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Abstract

Background

Multiple sclerosis (MS) has remained a partially understood autoimmune disease of the
central nervous system (CNS). Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
triggered in animals is commonly used to study the pathogenesis of MS and to establish
therapeutic agents. MP4-induced EAE represents a murine model of MS that allows
targeted research on B cells, which have been a much-discussed protagonist in MS
pathogenesis. This study investigates the effect of the S1P; receptor modulator FTY 720
(fingolimod) on the autoreactive B cell response as well as on the B cell distribution

both in the periphery and the CNS.

Methods

Oral FTY720 application for a duration of 30 days was initiated in MP4-immunized
mice 50 days after EAE onset. After immunization, clinical symptoms were monitored
daily. The MP4-specific B cell and antibody response were studied using ELISPOT and
ELISA. The distribution of peripheral B and T cells in the blood as well as B cell
subsets in the spleen was evaluated by flow cytometry. The formation of B cell
aggregates in the CNS and their development into tertiary lymphoid organs (TLOs) was

studied by histology and immunohistochemistry.

Results

In this study, FTY720 did not significantly alter clinical EAE. Peripheral T cell numbers
in the blood appeared to be significantly reduced after FTY720 treatment while the
percentage of B cells were only slightly diminished. Evaluation of the B cell subsets in
the spleen revealed a significantly higher percentage of B220" B cells in FTY720-
treated mice, whereas other B cell subtypes remained unaffected. Furthermore, there

was no effect on already developed B cell aggregates in the CNS after FTY720



application, however treatment seemed to affect the evolution of B cell aggregates into

TLOs.

Conclusions

This study implies differential effects of FTY720 treatment on the B cell compartment

in a chronic B cell-dependent model of MS.
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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist als entziindliche FErkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS) definiert, die zur Demyelinisierung und Zerstérung von
Neuronen fiihrt [1]. Sie tritt als schubformig oder chronisch progredient verlaufende
Krankheit auf und ist u. a. durch einseitigen Visusverlust, Schwiche der Extremitéten,
Ataxie oder Paristhesien gekennzeichnet [2]. Nach derzeitigem Erkenntnisstand ist
hierfiir eine noch nicht vollstdndig verstandene Autoimmunreaktion ursdchlich. In der
Bundesrepublik Deutschland sind rund 200 000 bis 220 000 Patienten an der
Enzephalomyelitis disseminata erkrankt und sie tritt hierzulande mit einer Prévalenz
von 0,3% sowie einer Inzidenz von 13 : 100 000 Einwohnern auf [3]. Die Erkrankung
manifestiert sich in der iiberwiegenden Zahl der Fille zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr und ist somit von enormer soziodkonomischer Bedeutung. Wie bei vielen
anderen Autoimmunerkrankungen herrscht auch bei der MS eine Gynikotropie vor,
sodass aktuell eine Geschlechterrate von 2,3:1 (Frauen : Miénner) vorliegt [2, 3].
Weiterhin ist eine geographisch bedingte Prdvalenz beschrieben, die zu den Polen
jeweils zunimmt, wihrend MS-Erkrankungen um den Aquator selten auftreten [4]. Die
Regionen mit dem hdochsten Risiko sind Nord-, Zentral- und Osteuropa sowie die

nordlichen Abschnitte von Amerika und Neuseeland [5, 6].

1.1.1.  Atiologie

Obwohl die Erkrankung erstmals vor etwas mehr als 150 Jahren von Jean-Martin
Charcot als sclérose en plaques beschrieben wurde [7], ist die Atiologie der MS bis
heute ungeklért. Inzwischen gilt eine genetische Pridisposition als gesichert, jedoch
handelt es sich hierbei vielmehr um ein polygenes Geschehen als um einen
monogenetischen Erbgang [3, 5, 6]. Diese Uberlegung wird beispielsweise durch die
Konkordanzrate von 31% bei eineiigen Zwillingen gestiitzt, wéhrend das
Erkrankungsrisiko bei einem betroffenen Verwandten ersten Grades 5% betréigt.

Genetische Untersuchungen konnten lediglich DNA-Sequenzen mit einer erhohten



Wabhrscheinlichkeit fiir den Krankheitsausbruch feststellen, die jedoch nicht mit volliger
Sicherheit kausal mit der MS verkniipft werden konnen. Als Beispiele fiir diese Funde
sind v. a. die Gene des human leucocyte antigen-Komplexes (HLA) und insbesondere
das HLA-DRBI1*1501-Allel zu nennen, das mittlerweile als Hauptrisikofaktor gilt [5,
6]. Zusitzlich werden verschiedene Hypothesen diskutiert, u. a. Einfliisse aus der
Umwelt als auslosende Faktoren. Diese Annahme basiert zum einen auf
Migrationsstudien, die zeigten, dass die Exposition gegeniiber pathogenen
Umweltfaktoren vor dem 15. Lebensjahr fiir eine spdtere Manifestation der MS
entscheidend ist, wéihrend Migranten, die nach dem 15. Lebensjahr in ein
Hochrisikogebiet, wie FEuropa oder Kanada, auswanderten, ihr vorheriges
Erkrankungsrisiko beibehielten [3]. Eine prominente Hypothese bleibt weiterhin der
Einfluss von humanpathogenen Viren, insbesondere des Epstein-Barr-Virus (EBV), das
zur infektidsen Mononukleose fiihrt. Die nahezu hundertprozentige Seropositivitét unter
MS-Patienten, eine erhohte Erkrankungswahrscheinlichkeit nach durchstandener
klinisch  apparenter  infektioser =~ Mononukleose = und  eine intrathekale
Antikorperproduktion gegen EBV-assoziierte Proteine stiitzen diese Theorie [8]. Ferner
gilt Vitamin D als ein weiterer moglicher Akteur in der Atiologie der MS. In Studien
konnten diverse immunmodulatorische Effekte von Vitamin D u. a. auf regulatorische
T-Zellen und Zytokine nachgewiesen werden, die zu der These fiihrten, dass ein Mangel
zu einem erhohten Risiko fiir MS beitrdgt [9]. Zusétzlich stehen die oben genannte
geographische Prdvalenz und damit die Exposition gegeniiber Sonnenlicht
unvermeidlich im Zusammenhang mit Vitamin D. Untersuchungen zeigten eine
Abhidngigkeit zwischen dem  Vitamin D-Spiegel im Blut und der
Erkrankungswahrscheinlichkeit: In verschiedenen Populationen konnte ein niedriger
Serum-Vitamin-D-Spiegel mit einem deutlich erhdhten Erkrankungspotenzial fiir die
MS assoziiert werden [3, 9]. Weitere Theorien beschiftigen sich mit dem moglichen
Einfluss von Nikotinkonsum. In Studien zeigte sich zwar nur eine leichte Assoziation
zwischen dem Tabakkonsum und der MS, allerdings lie} sich in Metaanalysen eine
dosisabhingige Wirkung nachweisen, da das Erkrankungsrisiko mit der Anzahl der
gerauchten Zigaretten anstieg [10]. Die Auswirkung der Erndhrung mit Einbezug des
enterischen Nervensystems und ein moglicher Zusammenhang mit Adipositas sind

ebenfalls in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung geriickt [11-13].



Zusammenfassend wird nach aktuellem Wissenstand von einem Zusammenspiel aus

genetischer Pradisposition und multiplen Umwelteinfliissen ausgegangen.

1.1.2. Klinischer Verlauf

Der klinische Verlauf der MS beginnt in der {iberwiegenden Zahl der Fille mit der
schubformig-remittierenden Form (RRMS), welche vor allem durch die Inflammation
im ZNS gekennzeichnet ist. Ein Schub gilt als das plotzliche Auftreten von vorher nicht
priasent gewesenen neurologischen Defiziten, die iiber 24 Stunden (h) persistieren und
nicht im Rahmen von Infekten oder durch eine Anderung der Kdrpertemperatur erklirt
werden konnen [14]. Weiterhin muss ein Mindestabstand von 30 Tagen zum letzten
Schubereignis bestehen. Ein Abklingen der Symptome ist innerhalb von sechs bis acht
Wochen zu erwarten, jedoch verlduft die Krankheit in ungefdhr 40% der Fille
progredient [5]. Mit zunehmender Schubrate wird eine vollstindige Remission nicht
mehr erreicht und die Neurodegeneration iiberholt die inflammatorische Komponente.
Dieses Stadium ist als sekundir-progrediente MS (SPMS) definiert. Bei etwa 10% aller
MS-Patienten ist die Erkrankung von Beginn an durch einen sténdig fortschreitenden
Verlauf mit oder ohne aufgesetzte Schiibe gekennzeichnet und wird als primér-
progrediente MS (PPMS) bezeichnet. Die hier entstehenden neurodegenerativen
Schidden werden nicht ausreichend durch remyelinisierende Prozesse regeneriert und die
chronisch-inflammatorische Komponente erscheint aggressiver als in der RRMS [15].

Die klinischen Verlaufsarten der MS sind in Abbildung 1 schematisch aufgezeigt.
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Abbildung 1: Krankheitsverldufe der MS

Die héufigste Manifestation der MS als schubformig remittierender Krankheitsprozess (RRMS) ist durch
Schubereignisse mit anschlieBend vollstindiger oder partieller Remission gekennzeichnet. Aus diesem
Krankheitsverlauf ist ein Ubergang in die sekundér progredient verlaufende MS (SPMS) méglich, hierbei
iiberwiegt die Neurodegeneration und es folgt eine fortschreitende Zunahme der Behinderung, die mit
oder ohne aufgesetzte Schiibe ablaufen kann. Etwa 10% aller MS-Patienten leiden seit dem
Krankheitsbeginn an einem primir progredienten Verlauf (PPMS), der selten aufgesetzte Schiibe
aufweist.

1.1.3. Pathogenese und Pathologie

Fiir die pathogenetische Entstehung der MS gibt es zwei Theorien, die den Ursprung der
Krankheit entweder innerhalb oder auBerhalb des ZNS festlegen (inside-out- bzw.
outside-in-Hypothese) [16]. Da Letztere die vorherrschende wissenschaftliche Meinung

wiederspiegelt und aufgrund von Tiermodellen hinreichend erforscht wurde, wird sie im



Folgenden niher erortert. Den Ausgangspunkt bilden antigenprésentierende Zellen im
Blut oder in sekunddr lymphatischen Organen, die autoreaktive CD4*-T-Zellen
aktivieren [17, 18]. Fir diese lymphozytire Aktivierung werden verschiedene
Hypothesen diskutiert [1, 17]: Durch molekulare Mimikry konnten T-Zellen auf
korpereigene Antigene kreuzreagieren und somit Myelinscheidenproteine als ihr
Angriffsziel identifizieren. Eine zweite Moglichkeit wird im Bystander-Effekt
beschrieben. Hier erfolgt die Aktivierung von autoreaktiven Lymphozyten iiber ein
unspezifisches inflammatorisches Milieu, das zum Beispiel wihrend entziindlichen
Erkrankungen herrscht. Diese Theorien schlieBen sich gegenseitig jedoch nicht aus,
weshalb ein Zusammenspiel durchaus denkbar ist. Beide miinden in die Transmigration
von autoreaktiven, aktivierten CD4"-T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen iiber die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) in das ZNS [3]. An dieser Stelle sind insbesondere IL-17-
produzierende CD4'-T-Zellen, sogenannte Tul7-Zellen, erwdhnenswert. Diese
erleichtern die Transmigration durch die Schiddigung der BHS und sind in den
inflammatorischen Herden des ZNS in grof3er Zahl nachweisbar [19]. Jedoch spielt auch
das angeborene Immunsystem eine elementare Rolle in der Pathogenese der MS. So
werden von Mastzellen und natiirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) sezernierte
proinflammatorische Zytokine, wie Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), benétigt, um Mikroglia und Astrozyten im ZNS zu aktivieren und weitere
Immunzellen, insbesondere CD8*-T-, B- und Mastzellen, aus dem peripheren Blut zu
rekrutieren [17, 19]. Autoreaktive CD4"-T-Zellen werden, nachdem sie ins ZNS
transmigriert sind, durch Gewebsmakrophagen sowie Astrozyten erneut erregt und
reagieren dann insbesondere auf die Myelinscheidenproteine basisches Myelinprotein
(MBP), Proteolipid Protein (PLP) und Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG)
als Zielantigene [1]. Wihrend die Rekrutierung und Aktivierung des Immunsystems
hauptséchlich durch CD4*-T-Zellen dirigiert wird, ist ein Zusammenspiel von direkter
und Antikorper-vermittelter Komplementaktivierung und Phagozytose sowie
zytotoxische CD8-T-Zellen fiir die Demyelinisierung und axonale Schidigung
ursdchlich [6, 18]. Pathologisch fiihrt dies im gesamten ZNS zu perivaskuldren
demyelinisierten, inflammatorischen Lisionen, die von einem parenchymalem Odem
umgeben sind, die insbesondere in der weilen Substanz in der

Magnetresonanztomographie (MRT) prominent [2, 19]. Wéhrend akute MS-Herde



bildmorphologisch diffus erscheinen, sind chronische schéirfer vom umliegenden
Parenchym abgrenzbar [20]. Hypertrophierende Astrozyten versuchen im
Krankheitsverlauf die axonalen Schdden zu beheben und es kommt dadurch sekundir
zur narbigen Gliose [19, 20]. In einigen Lésionen kann es durch Rekrutierung von

oligodendrozytiren Progenitorzellen zur partiellen Remyelinisierung kommen [21].

1.14. Pathogenetische Rolle der B-Zellen

Die MS wurde primér als T-Zell-vermittelte Krankheit verstanden. In den letzten Jahren
ist die Rolle der B-Zelle in der Pathogenese jedoch in den Fokus der Forschung geriickt.
Dies liegt zum einen am Therapieerfolg mit B-Zell-depletierenden monoklonalen
Antikorpern, wie Rituximab und dessen Nachfolger Ocrelizumab, die beide selektiv auf
CD20*-B-Zellen abzielen. Es konnte anhand von Patienten mit RRMS gezeigt werden,
dass bereits ein Zyklus mit Rituximab in der MRT nachweisbare Gadolinium-
aufnehmende Lésionen im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert und den klinischen
Verlauf positiv beeinflusst [22, 23]. Der humanisierte monoklonale Antikorper
Ocrelizumab bindet ebenfalls an das B-Zell-Oberflichenprotein CD20, allerdings nutzt
er ein anderes Epitop als sein Vorgénger Rituximab. Ocrelizumab erwies sich ebenfalls
duBerst wirksam in der Behandlung der RRMS: Sowohl eine Reduktion der aktiven
inflammatorischen Lésionen im MRT, als auch eine reduzierte Riickfallrate im
Vergleich zur Behandlung mit IFN-f fiihrten zur Zulassung in der Behandlung der
RRMS [24]. Dariiber hinaus gelang mit Ocrelizumab ein Durchbruch in der Behandlung
der PPMS, fiir die zuvor keine krankheitsbeeinflussenden Medikamente zur Verfiigung
standen. Der  humanisierte =~ Antikorper erzielte eine  Retardation  des
Krankheitsprogresses und wirkte im Vergleich zur Placebo-kontrollierten Gruppe
protektiv gegen Hirnatrophie [25]. Ein weiteres therapeutisches Mittel fiir MS-Patienten
ist die Plasmapherese, die bei Steroid-refraktidren Schubereignissen eingesetzt wird [14,
26] und sich insbesondere bei Patienten mit durch Komplement- und Ig-Ablagerungen
verursachter Demyelinisierung effektiv zeigte [27]. Diese Lisionsart ist gleichzeitig die
am hiufigsten gefundene Form bei MS-Patienten [28]. Als weiterer immunologischer
Anhaltspunkt konnen B-Zellen im peripheren Blut von erkrankten Individuen

aufgezdhlt werden, die auf ZNS-Antigene reagierten und in gesunden Kontrollen nicht



nachweisbar waren [29]. Dariiber hinaus fanden sich klonal selektionierte Plasmazellen,
die Antikorper gegen Myelinscheidenproteine produzierten im Liquor von MS-
Patienten [30]. In diesem Zusammenhang sind auch oligoklonalen Banden (OKB) zu
nennen. Diese sind Ausdruck einer intrathekalen Ig-Synthese durch Plasmazellen und
bei iiber 95% aller MS-Patienten nachweisbar [31-33]. Sie sind auch heute noch ein
diagnostischer und prognostisch bedeutsamer Marker [14]. In der Zusammenschau der
oben genannten Aspekte ist die Rolle der B-Zelle in der Pathogenese der MS zentraler
als frilher vermutet und wird daher auch vermehrt in der Erforschung von

Therapieoptionen bedacht [34-36].

1.2. Tertiar lymphatische Organe

Primér lymphatische Organe (PLOs), wie Knochenmark und Thymus, sowie sekundir
lymphatische Organe (SLOs), die sich aus Milz, Lymphknoten und den Peyer Plaques
zusammensetzen, sind etablierte und erforschte Bestandteile des Immunsystems. Das
restliche lymphatische System, also LymphgefdBle und deren Zusammenfliisse, wurde
als tertidr lymphatisches Gewebe beschrieben, das im Normalfall kaum Merkmale von
lymphatischen Organen aufweist [37]. Durch chronisch-inflammatorische Prozesse im
Korper konnen sich diese lymphatischen Charakteristika jedoch ausbilden und werden
dann als tertidir lymphatische Organe (TLOs) bezeichnet [37-39]. Zunédchst konnten die
TLOs v. a. mit Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise der rheumatoiden Arthritis
[40-42], dem Sjorgen-Syndrom [43, 44] und der Hashimoto-Thyreoiditis [45, 46]
assoziiert werden. Bereits 1978 gelang erstmals der histopathologische Nachweis von
lymphoidem Gewebe und perivaskuldren Ansammlungen von Plasmazellen,
Makrophagen und Lymphozyten bei wenigen MS-erkrankten Personen [47]. Jedoch
filhrte der Nachweis von meningealem Lymphknoten-artigem Gewebe zunéchst in
einem Mausmodell der RRMS [48] {iber 20 Jahre spéter zur Entdeckung von Follikeln
in den Meningen von Patienten mit SPMS [49]. Die hierfiir von Serafini et al.
immunhistochemisch  untersuchten post mortem Priparate zeigten dichte
Ansammlungen von B-, T- und Plasmazellen, sowie von follikuldr dendritischen Zellen
(FDZ) und CXCLI13, das als Chemoattraktant fiir B-Lymphozyten fungiert. Diese
ektopen lymphatischen Follikel fanden sich in direkter Nachbarschaft zu



inflammatorisch verdnderten Blutgefilen und wiesen die Aspekte eines follikuldren
Keimzentrums auf, u. a. proliferierende B-Zellen und ein Netzwerk aus FDZ. Jedoch
konnte hierbei kein Marker fiir hochendotheliale Venolen (HEV) als wichtiges
Charakteristikum von SLOs nachgewiesen werden. Diese in wenigen Individuen
gezeigten Befunde konnten in einer grofleren Anzahl an ZNS-Priparaten von SPMS-
Patienten nachgewiesen und in dieser Studie mit dem klinischen Verlauf sowie dem
Grad an Gewebsdegeneration in Verbindung gebracht werden [50, 51]. Die
Patientengruppe mit Follikel-Nachweis zeichnete sich durch einen frithen
Krankheitsbeginn sowie einen hohen Behinderungsgrad zu Beginn der MS aus und wies
pathologisch im Vergleich zur Kontrollgruppe eine schwergradige Gewebsdestruktion
auf. Diese und weitere Befunde stirkten zum einen die Bedeutung der B-Zelle in der
Immunpathogenese der MS und stellen zum anderen einen potenziellen

Therapieansatzpunkt dar [52, 53].

1.3. EAE als Tiermodell der MS

Bereits 1947 konnte gezeigt werden, dass bei Rhesusaffen durch die Verabreichung von
ZNS-Antigenen in Kombination mit komplettem Freund-Adjuvans (KFA) eine akute
demyelinisierende Enzephalomyelitis aktiv ausgelost werden kann [54]. Die
Weiterentwicklung dieser Erkenntnis fiihrte zur Etablierung der experimentellen
autoimmunen  Enzephalomyelitis (EAE) bei kleineren  Nagetieren, wie
Meerschweinchen [55, 56] und Méusen [57]. Dariiber hinaus konnte durch die Zugabe
von Pertussis-Antigen zu der Kombination aus ZNS-Antigen und KFA eine rapide
Beschleunigung des Krankheitsprozesses erreicht werden [58]. Mausmodelle der EAE
wurden aufgrund ihrer Praktikabilitdt weiter erforscht, wodurch heute insbesondere
MOG, MBP und PLP als auslosende Antigene etabliert sind [59, 60]. Diese EAE-
Formen spielen seitdem eine zentrale Rolle im Verstdndnis der Immunpathogenese der
MS [61]. So konnte der grundlegende Einfluss von T-Lymphozyten in der Erkrankung
durch den Transfer von Antigen-spezifischen T-Zellen aus aktiv immunisierten in
gesunde Tiere demonstriert werden [62, 63]. Jedoch war es nicht nur moglich, die
pathogenetischen Mechanismen der MS anhand von EAE-Modellen zu erforschen.

Wertvolle Erkenntnisse in Bezug auf mogliche therapeutische Optionen fiir MS-



Patienten sind der Erprobung in Mausmodellen zu verdanken [64-67]. An dieser Stelle
ist insbesondere Natalizumab (Handelsname TYSABRI®; Biogen), ein monoklonaler
Antikorper gegen das Zelladhdsionsmolekiil Integrin-o4, zu nennen, das den Sprung von
der Erprobung im Tiermodell in die Behandlung der MS schaffte und als eines der
ersten Medikamente im Jahr 2006 in Deutschland die Zulassung fiir die Therapie von
hochaktiven Verldufen der RRMS erhielt [68-70]. Allerdings bestehen hinsichtlich der
Tiermodelle auch Limitationen. Zum einen wird die EAE kiinstlich durch die
Immunisierung gegen ein bekanntes Antigen provoziert, wihrend das auslosende Agens
der MS unbekannt bleibt [71]. Des Weiteren ist aufgrund der unterschiedlichen
Verlaufsarten nicht jedes EAE-Modell zur Erforschung aller Aspekte der MS geeignet
[66, 72]. Insbesondere die Rolle der B-Zelle in der Pathogenese der Erkrankung ist in

den bisher etablierten Modellen nicht ausreichend untersucht worden [73].

1.3.1. MP4-EAE-Modell

MBP stellt ungeféhr 30-40% aller Myelinscheidenproteine dar, wihrend PLP mit 50%
den grofBten Anteil bildet [1]. Obwohl beide Antigene in einigen Mausmodellen durch
aktive Immunisierung zur EAE gefiihrt haben, blieben hédufigere Mausstimme, wie
C57BL/6-Miuse (B6), gegeniiber beiden resistent [74, 75]. Da Knock-out- oder Knock-
in-Stdimme héufig aus dem B6-Hintergrund generiert werden, ist diese Mausart von
besonderem wissenschaftlichen Interesse. Somit war es ein Novum, als Kiirten et al.
2006 erfolgreich ein Fusionsprotein aus MBP und PLP, genannt MP4, zur Induktion
einer B- und CD8"-T-Zell-abhingigen EAE in der B6-Maus einsetzten [76]. Durch ein
Protokoll bestechend aus dem MP4-Protein, KFA und Pertussis-Toxin konnte ein
Krankheitsbeginn nach spétestens zwei Wochen mit einem chronischen Verlauf sowie
einer inflammatorisch-demyelinisierenden Histopathologie erzielt werden. Das
Alleinstellungsmerkmal ist jedoch eine nicht nur von CD4'-T-Zellen, sondern
insbesondere von CD8"-T- und v. a. B-Zellen vermittelte Pathogenese. Ein Vergleich
mit der MOG:35-55-EAE zeigte eine unterschiedliche Topographie der
inflammatorischen Herde sowie eine chronische Demyelinisierung in der MP4-EAE
und es konnte ein Zusammenhang zwischen der Lésionsgrofle und -anzahl mit dem

klinischen Schweregrad hergestellt werden [77]. Insgesamt stellt das MP4-EAE-Modell



eine bedeutungsvolle Chance fiir weitere therapeutische Evaluationen und fiir die

Erforschung der pathogenetischen Bedeutung der B-Zelle dar.

1.3.2. Lymphatisches Gewebe in der EAE

Die Detektion oben genannter TLOs und deren potenzielle Funktion in der Pathogenese
der MS sowie als denkbarer therapeutische Angriffspunkt fiihrte zur Erforschung dieser
Strukturen in der EAE. B-Lymphozyten nehmen eine elementare Rolle bei der
Verarbeitung und Présentation von Antigenen gegeniiber T-Zellen ein und waren
weiterhin als zentraler Bestandteil in tertiéir lymphatischen Geweben von MS-Patienten
nachweisbar [49]. Eine gravierende Problematik lag allerdings zunédchst in der
limitierten Verfligbarkeit von B-Zell-abhingigen EAE-Modellen begriindet. Eine PLP-
induzierte EAE in SJL-Maéusen stellte das erste Mausmodell dar, in dem TLOs, wenn
auch nur in einer geringen Anzahl, detektiert werden konnten [48, 78]. Im Standard-
Protokoll der MOG:35-55-EAE gibt es noch keine sicheren Beweise fiir die Ausbildung
von ektopem follikuldren Gewebe, jedoch konnten durch den Transfer von MOG-
spezifischen Tul7-Zellen in gesunde B6 TLOs in hoher Frequenz nachgewiesen werden
[53, 79]. TLOs konnten ferner im chronischen Verlauf des B-Zell-abhidngigen MP4-
Modells der EAE nach einer Krankheitsdauer von 30-57 Tagen (d) ermittelt werden
[80]. Kiirten et al. diskutierten einen potenziellen Einfluss dieser Strukturen auf den
Krankheitsverlauf sowie die damit verbundenen inflammatorischen Prozesse im ZNS.
Eine zentrale Funktion von TLOs konnte T-Zell-, aber auch B-Zell-Priming auf
Antigene des ZNS sein. Diese These wird durch Funde von Kiirten et al. gestiitzt, die
sowohl MP4- als auch MOG-spezifische T-Zellen aus dem ZNS isolierten, wéahrend
peripheres Priming durch den fehlen den Nachweis von MOG-spezifischen T-
Lymphozyten aus SLOs ausgeschlossen werden konnte [80]. Auch bei B-Lymphozyten
konnte ein &dhnliches Phdnomen beobachtet werden: Im MP4-EAE-Modell wurden
ZNS-ansidssige B-Zellen detektiert, die auf MOG und Bestandteile des neuronalen
Zytoskeletts reagierten [81]. Diese Antigene weisen keine strukturelle Ahnlichkeit zum
fiir die Immunisierung genutzten MP4 auf, weshalb diese B-Zell-Spezifitit im Rahmen
des epitope spreading gesehen werden kann. Dieser Prozess wird als Ausbildung einer

Immunreaktion auf Epitope definiert, die sich strukturell vom primiren Antigen
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unterscheiden, welches die initiale Immunantwort und damit die zugrundeliegende
Erkrankung ausldste [82-84]. Wie bereits erortert sind Ty17-Zellen ein einflussreicher
Mediator in der Pathogenese der MS. Thre Bedeutung in der EAE zeigte sich nicht nur
durch die Auslosung der B-Zell-Aggregatbildung im ZNS durch deren Transfer in
gesunde Méuse. Dariiber hinaus exprimierten diese Tul7-Zellen bestimmte Marker, die
sonst mit follikuldren T-Helfer-Zellen in Keimzentren von SLOs assoziiert sind [79].
Ob TLOs an der Reifung und Differenzierung von regulatorischen B- und T-Zellen

beteiligt sind, ist weiterhin Gegenstand der Forschung.

1.4. Fingolimod

Als Fingolimod (FTY720, Handelsname Gilenya®; Novartis) 2011 in der EU zur
Behandlung der RRMS zugelassen wurde, stellte dies einen erheblichen Fortschritt in
der MS-Therapie dar. Die bis zu diesem Zeitpunkt verfligbaren Medikamente, wie
Interferon-f und der monoklonale Antikdrper Natalizumab, zeichneten sich nicht nur
durch eine fiir die Patienten unangenehme Verabreichungsart aus, da Ersteres subkutan
oder sogar intramuskuldr und Letzteres als intravendse Infusion appliziert werden muss.
Dariiber  hinaus  verfligen beide Medikamente {iber ein  ungiinstiges
Nebenwirkungsprofil. Unter der Interferon-B-Therapie treten gehduft Reaktionen an der
Einstichstelle auf und Patienten leiden unter grippeartigen Symptomen. Zudem gibt es
auch Berichte iiber Transaminasenerhohungen, depressive Symptome und Zytopenien
[85, 86]. Natalizumab kann zu Infusionsreaktionen fiihren, jedoch ist das Medikament
durch die Gefahr der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML), einer
schwerwiegenden, teils letalen demyelinisierenden Erkrankung, welche durch das
humane JC-Virus ausgelost wird, in seinem therapeutischen Einsatz limitiert [69, 87].
Vor diesem Hintergrund ist ersichtlich, dass FTY720 einen grolen Fortschritt in der
Behandlung der RRMS darstellte. Ein erstmals oral verfiigbares Medikament, das ein
vergleichsweise mildes Nebenwirkungsspektrum aufweist, hat gute Voraussetzungen
fiir eine hervorragende Patientencompliance, weshalb es als Erstlinientherapeutikum
eingesetzt wird [14]. Unter der zugelassenen téglichen Dosierung von 0,5 mg traten bei
erstmaliger Applikation insbesondere bradykarde Herzrhythmusstorungen und im

weiteren Verlauf asymptomatische und reversible Transaminasenerh6hungen,
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leichtgradige Blutdruckerhdhung sowie sehr selten Makuladdeme auf [88, 89]. Deshalb
sollte die Einnahme der ersten Tablette Fingolimod unter klinischer Uberwachung
inklusive eines EKG erfolgen sowie augendrztliche Kontrolluntersuchungen vor und
innerhalb von vier bis fiinf Monaten nach Therapiebeginn eingehalten werden [14].
Auch chronisch-infektiose Grunderkrankungen sollten nach aktueller Leitlinie vor der
Initiierung ausgeschlossen werden. Hierzu gehoren v.a. Tuberkulose, virale Hepatitiden
und HIV. Eine MRT der Neuroachse gehdrt ebenfalls zu den Vorbereitungen vor der
Fingolimod-Vergabe, um einerseits die korrekte Indikationsstellung zu bestétigen und

um andererseits einen Ausgangsbefund im Falle eines Krankheitsprogresses zu besitzen.

1.4.1. Wirkungsmechanismus

Als Teil der adaptiven Immunabwehr miissen T- und B-Zellen ausgehend von SLOs
und dem Lymphgefisystem in die Peripherie zirkulieren, um korperfremde Antigene
aufzuspiiren [90, 91]. Jedoch sind insbesondere naive T-Zellen auf die Antigen-
Prisentation durch dendritische Zellen in Lymphknoten und der Milz angewiesen,
wodurch erst die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung in Effektor-T-Zellen
erfolgt. Diese migrieren dann vereinfacht dargestellt zu inflammatorischen Stellen im
Korper oder entwickeln sich zu SLO-stindigen Gedéchtnis-T-Zellen. Die
pathogenetische outside-in-Hypothese (s. Kapitel 1.1.3) geht von einer Aktivierung der
Lymphozyten in der Peripherie aus, worauthin die Zellen ins ZNS einwandern und dort
auf Antigene, beispielsweise der Myelinscheide, reagieren. Deshalb besteht ein
moglicher therapeutischer Interventionspunkt in der Unterbindung der Rezirkulation
von Immunzellen aus den SLOs. Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein
Lysophospholipid, das eine Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie
Zellproliferation und -differenzierung sowie Zell-Zell-Adhirenz, reguliert [92, 93]. Es
vermittelt seine jeweiligen Effekte iiber die Bindung an fiinf Subtypen von G-Protein-
gekoppelten S1P-Rezeptoren (S1PR) [91, 94]. Von besonderem Interesse ist hierbei der
v. a. auf ruhenden Lymphozyten vorhandene S1P;-Rezeptor (S1PiR), der durch die
Bindung von S1P zum Austritt der Immunzellen aus den SLOs fiihrt [91, 95, 96]. In
diesen Vorgang greift Fingolimod ein. FTY720 wirkt als funktioneller S1P;R-

Antagonist, indem der Rezeptor nach der Bindung internalisiert und abgebaut wird [97,
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98]. Dadurch konnte in humanen Studien gezeigt werden, dass insbesondere naive,
Gedidchtnis-T- sowie Tul7-Zellen in den SLOs zuriickgehalten werden und dadurch
nicht ins ZNS einwandern koénnen [99-102]. Nach der Behandlung mit FTY 720 wurden
im Blut von MS-Patienten auch Verdnderungen der B-Zell-Subsets festgestellt: Es
zeigte sich eine hohere Anzahl an naiven und regulatorischen B-Zellen, welche
gleichzeitig in einem aktivierten Zustand waren und proinflammatorische Zytokine
sezernierten [103, 104]. Somit erklédrt sich die immunmodulatorische Wirkung von
FTY720 durch die verminderte Anzahl an v. a. T- und in geringerem Malle auch B-

Zellen im peripheren Blut, die dann iiber die BHS in das ZNS einwandern kdnnen.

1.4.2. Effekte in der Behandlung der MS

Die FREEDOMS-Forschungsgruppe konnte in einer zweijdhrigen doppelblinden,
randomisierten Studie zeigen, dass Fingolimod bei Patienten mit RRMS im Vergleich
zur Placebo-Kontrollgruppe die Riickfallrate, im Sinne eines neuen Schubereignisses,
deutlich reduzierte [89]. Ferner konnte das Fortschreiten der Krankheit, gemessen am
Expanded Disability Status Scale (EDSS) und Multiple Sclerosis Functional Composite
(MSFC), bei FTY720-behandelten Patienten verlangsamt, sowie die in der MRT
nachweisbaren Lésionen unter der Behandlung signifikant verringert werden. Somit war
die Wirksamkeit von Fingolimod in der Therapie der RRMS etabliert und konnte nun
mit weiteren Medikamenten, die bereits filir dieses Krankheitsbild zugelassen waren,
hinsichtlich der Effektivitdt verglichen werden. Dies erfolgte mit intramuskuldr
appliziertem Interferon-f in der TRANSFORMS-Studie [88]. Diese einjdhrige
doppelblinde, randomisierte Studie bestdtigte die {iberlegene Wirksamkeit von
Fingolimod in Bezug auf die jéhrliche Riickfallrate und Krankheitsldsionen in der MRT.
Allerdings erwies sich Interferon-f in seinem Einfluss auf den Krankheitsprogress
gleichwertig mit FTY720. Die Weiterverfolgung dieser Studie iiber viereinhalb Jahre
attestierte einen andauernden Effekt von Fingolimod bei fortgesetzter Verabreichung
[105]. Aufgrund dieser positiven Ergebnisse in der Behandlung der RRMS wurde
FTY720 als therapeutische Option fiir die PPMS erprobt [106], fiir die es bis zur
Zulassung von Ocrelizumab kaum wirksame Medikamente gab [25, 107, 108]. Jedoch
erflillte Fingolimod nicht die Erwartungen: Weder das Fortschreiten der Krankheit
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konnte gebremst werden, noch hatte das Medikament einen FEinfluss auf die
Hirnatrophie [106] und schied somit als Behandlungsoption fiir die PPMS aus. Jedoch
ist Fingolimod aufgrund der oralen Verfiigbarkeit und der nachgewiesenen Wirksamkeit
in der RRMS weiterhin Teil der therapeutischen Leitlinie fiir diese Verlaufsart der MS
[14].

1.5. Versuchsaufbau und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von FTY720 insbesondere hinsichtlich der
Autoantikorper-Produktion der B-Zellen, die periphere B-Zell-Subset-Verteilung sowie
die Bildung von B-Zell-Aggregaten im ZNS in einem chronischen Mausmodell der MS
zu evaluieren. Dazu wurde die B-Zell-abhangige MP4-EAE in weiblichen B6-Miusen
induziert und nach einer Krankheitsdauer von 50 Tagen die Behandlung mit Fingolimod
initiiert, welche fiir weitere 30 Tage fortgefiihrt wurde (s. Abbildung 2). Die
Kontrollgruppe  erhielt in  diesem  Zeitraum die  Vehikellosung. Die
Untersuchungsparameter wurden anhand der klinischen Symptomatik, der ELISpot- und
ELISA-Methodik, und durch durchflusszytometrische sowie immunhistochemische
Untersuchungen erhoben und vor dem Hintergrund der aktuellen Forschungsergebnisse
interpretiert. Die Rolle der B-Zelle in der Pathogenese der MS und deren Signifikanz in
der Therapie konnten in Studien der letzten Jahre, u. a. durch die herausragende
Wirksamkeit von B-Zell-depletierenden Antikorpern, wie Rituximab und Ocrelizumab,
belegt werden, weshalb sie auch in dieser Studie im Mittelpunkt steht. Insbesondere die
Bildung von lymphatisch-follikuldirem Gewebe im ZNS mit B-Lymphozyten als
zentralem Bestandteil und deren pathologischem Nachweis bei SPMS-Erkrankten stérkt
zum einen die Bedeutung der B-Zellen und wirft zum anderen die Frage auf, inwiefern
diese Strukturen potenziell die pathogenetischen Prozesse in der EAE, aber auch in der
MS beeinflussen. Vor diesem Hintergrund ermoéglichte diese Studie die Erforschung
gewisser Teilaspekte der Effekte von Fingolimod in einem chronischen B-Zell-

abhéngigen EAE-Modell.
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Abbildung 2: Studiendesign

Vereinfachte Darstellung der Studienabfolge. Nach der Immunisierung der Méuse trat nach einer
Inkubationsdauer von etwa 14 Tagen die MP4-EAE auf. Darauthin wurden die klinischen Symptome der
Maéuse tdglich anhand des EAE-Scores eingeordnet und iiberwacht. Nach einer Krankheitsdauer von ca.
50 Tagen wurden die erkrankten Tiere unter Beriicksichtigung der Krankheitsintensitit der mit FTY720-
behandelte Gruppe respektive der Vehikel-Kontrollgruppe zugeteilt. An die etwa 30-tigige

Behandlungsdauer schlossen sich die Experimente zur Datenerhebung an.

2. Material und Methoden

2.1. Miuse

Fiir die Experimente wurden ausschlielich weibliche B6 Mause verwendet, die zum
Zeitpunkt des Erwerbs sechs Wochen alt waren. Der Verkauf erfolgte durch Envigo
(Niederlande). Die Méuse wurden im Tierstall des Zentrums fiir Zahn-, Mund- und
Kiefergesundheit der Universitit Wirzburg unter speziellen pathogenfreien
Bedingungen in individuell ventilierten Kéifigen untergebracht und mit pathogenfreiem
Standardnagetierfutter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland)
sowie autoklaviertem Wasser versorgt. Sobald die Méiuse Lihmungserscheinungen

zeigten, wurden Futter und Wasser ebenerdig angeboten. Ein kiinstlicher Tag-Nacht-
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Rhythmus wurde durch 12-stiindige Hell- und Dunkelphasen simuliert. Die
Tierexperimente entsprechen den Vorgaben des Tierschutzgesetzes sowie den
wPrinciples of laboratory animal care* (NIH Publikation Nummer 8623, iiberarbeitete
Version von 1985). Die Tierversuche erfolgten nach einem von der deutschen
Regierung von Unterfranken genehmigten Protokoll (Genehmigungsnummer 55.2-

2531.01-91/14).

2.2. Induktion und klinische Evaluation der EAE

MP4, als Fusionsprotein aus MBP und PLP, wurde von Alexion Pharmaceuticals, Inc.
(Cheshire, CT, USA) synthetisiert. Inkomplettes Freund-Adjuvans (IFA) wurde durch
eine Mischung von Mannitol Monooleat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und
Paraffin6l (EMScience, Gibbstown, NJ, USA) in einem Verhiltnis von 1:9 hergestellt.
Durch Zugabe von Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco Laboratories, Franklin
Lakes, NJ, USA) in einer Konzentration von 5 mg/ml erfolgte die Herstellung von
KFA. Die subkutane Immunisierungslosung, bestehend aus 200 pg MP4 gelost in 200
ul KFA, wurde den Miusen in beide Flanken appliziert. Am Tag der Immunisierung
sowie 48 h danach erfolgte zusitzlich die intraperitoneale Verabreichung von 200 ng
Pertussis-Toxin (List Biological Laboratories, Hornby, ONT, Kanada). Das klinische
Assessment des Krankheitsprogresses wurde entsprechend der standardisierten EAE-
Gradeinteilung vorgenommen: (0) keine Krankheitszeichen, (1) Parese des Schwanzes,
(2) Parese der Hinterldufe, (3) Plegie der Hinterldufe, (4) Tetraplegie, (5) Tod. Miuse,
deren Reaktionen sich klinisch zwischen zwei der oben genannten Schweregrade

bewegten, wurden in 0,5-Schritten bewertet.

2.3. Kohorteneinteilung und Medikamentenapplikation

Die Einteilung von insgesamt n = 28 MP4-immunisierten Mdusen in die Test- und die
Kontrollgruppe erfolgte nach Auftreten der klinischen Symptome der EAE. Die
Separation der Tiere in die jeweiligen Gruppen wurde anhand der Scores vor dem
Behandlungsbeginn vollzogen, sodass die gemittelten Score-Werte der beiden Gruppen

sich nicht signifikant voneinander unterschieden (p = 0,831). Die Behandlung sowohl
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der Test- als auch der Kontrollgruppe begann 55,29 + 1,13 Tage nach Auftreten der
ersten Krankheitssymptome und erfolgte liber eine Gesamtdauer von 29,57 + 0,33
Tagen. Miuse erhielten in der Testgruppe (n = 14) eine tdgliche Dosis von 1 mg/kg
Korpergewicht (KG) FTY720 (Sigma-Aldrich), die in 25% Ethanol geldst und mit Aqua
dest. verdiinnt wurde. Diese Dosierung zeigte in diversen EAE-Modellen eine
protektive sowie teilweise kurative Wirkung und garantierte somit eine ausreichende
Effektivitit in diesem Protokoll [109, 110]. In der Kontrollgruppe (n = 14) wurde nur
die Vehikellosung appliziert. In beiden Gruppen wurden zur selben Tageszeit 20 pl der
jeweiligen Losung durch Pipettieren oral verabreicht. Da beide Losungen Ethanol
beinhalteten, wurden histologische Analysen des Lebergewebes zum Ausschluss
hepatotoxischer Nebenwirkungen in beiden Gruppen durchgefiihrt. Diese blieben
jedoch ohne Zeichen von Inflammation oder Hinweise auf einen fibrotischen Umbau (s.

Abbildung 3).
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Abbildung 3: Analyse des Lebergewebes

Darstellung der Auswirkungen der Ethanolapplikation auf die Leber. a) Makroskopische Abbildung der
Leber einer Maus, die die Vehikellosung fiir 30 Tage erhalten hatte. b) HE-gefarbter histologischer
Schnitt der Leber in 10-facher VergroBerung. c¢) HE-gefdrbter histologischer Schnitt der Leber in 40-
facher Vergroferung. d) Makroskopische Abbildung der Leber einer Maus, die FTY720 fiir 30 Tage
erhalten hatte. ¢) HE-geférbter histologischer Schnitt der Leber in 10-facher Vergroferung. f) HE-
gefirbter histologischer Schnitt der Leber in 40-facher VergroBerung. Balken représentieren 200 um in b)
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und e), sowie 100 pm in ¢) und f). Insgesamt wurden reprasentative Schnitte in HE-Féarbung von n = 12
FTY720- sowiec von n = 10 Vehikel-behandelten Maiusen auf Zeichen von Inflammation oder

fibrotischem Umbau untersucht.

2.4. Gewebsentnahme

Peripheres Blut aus der Schwanzvene wurde fiir die Durchflusszytometrie-Experimente
entnommen. Anschliefend erfolgte die Euthanasie der Tiere mittels CO> sowie deren
Priparation. Zunichst wurde Blut aus der unteren Hohlvene fiir ELISA-Messungen und
ein inguinaler Lymphknoten zur Durchfiihrung des ELISpots gewonnen. Ferner erfolgte
die Prdparation und Entnahme der Milz zur durchflusszytometrischen Analyse der B-
Zell-Subsets. Danach wurden die Tiere mit 4-protzenigem Paraformaldehyd
(AppliChem, St. Louis, MO, USA) perfundiert und im weiteren Verlauf die Kleinhirne

und der kontralaterale inguinale Lymphknoten entnommen.

2.5. B cell enzgyme-linked immunospot assay (ELISpot)

Die verwendeten MultiScreen® HTS 96-Well-Platten (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany) wurden mit 10 pg/ml MP4 (Alexion Pharmaceuticals, Inc.), 15 pg/ml Anti-
Maus IgG (MabTech, Nacka Strand, Schweden) respektive mit sterilem PBS (Sigma-
Aldrich) als Negativkontrolle beschichtet und {iber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten mit sterilem fetalem Kalberserum (Gibco
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in sterilem PBS bei Raumtemperatur
fiir 2 h geblockt. Die vor der Fixation entnommenen murinen inguinalen Lymphknoten
(n = 10) wurden mechanisch zerrieben und durch ein 70 pm Zellsieb (Corning Inc.,
Corning, NJ, USA) filtriert. Nachfolgend wurden die Zellen zweimalig mit komplettem
RPMI-1640 Medium (Gibco) gewaschen und in HL-1 Medium (Lonza, Basel, Schweiz)
versetzt mit 1% L-Glutamin (Sigma-Aldrich) und 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma-
Aldrich) resuspendiert. Die Suspension wurde in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/Well auf die Platten aufgetragen und bei 37° C sowie 7% CO: fiir 24 h inkubiert.
Biotinyliertes Ziegen anti-Maus IgG (Dako, Glostrop, Dinemark) fungierte als
Zweitantikorper in einer Verdiinnung von 1:2000 geldst in 0,5% FBS/PBS mit 0,025%

Tween. Nach einer Inkubation bei einer Temperatur von 4° C {iber Nacht wurden die
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Platten gewaschen und mit dem alkalische Phosphatase-Avidin-Konjugat (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) in einer Verdiinnung von 1:800 in 0,5% FBS/PBS
fiir 2 h versetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Vector Blue Substrat
(Vector) zur Entwicklung verwendet. Die Evaluation und Zahlung der Spots erfolgte an

einem ImmunoSpot Series 6 UV Gerét (CTL-Europe, Bonn, Deutschland).

2.5. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die verwendeten Nunclon-Delta-Surface-Platten (Nalge Nunc International, Rochester,
NY, USA) wurden mit 3 pg/ml in PBS gelostem MP4 (Alexion Pharmaceuticals, Inc.)
beschichtet und bei einer Temperatur von 4° C iiber Nacht inkubiert und anschlieBend
mit PBS versetzt mit 0,05% Tween gewaschen. Im nédchsten Schritt wurden die Platten
mit 1% Milchpulver gelost in 0,05% PBS sowie versetzt mit 0,05% Tween fiir 2 h bei
Raumtemperatur geblockt. Die durch Zentrifugation gewonnenen Mausseren (n = 10)
wurden in 1% Milchpulver in einer Verdiinnung von 1:1000 auf die Platte aufgebracht
und bei einer Temperatur von 4° C iiber Nacht inkubiert. Reines 1% Milchpulver
agierte als Negativkontrolle. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten erneut
gewaschen und biotinyliertes anti-Maus IgG (eBioscience, San Diego, CA, USA) in
einer Verdiinnung von 1:800 in 0,1% Milchpulver aufgetragen und {iber Nacht bei einer
Temperatur von 4° C belassen. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem Avidin-
Meerettichperoxidase-Konjugat (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) in einer
Verdiinnung von 1:1000 in 0,1% Milchpulver bei Raumtemperatur fiir 2 h. Die
Entwicklung fand mittels Tetramethylbenzidin (eBioscience) statt und wurde durch
Zugabe von 0,16 M Salzsdure beendet. Die Auswertung erfolgte an einem Victor 3
1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) mittels Wallac 1420

Software, Version 3.00, Revision 5 und bei einer Wellenldnge von 450 nm.

2.6. Durchflusszytometrie der CD4*-T- und CD19"-B-Zellen aus dem
peripheren Blut

Proben aus dem Schwanzvenenblut von n = 14 Miusen wurden nach der Entnahme mit

40 pl Heparin versetzt und einer Erythrozytolyse mittels eines Ammoniumchlorid-
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basierten Blutzell-Lysepuffers unterzogen. AnschlieBend wurden die Zellproben
gewaschen und mit BD Horizon™ Fixable Viability Stain 450 (BD Biosciences) bei
einer Temperatur von 4° C flir 30 min inkubiert. Im nichsten Schritt erfolgte die
Féarbung mittels anti-CD4- (BD Biosciences; s. Tabelle 1) und anti-CD19-Antikdrpern
(BioLegend, San Diego, CA, USA; s. Tabelle 1) bei einer Temperatur von 4 °C fiir 30
min. Die gefarbten Zellen wurden an einem FACS Canto II (BD Biosciences) bei einer
Durchflussrate von 2000 Ereignissen pro Sekunde analysiert. Bei jeder Einzelprobe
wurde eine Ereigniszahl von 50000 oder 100 000 erreicht. Die aufgezeichneten Daten
wurden mittels FlowJo Software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA), Version 10.0.6,
wie nachfolgend beschrieben ausgewertet: Tote Zellen wurden exkludiert, bevor mittels
single gate auf dem FSC-H/FSC-A-Profil die weillen Blutzellen identifiziert werden
konnten. Monozyten wurden vor der weiteren Charakterisierung entfernt. Mittels eines
CD4/CD19-Gatings konnten T-Zellen als CD4'CD19" und B-Zellen als CD4CD19*
charakterisiert werden. Die Gating-Strategie wurde zunéchst identisch fiir alle Proben

gesetzt und anschlieBend individuell unter Einbezug der ungefédrbten Proben angepasst.

Tabelle 1: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper Wirtstier Fluorochrom Klon Hersteller
Anti-Maus CD4 Ratte PerCP-Cy™ 5.5 RM4- BD Biosciences,
(monoklonal) 5 San Jose, CA, USA
Anti-Maus CD5 Ratte PerCP 53-7.3 BD Biosciences,
(monoklonal) San Jose, CA, USA
Anti-Maus CD19  Ratte APC 6D5 BioLegend,
(monoklonal) San Diego, CA, USA
Anti-Maus CD23  Ratte Alexa Fluor® B3B4 BD Biosciences,
(monoklonal) 647 San Jose, CA, USA
Anti-Maus CD43  Ratte PE-Cy™7 S7 BD Biosciences,
(monoklonal) San Jose, CA, USA
Anti-Maus Ratte BV510 RA3- BD Biosciences,
CD45R/B220 6B2 San Jose, CA, USA
(monoklonal)
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Anti-Maus CD73  Ratte PE TY/23 BD Biosciences,

(monoklonal) San Jose, CA, USA
Anti-Maus CD80  Hamster BV421 16- BD Biosciences,
(monoklonal) 10A1  San Jose, CA, USA
Anti-Maus CD138 Ratte BB515 281-2 BD Biosciences,
(monoklonal) San Jose, CA, USA

2.7. Durchflusszytometrie der B-Zell-Subsets aus der Milz

Die durch Préparation gewonnenen murinen Milzen (n = 17) wurden mechanisch
zerrieben, durch ein 70 um Zellsieb (Corning Inc.) filtriert und mittels eines
Ammoniumchlorid-basierten ~ Lysepuffers einer  Erythrozytolyse  unterzogen.
Anschliefend wurden die Zellen gewaschen und mit BD Horizon™ Fixable Viability
Stain 780 (BD Biosciences) bei einer Temperatur von 4° C fiir 30 min inkubiert. Im
néchsten Schritt erfolgte die Farbung mittels folgender anti-Maus-Antikdrper (alle BD
Biosciences; s. Tabelle 1) bei einer Temperatur von 4° C fiir 30 min: anti-CD5, anti-
CD23, anti-CD43, anti-CD73, anti-CD80, anti-CD138, anti-B220/CD45R. Die
gefirbten Zellen wurden an einem FACS Canto™ II (BD Biosciences) mit einer
Durchflussrate von 2000 Ereignissen pro Sekunde analysiert. Bei jeder Einzelprobe
wurde eine Ereigniszahl von 50000 oder 100 000 erreicht. Die aufgezeichneten Daten
wurden mittels FlowJo Software (Tree Star, Inc.), Version 10.0.6, wie nachfolgend
beschrieben ausgewertet: Tote Zellen wurden exkludiert, bevor mittels single gate auf
dem FSC-H/FSC-A-Profil die weilen Blutzellen identifiziert werden konnten. B220" B-
Zell-Subsets wurden in naive B-Zellen (CD43-CD73:CD80"CD138"), regulatorische B-
Zellen (CD5'CD23%-CD43%), Bla-Zellen (CD5'CD23-CD43%), Blb-Zellen (CD5"
CD23:CD43%), und  Gedichtnis-B-Zellen  (CD5CD23-CD73"CD80'CD138%")
differenziert. Plasma-Zellen (CD73-CD80-CD138"B220°) wurden mittels B220/CD138-
Gate charakterisiert. Die Gating-Strategie wurde zunéchst identisch fiir alle Proben
gesetzt und anschlieend individuell unter Einbezug der ungefarbten Proben sowie der

Sfluorescent minus one (FMO; fiir CD73, CD80, CD128) angepasst.
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2.8. Immunhistochemische Analyse

Die Paraffin-fixierten inguinalen Lymphknoten (n = 20) agierten als Kontrollgewebe
und wurden jeweils in 39 Serienschnitte mit einer Dicke von je 5 pm aufgeteilt. Die
Kleinhirne (n = 20) wurden in 84 Serienschnitte mit einer Dicke von je 5 pum
aufgezogen. AnschlieBend wurde jede achte Serie immunhistochemisch mit anti-B220-
sowie anti-CD3-Antikorpern gefarbt, um auf das Vorhandensein von entziindlichen
Infiltraten zu testen. Im Falle des Nachweises von B-Zell-Aggregaten wurden die
entsprechend nachfolgenden Schnitte fiir die weitere Charakterisierung mit anti-
CXCL13- (R&D Systems, Minneapolis, MA, USA; s. Tabelle 2), anti-FDC-SP- (Bioss,
Woburn, MA, USA; s. Tabelle 2), anti-Ig- (Dako; s. Tabelle 2) und anti-PNAd-
Antikorpern (BD Biosciences; s. Tabelle 2) angefdrbt. Fiir die DAB-Entwicklung
wurden die in Paraffin eingebetteten Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert, um einen endogenen Peroxidaseblock durch Wasserstoffperoxid
anzuschlieBen. Im nédchsten Schritt wurde mithilfe von Citratpuffer eine saure
Demaskierung der Oberfldchenepitope erreicht und daraufthin die endogenen Proteine
bei einer Temperatur von 4° C fiir 2 h blockiert. Die Erstantikorper wurden bei einer
Temperatur von 4° C iiber Nacht inkubiert, um am nichsten Tag nach mehrmaligem
Waschen die biotinylierten Sekundérantikdrper anti-Kaninchen-, anti-Ratte- oder anti-
Ziege-I1gG (Vector Laboratories) in einer Verdiinnung von 1:250 in PBS aufzubringen
und bei Raumtemperatur fiir eine Stunde einwirken zu lassen. Fiir die Entwicklung von
CD3 sowie FDC-SP wurden die Schnitte zusidtzlich einem Kaninchen-Peroxidase-anti-
Peroxidase-Komplex (rb-PAP, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, USA) in einer Verdiinnung von 1:250 bei Raumtemperatur fiir 30 min ausgesetzt.
Die finale Fiarbungsentwicklung erfolgte mittels eines Meerrettichperoxidase-basierten
VECTASTAIN ABC Kits (Vector Laboratories) und einer Losung aus DAB (Sigma-
Aldrich), Nickelsulfat, 10% Glukose, Ammoniumchlorid sowie Glukose-Oxidase
(Sigma-Aldrich). Die Entwicklungsreaktion wurde unter einem Mikroskop kontrolliert
und durch den mehrmaligen Waschvorgang in PBS gestoppt. Fiir die CD3-/B220-
Doppelfiarbung wurden die Schnitte anschliefend erneut bei Raumtemperatur fiir 1 h
geblockt und mit dem zweiten Erstantikorper anti-B220 bei einer Temperatur von 4° C
iiber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde nach mehrmaligem Waschen der

Zweitantikorper Ziegen-anti-Kaninchen (Vector Laboratories) in einer Verdiinnung von
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1:250 bei Raumtemperatur fiir 1 h aufgebracht. Die Entwicklung erfolgte in diesem Fall
mit einem Strepatividin-alkalische-Phosphatase-Komplex (Vector Laboratories) und
dem Vector Blue Substrat Kit (Vector Laboratories). Die final eingedeckten Schnitte
wurden mittels eines DM 2000 LED Mikroskops (Leica, Wetzlar, Deutschland)
ausgewertet. B-Zell-Aggregate zeichneten sich durch die Anwesenheit von mindestens
einem der nachfolgenden Marker fiir lymphatisches Gewebe aus: CXCL13, FDC-SP, Ig
oder PNAd. Die Aggregate wurden dabei weiter differenziert in low-grade (ein Marker
nachweisbar), mid-grade (zwei oder drei Marker nachweisbar) und high-grade (alle
Marker nachweisbar) und in Aggregate ohne lymphatische Charakteristika (kein Marker
nachweisbar). Um die Fliche des Kleinhirnmarks quantifizieren zu kdnnen, wurden
entsprechende Schnitte in HE-Fiarbung angefertigt und mittels Image] (National
Institutes of Health, USA), Version 1.50b, vermessen.

Tabelle 2: Verwendete Antikorper fiir die Inmunhistochemie

Primérantikorper Wirtstier Verdiinnung Klon Hersteller

Anti-Maus CD3 Kaninchen 1:100 SP7 Abcam,

(monoklonal) Cambridge, MA,
USA

Anti-Maus Ratte 1:500 RA3- eBiosciences,

CD45R/B220 6B2 San Diego, CA, USA

(monoklonal)

Anti-Maus Ziege 1:80 entfallt R&D Systems,

CXCL13/BLC/BCA- Minneapolis, MA,

1 USA

(polyklonal)

Anti-Maus FDC-SP  Kaninchen 1:500 entfdllt Bioss,

(polyklonal) Woburn, MA, USA

Anti-Maus Ig, Ziege 1:1000 entfillt Dako,

biotinyliert Glostrup, Dédnemark

(polyklonal)

Anti-Maus PNAd Ratte 1:200 MECA- BD Biosciences,

23



(monoklonal) 79 San Jose, CA, USA

Sekundirantikorper Wirtstier Verdiinnung Klon Hersteller

Anti-Kaninchen Ziege 1:250 entfillt Vector Laboratories,

IgG, Burlingame, CA,

biotinyliert USA

Anti-Ratte IgG, Ziege 1:250 entfillt Vector Laboratories,

biotinyliert Burlingame, CA,
USA

Anti-Ziege IgG, Kaninchen 1:250 entfillt Vector Laboratories,

biotinyliert Burlingame, CA,

USA

2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von GraphPadPrism 6 (GraphPad

Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Zur Untersuchung von signifikanten Differenzen

zwischen den Test- und Kontrollgruppen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

eingesetzt. Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 festgelegt. In den Grafiken

sind statistische Signifikanzen weiterhin in drei Grade eingeteilt: * p < 0,05, ** p < 0,01

und *** p < 0,001. Mittelwerte + Standardfehler sind im Text angegeben

beziehungsweise in den Grafiken ablesbar.
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3. Ergebnisse

3.1. Entwicklung des klinischen Verlaufs

Die Evaluation der klinischen Symptomatik der EAE erfolgte nach der Immunisierung
taglich. Die Tiere zeigten im Durchschnitt 15,25 + 1,05 Tage nach der MP4-
Verabreichung erste Krankheitssymptome. Der durchschnittliche Krankheitsgrad lag
zum Beginn der Erkrankung in der FTY720-Gruppe bei 2,89 + 0,23, in der Vehikel-
Gruppe bei 3,04 £ 0,14 (p = 0,839). Zum Zeitpunkt des Behandlungsbeginns zeigten die
Maiuse nach standardisierter EAE-Gradeinteilung eine Krankheitsaktivitdt von 2,32 +
0,23 in der FTY720-behandelten Gruppe und einen Mittelwert von 2,32 + 0,17 in der
Vehikel-Kontrollgruppe (p = 0,831). Die Maéuse erhielten {iber den
Behandlungszeitraum von 29,57 + 0,33 Tagen die tdgliche FTY720- bezichungsweise
Vehikel-Losung oral. In diesem Versuchsautbau fiihrte die FTY720-Applikation jedoch
nicht zu signifikanten Unterschieden in den EAE-Gradeinteilungen des klinischen
Verlaufs (s. Abbildung 4), was sich auch im durchschnittlichen finalen Krankheitsgrad
wiederspiegelte: FTY720-Gruppe 2,25 + 0,22, Vehikel-Gruppe 2,32 + 0,21 (p = 0,880).
Zur Veranschaulichung wurde jeweils ein Tier aus jeder Gruppe mit charakteristischem

Krankheitsverlauf ausgewéhlt und in Abbildung 4 aufgezeigt.
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Abbildung 4: Score-Evaluation

Abbildung 4 zeigt die Evaluation des EAE-Krankheitsgrades im chronischen Krankheitsverlauf. In a) sind
dabei die EAE-Scores der FTY720-Gruppe im Vergleich zu den Vehikel-Tieren wihrend der
Behandlungsdauer aufgetragen. b) zeigt den charakteristischen Verlauf von jeweils einem Tier aus der
FTY720- sowie der Vehikel-behandelten Gruppe nach der Immunisierung. Die Pfeile markieren den

Behandlungsbeginn.

3.2. Auswirkung von Fingolimod auf die B-Zell-Funktion und
Antikorperproduktion

Die Evaluation hinsichtlich der Beeinflussung der zelluldr-immunologischen
Funktionen der B-Zellen durch die Behandlung mit dem immunmodulatorischen
FTY720 erfolgte mittels ELISpots. Hierbei wurden zum einen die MP4-spezifischen
IgG-Antikdrper untersucht, um eine addquate Immunisierungsreaktion nachzuweisen.
Zu diesem Zwecke wurden nicht-fixierte inguinale Lymphknoten der FTY720- (n = 10)
und der Vehikel-behandelten Méuse (rn = 10) analysiert. Dabei lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den FTY720-behandelten und den Vehikel-
behandelten Tieren nachweisen (p = 0,200; s. Abbildung 5): FTY720 2,51 + 1,03
Spots/10® Zellen, Vehikel 0,98 + 0,39 Spots/10° Zellen. Zum anderen wurde der
Gesamtanteil des von den B-Zellen sezernierten IgG untersucht (FTY720 n =7, Vehikel
n = 9). Die hierbei erzielten Ergebnisse zeigten ebenfalls keine signifikanten

Differenzen zwischen den Gruppen (p = 0,900; s. Abbildung 5): FTY720 313,60 +

26



87,97 Spots/10°® Zellen, Vehikel 316,60 + 73,69 Spots/10° Zellen. Dariiber hinaus wurde
die humorale Immunantwort mittels ELISA evaluiert. Hierfiir wurden MP4-spezifische
IgG-Antikdrper aus den murinen Seren nachgewiesen, welche in der FTY720- (n = 10)
und Vehikel-Gruppe (n = 10) nicht signifikant variierten (p = 0,430; s. Abbildung 6):
FTY720 2,49 £+ 0,49 Absorption [450 nm], Vehikel 2,43 + 0,37 Absorption [450 nm].

Spots/10° Zellen
v
L
Spots/lO6 Zellen

Vehikel FTY720 Vehikel FTY720
(n=10) (n=10) (n=9) (n=17)

Abbildung 5: ELISpot-Auswertung MP4-spezifischer B-Zellen

a) stellt die MP4-spezifischen IgG-Antikdrper von B-Zellen dar, die aus den inguinalen Lymphknoten der
immunisierten Mause gewonnen wurden. In b) ist die zelluldire Immunantwort mittels von B-Zellen

sezernierten IgG abgebildet.
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Abbildung 6: Evaluation der humoralen Immunantwort mittels ELISA

Darstellung der MP4-spezfischen 1gG-Antikorper, die in den Seren sowohl der FTY720- als auch der

Vehikel-behandelten Tiere nachgewiesen und mithilfe von ELISA untersucht wurden.

3.3. Kontrolle des Therapieerfolgs mittels Durchflusszytometrie

Die immunmodulatorische Wirkung von FTY720 fiihrt zu einer deutlichen Reduktion
von Lymphozyten und dabei insbesondere von T-Zellen im peripheren Blut. Um dies in
unserem Versuchsaufbau zu untersuchen, wurden am Ende der Behandlungsdauer
Leukozyten aus dem peripheren Blut von FTY720- (n = 6) und Vehikel-behandelten
Mausen (n = 8) mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierfiir erfolgte die Markierung
der weillen Blutzellen mit fluoreszenzmarkierten-Antikdrpern gegen CD4 und CD19,
wodurch eine Charakterisierung in CD4°-T- und CD19"-B-Zellen gelang. Die
Behandlung mit FTY720 fiihrte zu einer statistisch signifikanten Reduktion der CD4"-
T-Zellen im peripheren Blut der Tiere (p = 0,0007; FTY720 2,56% + 0,60 und Vehikel
28,68% =+ 1,88; s. Abbildung 7). Im Vergleich dazu blieb der prozentuale Anteil an
CD19"-B-Zellen durch die Behandlung mit FTY720 statistisch unbeeintrédchtigt (p =
0,180; FTY720 23,33% =+ 3,35 und Vehikel 28,85% + 2,45; s. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Durchflusszytometrische Untersuchung von T- und B-Zellen aus dem
peripheren Blut unter der Behandlung mit FTY720

Zellen wurden aus dem peripheren Schwanzvenenblut von immunisierten, FTY720- respektive Vehikel-
behandelten Tieren mittels Durchflusszytometrie als CD4*-T- und CD19*-B-Zellen charakterisiert.
Darstellung der CD4*-T-Zellen in a) mit einer signifikanten Reduktion der Zellzahl unter Behandlung mit
FTY720 im Vergleich zur Vehikel-Gruppe (p = 0,0007). Bei CD19"-B-Zellen blieb dieser Effekt

allerdings aus.

3.4. Effekte von Fingolimod auf die Migration von B-Zell-Subsets aus sekundir
lymphatischen Organen

Um eine detaillierte Untersuchung der potenziellen Auswirkungen von FTY720 auf B-
Zellen untersuchen zu konnen, wurden Lymphozyten aus der Milz von Fingolimod- (n
= 10) und Vehikel-behandelten Tieren (n = 7) mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Uber die Anfirbung mit fluoreszenzmarkierten-Antikdrpern gelang zuniichst die
Charakterisierung von Plasmazellen und B220"-B-Zellen, die in fiinf weitere Subsets
differenziert wurden: Gedéchtnis-B-Zellen, Bla-Zellen, B1b-Zellen, regulatorische und
naive B-Zellen (s. Abbildung 8). In der Auswertung der prozentualen Verteilung unter
Therapie mit FTY720 zeigten sich lediglich die B220"-B-Zellen im Vergleich zur
Vehikel-Gruppe signifikant erhoht (p = 0,033; s. Abbildung 8). FTY720-behandelte
Miuse hatten dabei 34,13% + 3,04 B220"-B-Zellen, wihrend sich dieser Anteil bei
Tieren, denen Vehikel appliziert wurde, auf 23,63% =+ 2,70 reduzierte. Die anderen

Subsets blieben ohne signifikante Unterschiede.
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Untersuchung von B-Zell-Subsets in der Milz

Milzen von MP4-immunisierten Mausen wurden nach der Behandlung mit FTY720 bezichungsweise
Vehikel entnommen und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei konnten sechs spezifische B-
Zell-Subtypen charakterisiert werden. Wie in a) abgebildet, zeigte sich der Anteil an B220*-B-Zellen in
den Milzen von FTY720-behandelten Tieren signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
weiteren untersuchten Subtypen sind in b) abgebildet und waren nicht signifikant gegeniiber den Vehikel-
behandelten Tieren verédndert. ¢) zeigt CD23"-regulatorische B-Zellen, d) CD23" regulatorische B-Zellen,
¢) CD138"-Gedédchtnis-B-Zellen und f) CD138-Gedéchtnis-B-Zellen.
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3.5. Immunhistochemische Auswertung

Die histologische Auswertung erfolgte zunédchst mithilfe einer immunhistochemischen
CD3/B220-Doppelfiarbung, um die Kleinhirne auf das Vorhandensein von CD3*-T-
Zellen sowie B220"-B-Zellen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden zerebelldre
Schnitte von n = 10 FTY720- und » = 10 Vehikel-behandelten Tieren verwendet.
Detektierte ~ Ansammlungen von CD3*-T-Zellen oder B220"-B-Zellen im
Kleinhirnparenchym wurden ferner eingeteilt in non-B-Zell-Infiltrate, diffuse Infiltrate
und B-Zell-Aggregate (s. Abbildung 9). Non-B-Zell-Infiltrate sind durch eine lockere
perivaskulire Ansammlung von CD3"-T-Zellen charakterisiert, wihrend bei einem
diffusen Infiltrat zusidtzlich B220*-B-Zellen vorhanden sind. Ein B-Zell-Aggregat
wurde als dicht gepackter, kompartimentalisierter perivaskuldrer Verbund aus beiden
Zellarten mit einem Mindestanteil von 30% B2207-B-Zellen definiert. Um eine
interindividuelle Vergleichbarkeit herzustellen, wurde die Kleinhirnparenchym-Fléache
in HE-gefarbten Schnitten ausgemessen und die Anzahl an Infiltraten bzw. Aggregaten
darauf bezogen. In der Auswertung zeigte sich keine statistische Signifikanz zwischen
FTY720- und Vehikel-behandelten Miusen in Bezug auf die Gesamtinfiltratanzahl (p =
0,075) sowie bei Betrachtung der diffusen Infiltrate (» = 0,123) und der B-Zell-
Aggregate (p = 0,978; s. Abbildung 10). Jedoch war die Anzahl an Non-B-Zell-
Infiltraten bei FTY720-behandelten Tieren signifikant reduziert im Vergleich zur
Vehikel-Gruppe (p = 0,007). Ferner wurden B-Zell-Aggregate weiter dahingehend
differenziert, ob Anzeichen fiir eine lymphatische Neogenese vorhanden waren oder
nicht. Diese Charakterisierung erfolgte anhand von vier Markern: Expression von
CXCL13 als Chemoattraktant, Anwesenheit von FDZ {iber den Nachweis von FDC-SP,
Plasma-Zellen (Ig") sowie PNAd® HEV (s. Abbildung 11). Alle ermittelten B-Zell-
Aggregate in der Vehikel-Gruppe zeigten mindestens einen Marker als Hinweis fiir
lymphatische Neogenese. Weiterhin konnte ein high-grade Aggregat identifiziert
werden. FTY720-behandelte Miause wiesen eine hohere Anzahl an low-grade
Aggregaten auf, wihrend high-grade Aggregate nicht nachweisbar waren. Ferner fand
sich in der Fingolimod-behandelten Gruppe ein B-Zell-Aggregat ohne Anzeichen fiir
lymphatische Neogenese. Statistisch signifikant zeigten sich die mid-grade B-Zell-
Aggregate, die in der FTY720-Gruppe deutlich reduziert waren im Vergleich zu
Vehikel-behandelten Tieren (p = 0,04; s. Abbildung 12). Die Aufschliisselung der

31



Verteilung der Marker fiir lymphatische Neogenese zeigte, dass PNAd nur in einem
high-grade Aggregat eines Vehikel-Tiers exprimiert wurde, wéihrend Ig, FDC-SP und
CXCL13 in beiden Gruppen gleichartig verteilt waren (s. Abbildung 12).
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Abbildung 9: Ubersicht iiber Non-B-Zell-Infiltrate, diffuse Infiltrate und B-Zell-
Aggregate

Die Abbildung zeigt immunhistochemisch doppelgefarbte Schnitte der Markregion in Kleinhirnen von
MP4-immunisierten Méusen. Abgebildet sind perivaskuldre zelluldire Ansammlungen: In a) sind nur
CD3"*-T-Zellen, in b) B220"-B-Zellen und CD3*-T-Zellen und in c) dicht gepackte B220"-B-Zellen, die
mind. ein Drittel des Aggregats ausmachen, sowie CD3"-T-Zellen zu sehen. Die Balken enstprechen

jeweils 100pm.
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Abbildung 10: Auswertung der Infiltrate und B-Zell-Aggregate

Immunhistochemisch geférbte Schnitte von Kleinhirnen von MP4-immunisierten Méusen wurden
hinsichtlich des Vorhandenseins von Infiltraten (Non-B-Zell- und diffuse Infiltrate sowie B-Zell-
Aggregate) evaluiert. Hierbei lieB sich keine Signifikanz zwischen der FTY720- und der Vehikel-Gruppe
hinsichtlich aller Infiltrate bezogen auf die untersuchte Fldche nachweisen, wie in a) ablesbar ist. ¢) zeigt,
dass Non-B-Zell-Infiltrate hingegen bei FTY720-behandelten Méusen im Vergleich zur Vehikel-Gruppe
(abgebildet in b)) signifikant reduziert waren (p = 0,007). Diffuse Infiltrate und B-Zell-Aggregate blieben
ohne signifikante Unterschiede.
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die TLO-Marker

Die Abbildung zeigt immunhistochemisch geférbte Schnitte des Kleinhirnparenchyms von MP4-
immunisierten Médusen. Abgebildet in a)-d) sind B-Zell-Aggregate, die mithilfe von CXCL13, FDC-SP,

Ig und PNAd weiter charakterisiert wurden. Die Balken représentieren jeweils 100 pm.

a) 5.46% b) 6.25%

[ Low-grade Aggregate B Mid-grade Aggregate B High-grade Aggregate [ Aggregate ohne lymphatische Marker

C) 2,33% d)

B cxcris 1 rFpc-sp . [ pNAd

Abbildung 12: Auswertung der TLO-Marker

Detektierte B-Zell-Aggregate wurden ferner anhand der oben definierten TLO-Marker als low-grade,

mid-grade und high-grade Aggregate charakterisiert. Die Auswertung zeigte in der FTY720-behandelten

Gruppe, dargestellt in b), ein B-Zell-Aggregat, das keine TLO-Marker présentierte, sowie einen hohen
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Anteil an low-grade Aggregaten im Vergleich zur Vehikel-Gruppe, abgebildet in a). Ferner lieB sich bei
den Vehikel-behandelten Méusen ein high-grade Aggregat, mit Expression aller vier TLO-Marker,
identifizieren. Signifikant zeigten sich die mid-grade Aggregate, die bei FTY720-behandelten Tieren im
Vergleich zur Vehikel-Gruppe reduziert waren. In c) ist die Verteilung der TLO-Marker in der Vehikel-
Gruppe, in d) in der FTY720-behandelten Kohorte aufgezeigt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten
Differenzen. Da sich nur in der Vehikel-Gruppe ein high-grade Aggregat nachweisen lieB3, ist der Marker
PNAd dort représentiert.

4. Diskussion

Die Zielsetzung der durchgefiihrten Studie lag in der Evaluation der Auswirkungen von
Fingolimod auf die B-Zell- und Antikdrper-Antwort im MP4-EAE-Modell. Die Analyse
fokussierte sich insbesondere auf die Verdnderungen der B-Zell-Subsets in den SLOs
und der B-Zell-Aggregate im ZNS sowie die MP4-spezifische zelluldre und humorale

Immunantwort.

Fingolimod ist ein funktioneller S1PiR-Antagonist und aktuell als oral verfiigbares
Medikament zur Behandlung der RRMS zugelassen. Es entwickelt seine primaére
Wirkung nach vorherrschender Lehrmeinung durch die Internalisierung und den Abbau
des Oberflachenrezeptors, wodurch der Austritt insbesondere von T-, aber auch von B-
Zellen aus den SLOs reduziert wird [95, 96, 102, 111]. Dadurch gelangt eine geringere
Anzahl an autoreaktiven Lymphozyten iiber die BHS ins ZNS, was eine Minimierung
der inflammatorischen Aktivitdt und Myelinscheidendegeneration zur Folge hat [101,
112]. Verdanderungen von T-Lymphozyten unter der Behandlung mit Fingolimod sind
umfassend erforscht [99, 102, 113, 114], wihrend das Wissen in Bezug auf B-Zellen
lickenhaft ist. Aktuelle Entwicklungen der therapeutischen Moglichkeiten stirken
jedoch erneut die potente Rolle der B-Lymphozyten in der Pathogenese der MS [25, 36,
108], weshalb die Auswirkungen von FTY720 auf diese Zellgruppe von mafB3geblichem
Interesse ist. Dariiber hinaus konnten B-Zell-Aggregate und ihre Entwicklung in TLOs
in Patienten mit SPMS nachgewiesen und ein moglicher Zusammenhang mit einem

schwerwiegenden Krankheitsverlauf hergestellt werden [49, 50]. Zusammenfassend
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sind grundlegende Studien iiber das Verhalten und die Verteilung von B-Zellen unter

Fingolimod-Behandlung von groBter Bedeutung.

Diese Studie nutzte das B-Zell- und Antikorper-abhingige MP4-EAE-Modell, um
zunichst die Effekte von FTY720 auf die periphere B-Zell-Funktion zu evaluieren.
Hierbei zeigten sich sowohl in der MP4-spezifischen als auch der Gesamt-IgG-
Produktion keine Unterschiede zwischen behandelten Méusen und der Kontrollgruppe.
Dies spricht fiir eine unbeeintrichtigte humorale spezifische und generelle
Immunantwort und stimmt mit den Ergebnissen von Pinschewer et al. iiberein, die eine
gleichwertige Antikorperproduktion in einem Virus-induzierten B6-Mausmodell
zwischen der FTY720-behandelten und der Kontrollgruppe nachweisen konnten [115].
Dariiber hinaus {berpriiften sie das immunologische Gedéchtnis in Form von
Gedéchtnis-B-Zellen und Plasmazellen: Sowohl die Langzeit-Produktion von
spezifischem IgG, als auch die Boosterung bei erneuter Antigen-Exposition zeigten
zwischen den Gruppen keine Unterschiede. Auch zellulire Funktionen, wie
Aktivierung, Proliferation und weitere Effektormechanismen blieben unter Fingolimod
unbeeintrichtigt [116]. Dies konnte auch Teilaspekte der ambivalenten Ergebnisse der
Anwendung von FTY720 bei Patienten mit Nierentransplantaten erkléren. Einerseits
war die Kombination mit Ciclosporin notwendig, um einen ausreichenden Schutz vor
der OrganabstoBung zur erreichen. Andererseits zeigten sich im Vergleich zum
Standardprotokoll eine reduzierte Nierenfunktion und aufgrund der notwendigen hohen
Dosierung von Fingolimod entsprechend gravierende Nebenwirkungen, wie
Makulaédeme [117-120]. Da nach soliden Organtransplantationen eine lebenslange
Immunsuppression notwendig ist, werden Medikamente mit milderen Nebenwirkungen
bevorzugt. Dariiber hinaus konnte in Einzelfdllen sogar eine erhdhte Wahrscheinlichkeit
fiir eine humoral-vermittelte AbstoBung der Niere gezeigt werden [120, 121], weshalb
insgesamt vom FEinsatz von FTY720 in organtransplantierten Patienten Abstand

genommen wurde.

Da in humanen Studien eine ausgeprigte Zuriickhaltung insbesondere von T-Zellen,
aber auch B-Zellen in den SLOs und damit eine signifikante Reduktion dieser
Zellgruppe im peripheren Blut von Patienten beschrieben worden war [122-124], wurde
dies mittels Durchflusszytometrie im MP4-Mausmodell tiberpriift. CD4"-T-Zellen im

peripheren Schwanzvenenblut zeigten sich bei FTY720-behandelten Tieren im
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Vergleich zur Vehikel-Kontrollgruppe in diesem Versuchsaufbau signifikant reduziert,
was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von MS-Patienten ist [122, 123]. In
diesen humanen Studien konnte derselbe Effekt auf B-Zellen verzeichnet werden,
jedoch zeigten sich die CD19*-B-Zellen unter der Therapie mit Fingolimod in den
murinen Versuchen dieser Studie nicht erheblich verringert und damit kontrér zu oben
genannten Ergebnissen. Matloubian et al. stellte fest, dass bei B6-Méusen der Austritt
von CD19"-B-Zellen aus den SLOs einer geringeren Abhéngigkeit vom SI1PiR
unterliegt als der von T-Zellen [111]. Auch bei Ratten konnte dieser Effekt
nachgewiesen werden und es lag ebenso ein hoherer zytotoxischer Effekt von FTY720

auf T-Zellen als auf B-Zellen in vitro sowie in vivo vor [125, 126].

Allerdings wurden auch Veridnderungen der Verteilung von unterschiedlichen Subtypen
der B-Zellen durch die Behandlung mit Fingolimod im Blut von MS-Patienten
beschrieben [103, 104, 123]. Da die Zellzahlen im peripheren Blut von B6-Miusen
nicht ausreichend sind, um ein breites Panel an B-Zell-Subsets zu analysieren,
fokussierten wir uns auf die Milz als SLO. In der Durchflusszytometrie zeigten sich
hierbei die B220"-B-Zellen in der Milz signifikant in der FTY720-behandelten Gruppe
erhoht. Moglicherweise war dieser Effekt im peripheren Blut aufgrund der begrenzten
Zellzahlen nicht ausreichend nachweisbar gewesen. Die weiteren Subtypen, wie
regulatorische, naive und Gedéchtnis-B-Zellen, blieben in der chronischen Kohorte
unbeeinflusst. Jedoch konnte bei Méusen, die auf dem Hohepunkt der MP4-EAE
Fingolimod verabreicht bekommen hatten, gezeigt werden, dass insbesondere
B220°CD43-CD73'CD80°'CD138" naive B-Zellen in der Milz vermindert und
regulatorische B-Zellen vermehrt vorhanden waren [127]. Diese Ergebnisse entsprechen
den Resultaten von Claes ef al., die einen erhohten Anteil an CD19"IgD*CD27" naiven
B-Zellen [123], sowie denen von Griitzke et al., die eine erhohte Fraktion von
CD38'CD27:CD24'CD5"-regulatorischen B-Zellen im peripheren Blut von MS-
Patienten unter der Behandlung mit Fingolimod verzeichnen konnten [104]. Letztere
exprimieren L-Selectin, CCR7 und LFA-1, welche fiir die Sesshaftigkeit von Zellen in
Lymphknoten und Milz benétigt werden [128], in einer geringeren Dichte als naive und
Gedidchtnis-B-Lymphozyten und sind daher unempfanglicher fiir die Fingolimod-
vermittelte Sequestrierung im SLO [104]. Der Shift zu einer erhohten Anzahl an IL-10-

produzierenden regulatorischen B-Zellen im peripheren Blut fiihrte bei Mausen mit
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EAE zur Remission [129] und ist daher ein moglicher weiterer protektiver
immunmodulatorischer Mechanismus von FTY720. Und tatsdchlich fiihrte die
Applikation von Fingolimod bei Tieren, die proportional auch mehr CD23"
regulatorische B-Zellen im peripheren Blut aufwiesen und auf dem Hohepunkt der
EAE-Symptomatik im MP4-Modell waren, zu einer deutlichen klinischen Besserung
[127]. Diese Zellpopulation war bei Miusen, die FTY720 nach einer Krankheitsdauer
von etwa 50 Tagen erhielten, allerdings wiederum nicht signifikant veréndert. Es konnte
sich moglicherweise um regulatorische B-Lymphozyten handeln, die dauerhaft in der
Marginalzone von Keimzentren ansdssig sind. Diese werden in einem
inflammatorischen Milieu oder durch die Applikation von KFA zur Proliferation und
Sekretion von IL-10 angeregt [130], weshalb sie im akuten Verlauf der MP4-EAE

vermehrt vorzufinden sind.

Die Mechanismen, die fiir den Austritt von T-Zellen aus SLOs benétigt werden, sind
mittlerweile ausreichend bekannt, wihrend die einzelnen Schritte, die B-Zellen
absolvieren, noch unzureichend verstanden sind [92, 131]. Sinha et al. postulierten, dass
die SIP-vermittelte Chemotaxis eine untergeordnete Rolle fiir das Verlassen von B-
Lymphozyten aus den SLOs spielt [132]. Vielmehr sei es ein komplexes
Zusammenspiel aus SIP1R, S1P3;R und dem vorherrschenden inflammatorischen Milieu
im SLO, das den Austritt von B-Lymphozyten steuert und reguliert. Dies stellt einen
moglichen Grund fiir das verminderte Ansprechen von B-Zellen in diesem Modell auf
die Wirkung von Fingolimod dar. Dariiber hinaus kann die Synthese von S1P durch
entziindliche Reize erhoht und somit die S1P;-vermittelte Wirkung verstdrkt werden,
wodurch mehr Lymphozyten die SLOs verlassen konnen [133, 134]. Auch die
Expression des S1PiR kann durch inflammatorische Einfliisse aus dem Umfeld dirigiert
werden, allerdings war dies bisher nur fiir T-Zellen nachweisbar [135, 136]. Ergebnisse
von B6-Mdusen unter der Behandlung mit FTY720 beziiglich des Vorhandenseins des
SIPiR auf der Zelloberfliche von T- sowie B-Lymphozyten zeigten in der
Durchflusszytometrie zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen Zellen aus dem
peripheren Blut oder Lymphknoten [127]. Allerdings war der Anteil an S1P;*-CD4"-T-
und insbesondere S1P;*-CD19"-B-Zellen im peripheren Blut deutlich erhoht, was mit

den Befunden von Matloubian et al. iibereinstimmt [111].
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Ein weiterer Grund fiir einige Diskrepanzen zwischen den hier vorgestellten
Ergebnissen in der chronischen Kohorte und denen von oben beschriebenen Studien
liegt womoglich in der Charakterisierung der B-Zell-Subsets begriindet. Einerseits
besitzen murine B-Zellen andere Oberflichenmarker als humane, die zur Identifizierung
der verschiedenen Subtypen eingesetzt werden konnen. Andererseits erfolgte die
Charakterisierung in den Experimenten der hier beschriebenen Studie durch ein
detaillierteres Panel an Oberflichenmarkern. Bis zu diesem Zeitpunkt und zum
aktuellen Wissensstand ist diese Studie die erste, die umfangreich die B-Zell-Subtypen-
Verteilung in der Milz in einer B-Zell-abhéngigen EAE unter der Behandlung mit

Fingolimod untersuchte.

In der hier dargestellten Studie wurden die klinischen Auswirkungen der zentralen
Schiden infolge der Demyelinisierung anhand des EAE-Scores ermittelt. Hierbei zeigte
sich keine signifikante Besserung der Symptome unter der Behandlung mit FTY720
nach der Krankheitsdauer von etwa 50 Tagen, wihrend hingegen Maiuse, die
Fingolimod in der akuten Erkrankungsphase erhalten hatten, einen deutlich milderen
Krankheitsverlauf aufwiesen [127]. Dies lédsst einerseits die Interpretation zu, dass
Fingolimod bereits entstandene Schiden im ZNS der Miuse nicht mehr ausreichend
beeinflussen oder gar riickgdngig machen kann. Allerdings sei an diesem Punkt auf die
Limitationen der EAE-Gradeinteilung hingewiesen, die nur die motorische Komponente
der Symptome abfragt und weitere potenzielle Krankheitszeichen des sensorischen oder

visuellen Systems auller Acht lasst.

Die Hypothese, dass Fingolimod die im ZNS entstandenen Schiden in diesem Modell
nicht ungeschehen machen kann, bestdtigte sich in der Immunhistologie der murinen
Kleinhirne. Die Gesamtanzahl an Infiltraten, bezogen auf die ausgewertete Fliche,
zeigte sich unter der Behandlung mit Fingolimod nach 50 Tagen Krankheitsdauer nicht
signifikant verdndert. Diffuse Infiltrate blieben ebenfalls unbeeintrichtigt, allerdings
war die Zahl an Non-B-Zell-Infiltraten unter FTY720 deutlich reduziert. Dies spiegelt
sich in den verminderten CD4"-T-Zellen im peripheren Blut unter der Behandlung
wieder. Anders verhielt es sich bei den Mausen, die FTY720 auf dem Hohepunkt der
MP4-EAE erhielten: Die Gesamtzahl der Infiltrate, bezogen auf die
Kleinhirnmarkflache, sowie die der diffusen und Non-B-Zell-Infiltrate zeigten sich in

der behandelten Kohorte signifikant vermindert [127]. Dies unterstiitzt die Theorie, dass
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der zentrale Wirkmechanismus von Fingolimod durch die Sequestrierung von
Lymphozyten in den SLOs erfolgt und dadurch die Einwanderung von autoreaktiven
Immunzellen ins ZNS unterbunden wird [89, 112]. Im Kontrast dazu steht die geringe
Wirksamkeit von FTY720 auf die B-Zell-haltigen Infiltrate in der chronischen MP4-
EAE. Ebenfalls dhnliche Ergebnisse zeigten sich bei der Untersuchung der Peripherie:
Die durchflusszytometrischen Ergebnisse wiesen keine Auswirkung von FTY720 auf
die CD19*-B-Zellen nach und obwohl die Gesamtheit der B220*-B-Lymphozyten in der
Milz unter der Therapie mit Fingolimod grofer war, blieben die untersuchten Subsets

unbeeintrichtigt.

Um die B-Zell-Aggregate weiter zu charakterisieren, wurden sie hinsichtlich des
Vorhandenseins von lymphatischen Markern untersucht, um eine Evolution in TLOs zu
ermitteln. In der chronischen Kohorte konnte unter der Behandlung mit FTY720 eine
groflere Anzahl an low-grade und eine signifikante Reduktion an mid-grade Aggregaten
verzeichnet werden. In Verbindung mit der Abwesenheit von high-grade Aggregaten
und der Detektion eines Aggregates ohne lymphatische Marker weist dies auf einen
moglichen hemmenden Effekt von Fingolimod auf die Evolution in lymphatisch-
follikuldres Gewebe und die Ausbildung von TLOs hin, welche bei SPMS-Patienten mit
einem klinisch gravierenderen Verlauf assoziiert werden konnten [50]. Wie oben bereits
beschrieben, fiihrte die Applikation von FTY720 im akuten Krankheitsstadium zur
effektiven Sequestrierung von T- und B-Zellen in den SLOs. Hiermit erkldrt sich auch
die signifikante Reduktion aller Infiltrate, bezogen auf die ausgewertete Fldche, sowie
der diffusen und Non-B-Zell-Infiltrate in diesem Studienautbau [127]. Dariiber hinaus
konnten keine B-Zell-Aggregate in der mit Fingolimod behandelten Kohorte

nachgewiesen werden.

Ein Diskussionspunkt bleibt weiterhin, ob TLOs anhaltenden Zustrom von
Lymphozyten aus der Peripherie bendtigen, um ihre lymphatische Struktur
aufrechtzuerhalten, oder ob sie nach ihrer Formation vollstindig autark agieren kdnnen.
Fiir den lymphozytiren Nachschub aus dem peripheren Blut ist die Uberwindung der
BHS ein entscheidender Schritt, in den viele Medikamente, wie beispielsweise
Natalizumab, eingreifen. Natalizumab ist ein monoklonaler Antikérper, der die
Adhésion und damit die Transmigration insbesondere von T-Lymphozyten unterbindet

[69]. Da dieses Medikament jedoch die PML als potenzielle letale Nebenwirkung
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auslosen kann, besteht ein hohes Interesse an weiteren Medikamenten fiir die
Behandlung der MS, die mogliche protektive Auswirkungen auf die BHS zeigen.
Direkte Effekte von FTY720 auf die BHS sind umstritten, allerdings konnten diese
bisher nur in vitro [137, 138] oder in Tiermodellen [139, 140] untersucht werden und
ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Die hier prisentierten Befunde sprechen
allerdings eher fiir TLOs als inerte Strukturen, die nicht auf einen konstanten Zustrom
von Immunzellen aus der Peripherie angewiesen sind. Einmal etabliert, scheinen sie
sich selbst aufrechtzuerhalten. Falls dies ebenfalls in humanen Studien bestétigt werden
kann, sind weitere Forschungen beziiglich der pathogenetischen Rolle von TLOs in der

Aufrechterhaltung der MS erforderlich.

Fingolimod kann die BHS iiberwinden und liegt im ZNS als aktiver Metabolit vor, der
an all seine S1P-Rezeptor-Subtypen binden kann, die von zentralnervosen Zellen
exprimiert werden [141]. Wirkmechanismen von FTY720, die unabhingig von der
Sequestrierung von peripheren Lymphozyten sind, waren daher Bestandteil
verschiedener Studien [140, 142-145]. SIP; und S1P3 sind insbesondere auf der
Oberflache von Astrozyten zu finden, welche fiir die regenerative Gliose nach einer
inflammatorischen Lision zustdndig sind [1, 143]. In einigen Tiermodellen konnte
durch die Therapie mit Fingolimod nicht nur eine reduzierte Neuroinflammation,
sondern dariiber hinaus eine potenzielle Verbesserung der Gewebsintegritdt im ZNS
aufgezeigt werden [140, 142]. In vitro und in vivo konnte nachgewiesen werden, dass
die S1P-vermittelte Neurodegeneration durch Astrozyten durch den funktionellen S1P-
Rezeptoren-Antagonisten FTY720 unterbunden werden und damit neuroprotektive
Effekte vermitteln kann [143]. Aufgrund dieser Befunde und der Tatsache, dass fiir die
PPMS bis vor der Etablierung von Ocrelizumab keine wirksame Therapieoption zur
Verfiigung stand, wurde FTY720 in der Behandlung dieser wissenschaftlich erprobt
[106]. Die erzielten Ergebnisse erfiillten jedoch nicht die Erwartungen: Fingolimod
limitierte zwar die inflammatorische Aktivitit in PPMS-Patienten, jedoch konnten keine
protektiven Auswirkungen auf die Gehirnatrophie und die rapide fortschreitende
Krankheitsprogression belegt werden. Potenzielle Auswirkungen in der SPMS wurden

bis zu diesem Zeitpunkt nicht untersucht.

Siponimod (BAF312) stellt eine zukiinftige Therapieoption fiir die SPMS dar. Dabei

handelt es sich, wie bei FTY720, um einen funktionellen S1P-Rezeptor-Antagonisten,
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der allerdings im Gegensatz zu seinem Vorgédnger selektiv auf die Rezeptoren S1P;
sowie S1Ps wirkt [146]. Vorteilig bei BAF312 ist die Reduktion der durch S1Ps-
vermittelten kardialen Nebenwirkungen. Die Testung von Siponimod als Medikament
in der Behandlung der RRMS erbrachte vielversprechende Ergebnisse [147], allerdings
war die Suche nach einer therapeutischen Option fiir die SPMS von groferer
Bedeutung. Kappos et al. konnten in einer randomisierten, doppelblinden Placebo-
kontrollierten Studie =zeigen, dass Siponimod bei Patienten mit SPMS einen
antiinflammatorischen Effekt, aber dariiber hinaus auch neuroprotektive und damit anti-
degenerative Wirkungen entfaltet [148]. Eine verminderte Krankheitsprogression
innerhalb von drei Monaten, cine Abnahme der aktiven Gadolinium-aufnehmenden
ZNS-Lésionen und die Protektion vor neuen Entziindungsherden in der weillen
Substanz sowie die Minderung der Hirnatrophie im Vergleich zur Placebo-Gruppe sind
allesamt Merkmale einer vielfdltigen Beeinflussung der MS durch BAF312. Das
Medikament wurde bereits in den Vereinigten Staaten von Amerika und von der
europdischen Arzneimittelagentur zugelassen und wird aller Voraussicht nach Ende
2019 in Deutschland von Novartis auf den Markt gebracht [149]. Damit steht erstmals
ein funktioneller S1P-Rezeptor-Antagonist als therapeutische Option fiir die
Behandlung der SPMS zur Verfligung, die nachweislich den Krankheitsprogress positiv

beeinflussen kann.

5. Zusammenfassung

Diese Studie benutzte das MP4-Modell als B-Zell- und Antikdrper-abhéngige Form der
EAE, um potenzielle Effekte von FTY 720 auf die periphere B-Zell-Distribution und die
zentrale B-Zell-Aggregation im chronischen Verlauf der Erkrankung zu erforschen. Es
konnte gezeigt werden, dass unter der Therapie mit Fingolimod insbesondere CD4"-T-
Zellen effektiv in den SLOs zuriickgehalten werden, ebenso wie B220*-B-Zellen. Dabei
blieben essenzielle zelluldre Funktionen, wie die humorale Immunantwort der B-
Lymphozyten, unbeeintrichtigt. Durch die Behandlung mit FTY720 konnte, gemessen

am EAE-Score, im chronischen Krankheitsverlauf keine Verbesserung der
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Symptomatik ermittelt werden, was sich auch in der Gesamtanzahl der zelluldren
Infiltrate im ZNS wiederspiegelte, die durch das Medikament nicht reduziert wurden.
Dicht gepackte perivaskuldre Zellansammlungen aus iiberwiegend B220°-B-Zellen
sowie CD3"-T-Zellen wurden als B-Zell-Aggregate definiert und anhand von Markern,
die als Hinweis fiir eine lymphatische Gewebsevolution sprechen, als TLOs
charakterisiert. Zwar konnte Fingolimod bereits etablierte B-Zell-Aggregate mit
lymphatischen Merkmalen nicht auflosen, jedoch schien es die Entwicklung in TLOs zu
inhibieren. Diese Studie konzentrierte sich insbesondere auf die inflammatorische
Komponente der MP4-EAE, wihrend die degenerativen Pathomechanismen nicht unter
der Behandlung von Fingolimod erforscht wurden. Siponimod, als nachfolgender
funktioneller S1P-Rezeptor-Antagonist, zeigte in Studien einen beachtlichen Effekt in
der Behandlung der SPMS. Dessen Wirkungen auf B-Zellen und insbesondere auf B-

Zell-Aggregate sowie TLOs werden in Zukunft noch zu ermitteln sein.
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