werden, weshalb die Arbeitsgruppe um eine Optimierung der Bildqualitat (Verbesserung
des Einbettprotokolls fir das Kleinhirn) bemiht ist. Die Schwierigkeit bestand in der
gleichmaéBigen Fixierung bis ins Gewebeinnere bei der im Vergleich zum Rickenmark
groRen Oberflache und dem umgekehrten Verhaltnis von weil3er (innen) und grauer
(aulRen) Substanz des Kleinhirns. Ein moglicher Ansatzpunkt ware das von Heidelberger
Forschern entwickelte Fixier- und Féarbeverfahren, wodurch sich das Gehirn der Maus so
praparieren l&sst, dass es in seiner Gesamtheit mit der serial block-face-
Elektronenmikroskopie analysiert und myelinisierte Axone verfolgt werden kdénnen
[139].

Wie auch in der vorangegangenen longitudinalen ultrastrukturellen Studie der
Arbeitsgruppe zur MP4-induzierten EAE in B6-Mausen [140] war die Anzahl der Axone,
die eine Demyelinisierung und einen Axonschaden aufwiesen, und der Axonverlust bei
den immunisierten Mdusen im Vergleich zu den nicht-immunisierten Mdusen in der
vorliegenden Arbeit signifikant erhdht (Abb. 12-13). Doch auch die ultrastrukturelle
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Analyse der Myelindegeneration ergab keine Unterschiede zwischen den mit
Anti-mCD52- und Isotyp-Kontroll-AK behandelten Mausen (Abb. 12b u. 13b). Da durch
den Anti-CD52-Antikdrper Plasmazellen nicht/kaum depletiert werden (4.2), scheint die
resultierende unbeeintrachtigte Antikorperproduktion gegen das Myelinfusionsprotein
MP4 (Abb. 10) als Grund fur die persistierende Demyelinsierung sehr wahrscheinlich
(Pattern 11-Lé&sion, s. 1.1.3). Die Mechanismen, die zu einer Axonschadigung fihren
kdnnen, ob nun als Folge der Demyelinisierung oder isoliert auftretend, sind vielfaltig
[141] und stellen alle potentiell neuroprotektive Behandlungsansétze dar [138]: Die
klassische Auffassung ist, dass es durch die Demyelinisierung zu einer erheblichen
Storung der Reizweiterleitung kommt und infolgedessen Oligodendrozyten aktiviert und
zur Bildung extrinsischer Faktoren angeregt werden, die Einfluss auf die Reifung und
Trophik des Axons nehmen [142]. Bereits eine Kkleine Veranderung der
Myelinkomposition hat somit Auswirkungen auf die Neurofilamentphosphorylierung,
das Axonkaliber und kann letztlich zu axonaler Degeneration/axonalem Verlust fiihren
[143]. Weiterhin ist es naheliegend, dass demyelinisierte Nervenfasern durch die
Sekretionsprodukte von aktivierten Immunzellen leichter geschéadigt werden kénnen
[141]. Inzwischen berichten jedoch immer mehr Studien, dass die Axondegeneration
zumindest teilweise auch unabhdngig von der Demyelinisierung sowohl bei MS-
Patienten als auch im Tiermodell auftritt und bereits in frihen Phasen der Erkrankung
nachgewiesen werden kann [16, 144, 145]. So kdnnen auch Axone mit intakter
Markscheide u. a. durch toxische Faktoren (TNF-a, NO, Glutamat) aktivierter
Makrophagen und Mikroglia [16, 146, 147] (1.1.3), Komplementaktivierung [148] und
CD8" zytotoxische T-Zellen [149, 150] geschadigt werden.

Nun konnte im Gegensatz zur immunhistochemischen Analyse ultrastrukturell bei den
Anti-mCD52-AK behandelten Mausen eine signifikante Reduktion pathologischer
Axone und ein verringerter axonaler Verlust festgestellt werden (Abb. 12c und 13c),
weshalb man schlussfolgern kénnte, dass die Depletion CD8* T-Zellen durch den
Antikorper [45] daflr verantwortlich ist. Da es methodisch allerdings nicht mdglich war,
das Ausmal der Depletion CD8" T-Zellen zu bestimmen (BD FACSCanto Il Zellscanner
ist lediglich mit drei Lasern ausgestattet), bleibt diese Vermutung spekulativ. Bei
zukiinftigen Projekten ware es daher sinnvoll, CD8" T-Zellen, die in der MS-Pathogenese
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eine grolRere Rolle spielen als bislang vermutet [11, 12], in die Untersuchungen
miteinzubeziehen.

Letztlich kann durch die ultrastrukturelle Untersuchung die ZNS-Mikromorphologie
zwar eindeutig beschrieben werden, Rickschlisse auf den zugrunde liegenden
Pathomechanismus sind aber nur eingeschrankt moglich.

Zuletzt wurde die Bestimmung des Hirnvolumens vor und nach der Behandlung der
Mause als Verlaufsparameter fur eine Behinderungsprogression herangezogen. Die
Untersuchung zeigte, dass das Grof3- und Kleinhirnvolumen nach der murinen Anti-
CD52-Antikorper-Therapie unverandert blieb, wahrend das Ventrikelvolumen scheinbar
zunahm (Abb. 14). Die naheliegende Schlussfolgerung, der Antikorper kdnne eine
Progression der Hirnatrophie in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung nicht
verhindern, kann aus den vorliegenden Daten jedoch nicht gezogen werden, da aufgrund
der geringen Gruppengrofe keine belastbare Statistik gegeben ist. Demgegenuber ware
eine longitudinale Studie zur Hirnatrophie tber mehrere Wochen in Korrelation zum
»atypischen EAE-Score, in dem die sensomotorischen Defizite erfasst werden [66],
aussagekriftiger als der Vergleich zu dem in dieser Studie verwendeten ,,typischen*
EAE-Score, mit dem lediglich die motorische Einschrankung der Mé&use beurteilt werden
kann und der vielmehr mit der Rickenmarksschadigung/-atrophie, die im MRT nur
bedingt darstellbar ist [151], einhergeht. Es scheint allerdings so, dass selbst bei dieser
Studienkonstellation der Antikdrper bei Gabe in der chronisch-progredienten Phase der
EAE keinen Einfluss auf die Hirnatrophie nehmen wird, da in einer Studie zum
Langzeiteffekt von Alemtuzumab bei SPMS-Patienten demonstriert wurde, dass es trotz
erfolgreicher Suppression der Inflammation zu einer progredienten ZNS-Atrophie und
Behinderung der Patienten kam [152]. Dies legt nahe, dass die degenerativen Prozesse
unabhéngig von den anfangs gewiss entscheidenden inflammatorischen Prozessen
ablaufen und ab einem bestimmten Zeitpunkt (vermutlich mit dem Erreichen der
kritischen Schwelle fur irreversible Schaden [12]) selbst bei maximaler
immunmodulatorischer Therapie nicht zu beeinflussen sind. Da die M&use in dem hier
verwendeten Tiermodell von Beginn an eine chronische Klinik aufweisen, tiberschreiten
sie vermutlich sehr friih nach dem akuten Krankheitspeak diese Schwelle, weshalb
wahrscheinlich die murine Anti-CD52-Antikorper-Therapie in der vorliegenden Arbeit

nicht mehr greifen konnte. Umso interessanter ware es deshalb, im Vergleich zur
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vorliegenden Arbeit die Wirkung von Ocrelizumab in der MP4-induzierten EAE zu
untersuchen. Mit dem humanisierten Antikorper Ocrelizumab, einer Weiterentwicklung
von Rituximab aufgrund der vielversprechenden Datenlage zur B-Zell-Depletion bei
autoimmunen Erkrankungen, welcher an ein anderes Epitop von CD20 bindet und
dadurch vorwiegend eine ADCC hervorruft [153], steht seit 2018 erstmals ein
Medikament zur Verfugung, das zu einer signifikanten Reduktion der
Behinderungsprogression bei PPMS fihrt [154] (siehe 1.1.5). So konnte in der Phase-111-
Studie (ORATORIO-Studie) gezeigt werden, dass die mit Ocrelizumab behandelten
PPMS-Patienten  bessere Ergebnisse im Gehtest, ein geringeres cerebrales
Lasionsvolumen und eine geringere Hirnatrophie gegentiber Placebo hatten [154].
Bislang ist jedoch nur wenig uber die zugrundeliegenden Mechanismen bekannt [155],
weshalb es sich anbieten wiirde, den Einfluss des Antikdrpers auf die neurodegenerativen
Prozesse im MP4-Modell der Arbeitsgruppe zu evaluieren. Allerdings ist zu beachten,
dass trotz vieler Gemeinsamkeiten zwischen diesem Modell und der humanen MS
(1.2.1.3) bisher noch kein EAE-Modell existiert, welches die spezifische Klinik und die
neuropathologischen Eigenschaften der progredienten MS exakt widergibt [156],
weshalb die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen auf den Menschen

kontrovers diskutiert wird.

4.4 Einfluss auf die Neuroregeneration

Trotz der enormen Verbesserung der Immunantwort durch die Immunmodulation neu
zugelassener MS-Therapeutika, ist wenig (ber deren Potenzial zur spezifischen
Forderung von Reparaturmechanismen, vor allem der Remyelinisierung, bekannt. Die
genauen Mechanismen der Remyelinisierung sind zwar noch nicht hinreichend geklért,
wahrend der Remyelinisierung werden jedoch im Wesentlichen die Prozesse der
physiologischen Myelinisierung wiederholt, die im ZNS, allerdings nur unvollstandig,
durch Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (oligodendrocyte precursor cells = OPCs)
vermittelt werden [143, 157]. Wird eine Nervenzelle im ZNS geschadigt, proliferieren
die OPCs (durch neurotrophe Faktoren angeregt), wandern zum reparaturbedurftigen
Neuron und differenzieren zum reifen markbildenden Oligodendrozyten [143, 157].
Experimentelle und klinische Studien zum Anti-CD52-Antikorper deuteten auf einen

remyelinisierungsfordernden Effekt hin, gemessen an der erhaltenen axonalen
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Leitungsgeschwindigkeit in der MOGassss-induzierten akuten EAE [99] und der
vermehrten Synthese von Neurotrophinen bei RRMS-Patienten [58] nach der
Antikdrperbehandlung. Im Gegensatz dazu konnte bei den MP4-induzierten chronisch
kranken Mé&usen nach der Antikdrperbehandlung weder in der immunhistochemischen
(Olig2*APC* Farbung) [105] noch in der ultrastrukturellen Analyse (Abb. 12b u. 13b)
des lumbalen Rickenmarks und Kleinhirns eine gesteigerte Remyelinisierung festgestellt
werden. Eine mdgliche Erklarung hierfur konnte darin liegen, dass analog zur Situation
bei MS die Kapazitat zur Remyelinisierung mit dem Alter abnimmt, was auf eine
erschwerte Differenzierung der OPCs durch die zunehmende Azetylierung von Histonen
im Alter zuriickzufthren ist [143].

Neuere therapeutische Ansétze zur Regeneration konzentrieren sich daher auf die direkte
Unterstitzung der endogenen Remyelinisierung: So wurde Opicinumab, ein
monoklonaler  Antikdrper gegen das ausschliellich im ZNS exprimierte
Transmembranprotein LINGO-1 (Leucine rich repeat and Immunoglobin-like domain-
containing protein 1), entwickelt, da grundlagenwissenschaftliche Studien gezeigt hatten,
dass LINGO-1 die Remyelinisierung hemmt und die Inhibition von LINGO-1 eine
verstarkte OPC-Differenzierung in mehreren MS-Tiermodellen bewirkte [158, 159]. In
der placebokontrollierten Phase-I1-Studie zu anti-LINGO-1 bei RRMS- und SPMS-
Patienten (SYNERGY-Studie) wurde der primare Endpunkt mit Verbesserung der
neurophysiologischen und kognitiven Funktionen jedoch nicht erreicht [160]. Die
Post-hoc-Analyse der SYNERGY-Studie deutet allerdings darauf hin, dass das
Medikament in einer Subgruppe der Studienteilnehmer, die sich u. a. durch eine kurze
Erkrankungsdauer kennzeichnete, besser wirksam ist, weshalb die aktuell laufende
AFFINITY-Studie initiiert wurde, um jene Subpopulation zu identifizieren, die von einer
Opicinumab-Behandlung profitieren koénnte [161]. Weitere derzeit verfolgte
remyelinisierungsfordernde Therapiestrategien umfassen u. a. hochdosiertes Biotin
(Vitamin By7), welches in einer Phase-11-Studie an PPMS-Patienten zeigte, dass perorales
Biotin  (vermutlich als Kofaktor fir Enzyme der Myelinbildung) die
Behinderungsprogression, gemessen an der Gehféhigkeit, aufhalten/verbessern kann
[162, 163] sowie das Antihistaminikum Clemastin, das in einer Phase-I1-Studie bei
RRMS-Patienten mit chronischer Optikusneuropathie zu einer signifikanten
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P100-Latenzverbesserung fuhrte, was als Zeichen einer Remyelinisierung gedeutet wurde
[164].

Seit einigen Jahren finden sich auBerdem Bemihungen, untergegangene
Oligodendrozyten durch Transplantation myelinbildender Stammzellen zu ersetzen,
wobei Kkritische Aspekte fur die Anwendung beim Menschen die Herkunft und Art der
Stammzellen sowie das Entartungsrisiko darstellen [165]. Derzeit am
vielversprechendsten erscheint die autologe Transplantation von aus dem Knochenmark
gewonnenen mesenchymalen Stammzellen (Mesenchymal Stem Cells = MSCs): Connick
et al. berichteten in einer Phase-1la-Studie an zehn SPMS-Patienten uber eine sichere
intravendse Applikation autologer MSCs, die zu einer signifikanten Verbesserung des
Visus und der Latenzen der visuell evozierten Potenziale fiihrte [166]. Darlber hinaus
zeigte eine kleine Pilotstudie zur intrathekalen Transplantation autologer MSCs bei
Patienten mit progredienter MS eine Verringerung der klinischen Beeintrachtigung bei
vier von sechs Patienten, die Uber einen Zeitraum von etwa sieben Jahren nachbeobachtet
wurden [167]. Es wird angenommen, dass MSCs im ZNS durch ihre
immunregulatorischen und neurotrophen Eigenschaften regenerative Prozesse fordern
[168]. Da das therapeutische Potenzial der MSC-Transplantation bei MS aufgrund der
aktuellen Datenlage nicht abzuschatzen ist, wurden groBere u. a. weltweite
placebokontrollierte, doppelblinde und randomisierte Studien an Patienten mit
schubférmig-remittierender und progredienter MS initiiert (MESEMS- u. ACTiMusS-
Studie) [165, 169], um nach Analyse einer groferen Teilnehmerzahl und
unterschiedlicher Verlaufe sichere Aussagen tber den Nutzen dieser innovativen, aber
aufwendigen und invasiven Behandlungsstrategie treffen zu kénnen.

In Zusammenschau unterdriicken die verlaufsmodifizierenden Therapeutika der MS zwar
effektiv den autoimmunen Entziindungsprozess (4.2), sie haben jedoch wenig Einfluss
auf die Neurodegeneration (4.3). Die Remyelinisierungsforderung als neues
Therapiekonzept der MS ist deshalb zunehmend Gegenstand aktueller Forschung,
wodurch viele verschiedene potenziell neuroregenerative Ansétze identifiziert werden
konnten. Es bleibt abzuwarten, welchen Stellenwert die medikamenttse Therapie und die
Stammzelltransplantation zur Foérderung der Neuroregeneration in Zukunft einnehmen
wird und ob eine Umsetzung in die Klinik aufgrund der Heterogenitat der Patienten und

des unvollstéandigen Verstandnisses der Remyelinisierung beim Menschen gelingen wird.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die erste detaillierte Untersuchung zum
Einfluss des murinen Anti-CD52-Antikorpers auf die neurodegenerativen Prozesse
Demyelinisierung, Axonschaden und Hirnatrophie in der MP4-induzierten EAE der B6-
Maus im chronischen Stadium der Erkrankung. Wahrend bei effektiver T- und B-Zell-
Depletion das Fortschreiten der Axonschadigung verhindert werden konnte, hatte der
Antikorper keinen Effekt auf bereits vorhandene Axonschaden. Die Myelindegeneration
und -regeneration sowie der Verlust der Hirnsubstanz blieben von der Behandlung
unbeeinflusst, wobei Schwachstellen der Studie beriicksichtigt werden mdussen.
Betrachtet man dariber hinaus die unverénderte Klinik der behandelten M&use, konnten
die vielversprechenden Ergebnisse zur Akuttherapie der EAE bei Applikation des
Antikdrpers im chronischen Verlauf nicht bestétigt werden. Fiir ein besseres Verstandnis
der zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch, auch in Hinblick auf Ocrelizumab als
PPMS-Therapeutikum, weitere Studien zur Durchlassigkeit der BHS fiir Antikorper und
ihrer Wirkung im ZNS erforderlich. Die Entwicklung von Typ-Il-Antikdrpern, die
weniger CDC abhéngig, sondern vielmehr durch direkte Apoptoseinduktion wirken [136,
170], konnte eine Strategie darstellen. Weiterhin konnte der Einsatz von selektiveren
neuroprotektiven [138] und remyelinisierungsférdernden [143, 165]
Behandlungsansétzen, welche ein hochaktuelles Gebiet der MS-Forschung darstellen, die
bestehenden immunmodulatorischen Therapeutika in  Zukunft sinnvoll erganzen.
Insgesamt bleibt abzuwarten, inwieweit eine Kombinationstherapie zu einer besseren

Kontrolle der Erkrankung beitragen kann.
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5 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS) und stellt die hdufigste Ursache fruhzeitiger
Behinderung junger Erwachsener dar. Kennzeichnend sind multifokale ZNS-Ldsionen,
die durch Inflammation, Demyelinisierung und Axonschaden gepréagt sind und zu
multiplen  neurologischen Defiziten flhren. Derzeit ist es mithilfe der
verlaufsmodifizierenden Therapie moglich, die Immunantwort abzuschwachen und damit
die Krankheitsprogression zu verzdgern. Geheilt werden kann die Erkrankung jedoch
bislang nicht. Dabei ist nicht hinreichend geklart, ob die neuen Therapieoptionen ber die
Immunmodulation/-suppression hinaus einen anhaltenden Schutz vor der langfristigen
Neurodegeneration bieten.

Basierend auf den vielversprechenden Ergebnissen klinischer Studien zur Therapie der
schubférmig-remittierenden MS mit dem Anti-CD52-Antikdrper Alemtuzumab, der zu
einer Depletion CD52-exprimierender Immunzellen fihrt, wurden diesbezlglich
Analysen in MS-Tiermodellen durchgefiihrt. Da die Untersuchung der zugrunde
liegenden Patho- und Effektormechanismen am Menschen kaum maglich ist, ist die MS-
Forschung flr ein tiefergehendes Verstandnis auf Tiermodelle angewiesen. Die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist hierbei das am weitesten
verbreitete Modell der MS, woflr vor allem der C57BL/6 (B6) -Mausstamm verwendet
wird, da auf diesem Hintergrund die meisten genmodifizierten Mause geziichtet werden.
Jene tierexperimentellen Studien, in denen ein muriner Anti-CD52-Antikorper im friihen
Krankheitsstadium der EAE (Auftreten erster paralytischer Symptome) verabreicht
wurde, erbrachten den Hinweis einer neuroprotektiven und scheinbar regenerativen
Wirkung des Antikorpers.

Uber einen neuroprotektiven Effekt von Alemtuzumab im schwer behandelbaren
chronisch-progredienten Stadium der MS ist jedoch wenig bekannt. Die vorliegende
Arbeit ist die erste detaillierte Untersuchung zum Einfluss des murinen Anti-CD52-
Antikorpers auf die Demyelinisierung, den Axonschaden und die Hirnatrophie in der
MP4-induzierten EAE der B6-Maus im chronischen Verlauf der Erkrankung (ab stabilem
Plateau der Klinischen Symptomatik). MP4 ist ein Myelinfusionsprotein aus MBP
(Myelin-Basisches-Protein) und PLP (Proteolipidprotein), welches in B6-Mé&usen durch

aktive Immunisierung eine EAE induziert, die chronisch verlduft und als eines von
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wenigen Modellen neben der T-Zell-Abhéngigkeit die an Bedeutung zunehmende B-Zell-
Komponente der MS darstellt. Histopathologisch finden sich in der chronischen MP4-
induzierten EAE eine ausgepréagte Riickenmarks- und Kleinhirnschadigung, die vor allem
im Kleinhirn durch eine B-Zell-Aggregation charakterisiert ist.
Nachdem die MP4-immunisierten Mause im chronischen Stadium der EAE an finf
aufeinanderfolgenden Tagen mit 10 mg/kg Korpergewicht murinem Anti-CD52-
spezifischem 1gG2a-Isotypantikérper bzw. murinem unspezifischem 1gG2a-Isotyp-
Kontroll-Antikorper behandelt worden waren, wurde die Lymphozytendepletion im
peripheren Blut durchflusszytometrisch ermittelt und deren Einfluss auf MP4-spezifische
Antikorper anhand eines indirekten Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISAS)
untersucht. Als Marker fiir Axonschéden wurde im Serum vorhandenes phosphoryliertes
Neurofilament-Heavy (pNF-H) mithilfe eines indirekten Sandwich-ELISAs quantitativ
bestimmt. Rickenmark und Kleinhirn wurden ultrastrukturell auf Veranderungen der
Myelinisierung (mittels g-Ratio: Axondurchmesser geteilt durch Gesamtdurchmesser der
Nervenfaser) und auf Axonpathologien (verringerter Abstand benachbarter
Neurofilamente, axolytische Axone, axonaler Verlust) untersucht. Die Hirnatrophie
wurde MRT-basiert gemessen und der klinische Verlauf taglich evaluiert.
Durch die Anti-CD52-Antikorperbehandlung wurde die T- und B-Zellzahl zwar drastisch
vermindert, die MP4-spezifische Antikorperproduktion blieb davon jedoch
unbeeintrachtigt. Ein ginstiger Effekt auf die De- und Remyelinisierung war nicht
festzustellen. Das Hirnvolumen und die klinische Présentation der M&use blieben
ebenfalls unveréndert. Wéhrend kein Unterschied der pNF-H-Konzentration zu erkennen
war, konnte ultrastrukturell jedoch ein geringerer Axonschaden nachgewiesen werden.
Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass der Anti-CD52-Antikdrper im
chronischen Verlauf der EAE/MS wenig Einfluss auf die neurodegenerativen Prozesse
nimmt und die Regeneration nicht fordern kann. Die Ursache liegt vermutlich in der
Undurchlassigkeit der Bluthirnschranke fir Antikorper sowie dem limitierten
Verstandnis der Antikorperwirkung im ZNS. Die vorliegende Studie regt somit zur
Etablierung von ZNS-wirksamen Antikdrpern an und unterstreicht die Bedeutung der
Entwicklung von selektiveren neuroprotektiven und remyelinisierungsfordernden
Behandlungsansatzen, die eine wertvolle Erganzung zur verlaufsmodifizierenden

Therapie darstellen kdnnten.
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6 Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disorder of the central
nervous system (CNS) and the most frequent cause of early disabilities in young adults.
Multifocal CNS lesions are typical for the disease and characterized by inflammation,
demyelination and axonal pathology that lead to multiple neurological deficits. Currently
disease modifying therapies (DMTs) make it possible to reduce the immune response and
to delay the progression of the disease, but there is still no cure for MS. However, it is
not fully understood whether these new treatment options provide long-lasting protection
against neurodegeneration beyond immune modulation/-suppression.

Based on promising data from clinical studies of the anti-CD52 antibody alemtuzumab
for the treatment of relapsing-remitting MS that leads to depletion of CD52-expressing
lymphocytes, investigations on this question were performed in animal models for MS.
Since studies of the underlying pathomechanisms and effector functions are difficult to
carry out in humans, MS research is still dependent on animal models to gain deeper
understanding. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the most widely
distributed model for MS, for which the C57BL/6 (B6) mouse strain is commonly used,
since most gene-modified mice are bred on this background. The animal experiments that
applied a murine anti-CD52 antibody at early disease stage of EAE (first appearance of
paralytic symptoms) indicated a neuroprotective and apparent regenerative effect of the
antibody.

Indeed, little is known about a neuroprotective effect of alemtuzumab when given at the
chronic progressive phase of MS which is still difficult to treat. The present study is the
first detailed investigation on the impact of the murine anti-CD52 antibody on
demyelination, axonal damage and brain atrophy in MP4-induced EAE in B6 mice during
the chronic stage of the disease (starting at stable plateau of clinical symptoms). MP4 is
a myelin fusion protein of MBP (myelin basic protein) and PLP (proteolipid protein) that
induces chronic EAE in B6 mice via active immunization. MP4-induced EAE is one of
the few models that reflects the B cell component in addition to the T cell-mediated
features of MS. Its chronic stage is characterized by severe spinal cord and cerebellar
pathology with B cell aggregation especially in the cerebellum.

After MP4-induced mice were treated at the chronic stage of EAE either with 10 mg/kg
body weight murine anti-CD52 specific 1gG2a isotype antibody or murine unspecific
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IgG2a isotype control antibody for five consecutive days, flow cytometric analysis of
lymphocyte depletion was performed on peripheral blood and its effect on MP4-specific
antibodies was determined by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
The level of released phosphorylated neurofilament-heavy (pNF-H) in the serum as a
marker for axonal damage was measured by indirect Sandwich-ELISA. Change of
myelination (by using the g-ratio: axon diameter divided by nerve fiber diameter) and
axonal pathology (decreased nearest neighbour neurofilament distance, axolytic axons,
axonal loss) was evaluated in spinal cord and cerebellum by electron microscopy. Brain
atrophy was measured based on MRI and clinical course was daily evaluated.

The treatment with the anti-CD52 antibody drastically reduced the number of T cells and
B cells, while the titers of MP4-specific antibodies remained unaffected. There was no
effect on de- and remyelination. Furthermore, brain volume and clinical disease severity
remained unaltered. While there was no difference in pNF-H concentration, on the
ultrastructural level the number of damaged axons was decreased.

In sum, these data reveal that the anti-CD52 antibody has a low impact on
neurodegenerative processes and none on regeneration in the chronic stage of EAE/MS.
This is probably due to the impermeability of the blood-brain barrier for antibodies and
the limited understanding of the effects of antibody treatment in the CNS. Thus, this study
points towards the need for effective antibody treatment in the CNS as well as for more
selective neuroprotective and remyelination promoting therapeutic strategies that could

complement the existing DMTSs.
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7 Eigenanteil und Vorabveroffentlichung der Daten

Diese Studie wurde im Rahmen eines gemeinschaftlichen Projektes der Arbeitsgruppe
durchgefihrt. Die Untersuchung der klinischen Parameter, der Lymphozytendepletion
und der MP4-spezifischen Antikérperproduktion der chronisch kranken Méause wurde zu
gleichen Teilen gemeinsam von meinem Co-Doktoranden Herrn M. Simon und mir
durchgefuhrt und ausgewertet (3.1 — 3.2). Die Analyse der Neurodegeneration
und -regeneration beziglich Demyelinisierung, Remyelinisierung, Axonschaden und
Hirnatrophie mittels Elektronenmikroskopie, pNF-H-ELISA und MR-Bildgebung wurde
von mir durchgefihrt, ausgewertet und dient der Beantwortung der zentralen
Forschungsfrage dieser Arbeit (3.3 — 3.5). Herr M. Simon fiihrte die Auswertung der
klinischen Parameter der akut kranken Mduse, den Immunassay (Enzyme-linked Immuno
Spot Assay) zur Bestimmung MP4-spezifischer B-Zellen und die Analyse der B-Zell-
Aggregation, Demyelinisierung, Remyelinisierung und Axonschadigung mittels
Immunhistochemie durch. Seine Ergebnisse werden in Kapitel 4.1 bis 4.4 mit meinen

Ergebnissen verglichen, um die Einordnung in den Gesamtkontext zu ermdglichen.
Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in folgendem Aufsatz [105] vorab
veroffentlicht:

Simon M*, Ipek R*, Homola GA, Rovituso DM, Schampel A, Kleinschnitz C, Kuerten
S (2018) Anti-CD52 antibody treatment depletes B cell aggregates in the central nervous

system in a mouse model of multiple sclerosis. J Neuroinflammation 15(1): 225.

* geteilte Erstautorenschaft
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