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EINLEITUNG

Einleitung
Das Immunsystem

Aufgabe des Immunsystems ist es, den menschlichen Organismus, der in stdndigem
Kontakt mit seiner Umwelt steht, vor pathogenen Erregern zu schiitzen. Das
Immunsystem besteht dabei aus einer angeborenen (unspezifischen) und einer

erworbenen (spezifischen) Komponente.

Angeborene Immunantwort

Die angeborenen Immunantwort besteht aus von Geburt an vorhandenen
Abwehrmechanismen, die nur eine beschrinkte Spezifitit gegeniiber Erregern aufweisen,
daher auch die Bezeichnung ,,unspezifische Immunreaktion® (1). Primére Funktion des
angeborenen Immunsystems ist die rasche Beseitigung von Erregern und die Aktivierung
sowie Koordination spezifischer Effektorzellen des erworbenen Immunsystems (1).
Man unterscheidet zwischen physikalischen, zelluldren und humoralen Komponenten der
Immunantwort.

Physikalische Barrieren sind die erste Abwehr gegen Pathogene. Sie sorgen dafiir, dass
diese nicht eindringen bzw. schnell unschéddlich gemacht werden.

Eine physikalische Barriere stellen Haut und Schleimhaut dar (2). Auf der Schleimhaut
der Atemwege unterstiitzen Zilien den Abtransport schiddlicher Pathogene. Im Magen
wehrt die von Zellen der Schleimhaut gebildete Magensédure Erreger ab. Im Darm erfolgt
eine Abwehr zusitzlich durch mikrobielle Besiedlung. Die Gesamtheit aller besiedelnden
Mikroorganismen wird dabei als Mikrobiom bezeichnet (3). Daneben enthélt Schleim,
zum Beispiel in den Atemwegen, unspezifische und spezifische Infekt-abwehrende
Substanzen wie Lysozym (von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen gebildet),
Laktoferrin und Immunglobuline (2).

Die wichtigsten zelluldren Triger der angeborenen Immunantwort sind neutrophile
Granulozyten, Monozyten und (Gewebs-)Makrophagen, Mastzellen, natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und dendritische Zellen. Thre Mustererkennungsrezeptoren
(pattern recognition receptors, PRR) erkennen sogenannte pathogen-assoziierte
molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPs). Dabei handelt es
sich um charakteristische Strukturmolekiile, aber auch um bestimmte DNS- und RNS-
Sequenzen, die von vielen Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten gebildet werden (4).

Zu den erkannten Molekiilen gehoren zum Beispiel Lipopolysaccharide als Bestandteil

1
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der Zellmembran gramnegativer Bakterien oder Peptidoglykane primir grampositiver
Bakterien, die u.a. von sogenannten Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt werden. Die so
aktivierten TLRs fiihren schlieBlich {iber die Auslosung einer intrazelluldren
Signalkaskade zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und zur Produktion
verschiedener Zytokine und anderer Entziindungsmediatoren (5).

Humorale Mechanismen des Immunsystems basieren auf Entziindungsmediatoren, die im
Blut zirkulieren und iiberwiegend von Immunzellen produziert werden. Wichtige Akteure
der humoralen Immunreaktion sind zum Beispiel Zytokine als Botenstoffe des
Immunsystems (1). Zytokine werden dabei sowohl von Effektorzellen des angeborenen
sowie des erworbenen Immunsystems als Antwort auf mikrobielle Pathogene und andere
Antigene produziert. Zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokinen gehoéren
Interferon (IFN)-a, IFN-f3, IFN-vy, Tumornekrosefaktor (TNF)-a., Interleukin (IL )-1, IL-
2, IL-6 und IL-17 (6). IL-10 dagegen gehort zu den antiinflammatorischen Zytokinen,
ebenso TGF-1 (7).

Erworbene Immunantwort

Die erworbene Immunreaktion ist der angeborenen nachgeschaltet und langsamer,
allerdings spezifischer. Sie basiert auf einer hochspezifischen Reaktion des Organismus
bei Reinfektion nach vorangegangenem Erstkontakt mit einem Erreger
(immunologisches Gedéchtnis). Die Effektorzellen des erworbenen Immunsystems sind
B- und T-Zellen (Lymphozyten) und ihre Aktivierung resultiert aus der Interaktion mit
antigenprisentierenden Zellen des angeborenen Immunsystems (8). B- und T-
Lymphozyten entstehen aus pluripotenten hédmatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks (1). Aufgrund ihres gemeinsamen Ursprungs tragen alle Subpopulationen
der B- und T-Lymphozyten das Oberflichenmerkmal CD (cluster of differentiation) 45,
ebenso alle anderen Leukozyten (Makrophagen, NK-Zellen, dendritische Zellen,
Granulozyten) (9). Die Differenzierung aus hdmatopoetischen Stammzellen zu
funktionellen T-Zellen erfolgt im Thymus, die B-Zell-Reifung im Knochenmark (bone
marrow).

B-Lymphozyten sezernieren Antikorper (Immunglobuline, Ig) als Teil der humoralen
Immunantwort. Diese befinden sich entweder membrangebunden an der Oberfliche von

B-Zellen oder als l6sliche Effektormolekiile in verschiedenen Korperfliissigkeiten. Sie
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konnen Antigene direkt und mit hoher Affinitdt binden und eine spezifische
Immunantwort auslosen oder Toxine neutralisieren.

Gemeinsam mit dem CD3-Oberflichenmarker exprimieren alle reifen T-Lymphozyten
an ihrer Oberfldache T-Zell-Rezeptoren, die Fremdantigene spezifisch erkennen konnen.
Je nach Differenzierung koexprimieren sie CD4- oder CD8-Rezeptoren.

Zytotoxische T-Zellen (CD8+ T-Zellen) leiten eine direkte Zelllyse oder Apopotose
durch porenbildende Proteine (Perforine) und Proteasen (Granzyme) ein. Sie werden
durch die Antigenprésentation von MHC-I-Molekiile aktiviert. MHC-I-Molekiile sind auf
der Oberfléiche aller kernhaltigen Zellen und Thrombozyten exprimiert und prisentieren
intrazelluldre Antigene (10). Manche Viren verhindern die Expression des MHC-I-
Rezeptors. Diese entarteten Zellen werden durch Natiirliche Killerzellen, die Teil des
angeborenen Immunsystems sind, erkannt und die Apoptose eingeleitet (11).
MHC-II-Rezeptoren werden dagegen auf antigenprédsentierenden Zellen (dendritische
Zellen, Makrophagen und B-Zellen) exprimiert und sind spezialisiert auf die Prasentation
phagozytierter und fragmentierter extrazellulidrer Proteine. Sie aktivieren CD4 + Zellen,
die T-Helferzellen.

CD4+ T-Zellen differenzieren in funktionell unterschiedliche Subpopulationen, je nach
lokal vorhandenen Zytokinen. Folgende CD4+ T-Zellsubpopulationen werden
unterschieden (1):

- T-Helferzellen vom Subtyp 1 (CD4-TH1-Zellen) werden durch Interaktion mit
Makrophagen zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IFN-y, IL-2
und TNF-a) angeregt, die wiederum weitere Makrophagen (positive
Selbstverstiarkung) sowie zytotoxische T-Zellen stimulieren (12).

- T-Helferzellen vom Subtyp 2 (CD4-TH2-Zellen) entstehen in Gegenwart von IL-
4. Durch die Sekretion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 fordern sie eine humorale
Immunantwort {iber Stimulation von B-Zellen, die in Folge Immunglobuline
sezernieren (12).

- CDA4-TH17-Zellen sind eine weitere Subpopulation der T-Zellen. Sie setzen das
proinflammatorischen Zytokin IL-17, oder auch das anti-inflammatorische
Zytokin IL-22 frei, haben aber mehrheitlich entziindungsférdernde Wirkungen.

- Eine weitere wichtige T-Zell-Subpopulation sind die regulatorischen CD4-T-
Zellen (Tregs). Sie exprimieren neben CD4 auch CD25, CD39 und FoxP3 (s.
Tabelle). Sie sezernieren IL-10 und TGF (transforming groth factor)-f1 und
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regulieren die TH1 und TH2-gerichtete T-Zell-Antworten. Eine Beeintrachtigung

threr Funktion oder Depletion ist eine wesentliche Ursache von autoimmunen

oder entziindlichen Erkrankungen beim Menschen (13, 14).

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht verschiedener Oberflichenmerkmale und die Effektorzelle,

die das Merkmal trigt.

Tabelle 1: Beispiele fiir Oberflichenmerkmale verschiedener Immunzellen

Zelltyp Oberflichenmerkmal
T-Zellen CD3
T-Helferzellen CD4
Zytotoxische T-Zellen CD8
B-Zellen CD20
regulatorische T-Zellen (Tregs) CD4 CD25 CD39 FoxP3
alle kernhaltige Zellen himatopoetischen | CD45
Ursprungs
Autoimmunitit

Autoimmunitét beschreibt eine Reaktion des Immunsystems gegen korpereigene Zellen
durch Verlust der immunologischen Toleranz. Autoreaktive B-Lymphozyten werden im
Knochenmark, in der Milz oder in den Lymphknoten eliminiert. Autoreaktive T-
Lymphozyten werden normalerweise im Thymus aussortiert oder gehen peripher
zugrunde (15). Diese Selektionsmechanismen verhindern in der Regel ein Angriff von
Immunzellen gegen korpereigene Zellen. Bei Versagen dieser Mechanismen kommt es
zur Autoimmunerkrankung. In diesem Fall wird eine Immunreaktion gegen korpereigene
Antigene (Autoantigene) hervorgerufen, die Antikorper (Autoantikdrper) sowie
autoreaktive Effektorzellen hervorbringt.

Die genauen Mechanismen, die zum Verlust der Immuntoleranz fiihren sind unbekannt —
wie die Ursache der Multiplen Sklerose (MS). Sie gehort zu den (hdufigeren) T-Zell-

vermittelten Autoimmunreaktionen. Weitere Beispiele fiir Autoimmunerkrankungen

zeigt Tabelle 2. Genetische Faktoren, Umweltfaktoren und eine fehlerhafte Regulation
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der Immunantwort durch regulatorische T-Zellen scheinen eine Rolle in der Entstehung

von Autoimmunerkrankungen zu spielen.

Tabelle 2: Beispiele fiir Autoimmunerkrankungen
mod. nach K. Murphy, P. Travers, M. Walport, Janeway Immunologie, 7. Auflage (7)

Erkrankung

Mechanismus

Folge

Diabetes Mellitus Typ 1

Autoreaktive T-Zellen gegen

Inselzellen im Pankreas

Zerstorung der
insulinbildenden Inselzellen
des Pankreas, absoluter

Insulinmangel

Hashimoto-Thyreoidits

Autoantikorper und
autoreaktive T-Zellen gegen

Schilddriisenantigene

Hypothyreose durch
Zerstorung des

Schilddriisengewebes

Morbus Basedow

Autoantikorper gegen TSH-
Rezeptor (TRAK)

Hyperthyreose durch

iiberméfige Stimulation

Rheumatoide Arthritis

Autoreaktive T-Zellen gegen
Antigene der Gelenke
(Synovia)

Arthritis mit Entziindung und

Zerstorung der Gelenke
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Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose, auch Enzephalomyelitis disseminata genannt, handelt es sich
um eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems.
Sie ist neben der Epilepsie eine der hdufigsten organischen Hirnerkrankungen im
Erwachsenenalter und die hdufigste Autoimmunerkrankung des ZNS. Aullerdem ist sie
die hiufigste Ursache fiir Gehbehinderung bei jungen Erwachsenen. Die Multiple
Sklerose zeichnet sich durch eine Zerstorung der Myelinscheiden um Axone aus. Durch
Entziindungsreaktionen entstehen damit axonale Schiden. Es kommt auflerdem zu einer
reaktiven Astrozytose mit gliosen Vernarbung (daher die Bezeichnung ,,Sklerose*). Die
Ursache der Erkrankung ist bislang unbekannt. Je nach verursachtem Schaden sind
verschiedene Ausfallserscheinungen moglich, ein héufiges Erstsymptom ist die
Optikusneuritis mit Sehstorungen. Es gibt verschiedene Verlaufsformen der Erkrankung
mit interindividuell heterogenen Symptomen. Diese konnen sich teilweise vollstdndig
oder unvollstindig zuriickbilden. Eine kurative Therapie der MS gibt es bisher nicht, der
Verlauf kann durch immunsuppressive oder immunmodulatorische Therapie teilweise
modifiziert werden. In vielen Fillen fiihrt die MS zu einer dauerhaften Gehbehinderung

und Rollstuhlpflichtigkeit.

Epidemiologie

Derzeit gibt es weltweit geschitzt etwa 2,5 Millionen Betroffenen, die Verteilung ist
regional unterschiedlich. Vor allem in den geméBigten Breiten der nordlichen und
stidlichen Hemisphére tritt die Erkrankung gehauft auf (16). Die Inzidenz in Deutschland
im Jahr 2015 lag bei 18 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (17).

Die Erkrankung manifestiert sich hdufig um das 30. Lebensjahr. Je spiter sich die MS
klinisch manifestiert, desto schlechter ist ihre Prognose (18). Selten tritt sie im Kindes-
oder spiaten Erwachsenenalter auf. Insbesondere bei dem Verlaufstyp der schubférmig
remittierenden MS treten starke geschlechterspezifische Unterschiede hervor. Frauen
sind hier zwei- bis dreimal so hiufig betroffen wie Méanner (19). Bei eineiigen Zwillingen
betrigt die Konkordanz laut verschiedener Studien zwischen 25 und 30% (20, 21). Bisher
sind mehr als 50 Risikogenregionen identifiziert, die eine Assoziation mit der MS zeigen.

Als wichtigstes gilt das HLA-DRB1-Gen (22).
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Klinische Verlaufsformen und Symptomatik

Man unterscheidet bei der MS zwischen verschiedene Verlaufsformen (Abb. 1). Bei der
schubformig remittierenden Multiplen Sklerose (relapsing remitting MS, RRMS) treten
neurologische Storungen in Form von Schiiben auf, die sich teilweise oder vollstindig
zuriickbilden konnen (23). Ein Schub ist dabei definiert als neu aufgetretenes, oder sich
verschlechterndes Symptom, das mindestens 24 Stunden besteht und nicht im Rahmen
einer erhohten Korpertemperatur oder eines Infektes auftritt. Ein vorhergehender Schub
liegt dabei mehr als 30 Tage zuriick. Im Intervall zwischen den Schiiben verschlechtern
sich die Symptome bei einer RRMS nicht. Bei Erstdiagnose stellt diese Verlaufsform die
hiufigste dar, bei mehr als der Hélfte aller Betroffenen geht die RRMS unbehandelt in
die sekundér progrediente Form iiber. Die sekundir progrediente MS (SPMS) zeichnet
sich durch eine stetige Verschlechterung der Symptome aus, nach einem initial

remittierenden Verlauf (23). Schiibe konnen zudem zusétzlich auftreten.

Nur 15% der Betroffenen weisen bei Erstdiagnose eine primére progrediente

Verlaufsform (PPMS) ohne vorhergehende Schiibe auf (23).
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Abbildung 1: Verlaufsformen der MS.

Bei der schubformig remittierenden MS konnen sich die Schiibe teilweise bis vollstindig
zuriickbilden. Die sekunddr progrediente MS zeigt initial einen schubférmig remittierenden,
spiter jedoch progredienten Verlauf auf. Eine unbehandelte RRMS geht in iiber 50% in eine
SPMS iiber. Ein geringer Anteil der Betroffenen erleidet einen priméren progredienten Verlauf
ohne Riickbildung von Symptomen. Abb. mod. nach Klineova, S. und Lublin, F.D., 2018 (24).
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Héufige Erstsymptome der MS stellen Sehstorungen in Folge einer Optikusneuritis und
Sensibilititsstorungen dar (25). Zu den Symptomen einer Optikusneuritis gehdren
beispielsweise eine meist einseitige afferente Pupillenstérung, eine Visusminderung bis
hin zur Erblindung, ein Zentralskotom und Farbsinnesstorungen. Der Augenhintergrund
zeigt sich in der Ophthalmoskopie meist unauffillig. Auch Doppelbilder durch
Augenmuskelparesen sind mdglich. Die Sensibilititsstorungen umfassen Parésthesien,
Hypaésthesien und Dysésthesien. Im Rahmen einer RRMS konnen sich diese
Ausfallerscheinungen vollstdndig oder teilweise innerhalb von Tagen bis Wochen
zuriickbilden. Weitere Symptome der MS sind motorische Stérungen mit Paresen und
Spastik, Gangstorungen (zerebelldre Ataxien), Schmerzen, insbesondere Kopfschmerzen,
daneben neuropathische und muskuloskeletale Schmerzen, Muskelkrdmpfe und
vegetative Symptome wie Blasenstorungen oder Storung der Sexualfunktion. Patienten
konnen auch kognitive und psychische Defizite aufweisen, etwa Konzentrations- und
Gedéachtnisschwiche oder Symptome einer Depression (26). Mit einem hohen
Leidensdruck vergesellschaftet ist auch die chronische Erschopfung mit Tagesmiidigkeit
und pathologischer Erschopfbarkeit (26). Epileptische Anfille und Demenz sind selten,

konnen aber auftreten (26).

Atiologie und Risikofaktoren

Die Ursache der Multiplen Sklerose ist bis heute nicht bekannt. Derzeit wird von einer
multifaktoriellen Genese ausgegangen (vgl. Abbildung 2), bei denen genetische Faktoren

sowie Umwelteinfliisse eine Rolle spielen (7).

Die MS ist innerhalb der kaukasischen Population, insbesondere bei Nordeuropdern und
deren Nachfahren, hdufiger anzutreffen als in anderen ethnischen Gruppen (16). Eine
familidre Haufung der Erkrankung ist zu beobachten, dennoch tritt sie hdufiger sporadisch
auf. Die geringe Konkordanz bei monozygoten Zwillingen spricht gegen rein genetische
Faktoren, exogene Faktoren scheinen eine bedeutende Rolle in der Krankheitsentstehung
zu spielen. Migrationsstudien unterstiitzen diese Annahme: Erfolgt eine Migration vor
dem 15. Lebensjahr, so wird das Erkrankungsrisiko des Gastlandes erworben. Bei einer

Migration im Erwachsenenalter hélt sich das Risiko des Herkunftslandes (27).

Infektionen werden immer wieder als Trigger diskutiert, von besonderem Interesse sind

hierbei Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV). Hier konnten molekulare
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Ahnlichkeiten zwischen EBV und dem basischen Myelin-Protein beschrieben werden,

die moglicherweise zu einer Kreuzreaktion fiihren (28).

Weitere Umweltfaktoren, die ebenfalls in Frage kommen, sind geringe
Sonneneinstrahlung,  damit assoziiert = Vitamin-D-Mangel, sowie toxische

Umwelteinfliisse (29-31).

Epidemiologische Studien konnten auflerdem einen Zusammenhang zwischen Erndhrung
und MS-Inzidenz zeigen: Regionen mit einem verringerten Milch- und Fleischkonsum
weisen eine geringere Inzidenz auf, wohingegen eine ,,Verwestlichung® der
Erndhrungsgewohnheiten, etwa in Japan, mit einem Anstieg der MS Inzidenz einhergeht

(32).

genetische Pradisposition Umweltfaktoren

L A
Y

Versagen naturlicher
Toleranzmechanismen

Autoimmunitat

Abbildung 2: Voraussetzung fiir die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung.

Bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wird von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen, in denen genetische Pradisposition sowie Umweltfaktoren von Bedeutung sind. Aus
unbekannten Griinden kommt es zum Versagen von Toleranzmechanismen und zur Schidigung
korpereigener Antigene. Abb. mod. nach K. Murphy, P. Travers, M. Walport, Janeway
Immunologie, 7. Auflage (7).

Pathologie

Histologisch ist die MS durch entziindlich-demyelinisierende Léisionen sowie durch
neurodegenerative Verdnderungen mit axonaler Schiadigung und Atrophie der grauen
Substanz gekennzeichnet (33). Daraus resultiert auBerdem eine reaktiven Astrozytose mit

glioser Vernarbung (,,Sklerose®). Remyelinisierungen sind moglich, diese sogenannten
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wShadow plaques* zeigen dabei in der Regel eine verringerte Myelindichte und
verhéltnismaBig diinne Myelinscheiden (34, 35). Besonders progrediente Verlaufsformen
zeichnen sich durch Reduzierung der axonalen Strukturen aus, ihr Ausmal korreliert mit
dem zunehmenden Behinderungsgrad. Im Verlauf dominiert eine fortschreitende diffuse

Entziindungsaktivitét die Erkrankung.

Dominante Zelltypen in der Pathophysiologie der MS sind autoreaktive, periphere T-
Lymphozyten, die das ZNS invadieren. Die Ursache der Autoreaktivitit ist unbekannt.
Es gibt hierzu zwei wichtige Hypothesen:

Die Hypothese der peripheren Aktivierung beschreibt eine Aktivierung der T-
Lymphozyten in der Peripherie durch ein unbekanntes Antigen. Es kommt zur
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und infolge molekularen Mimikrys zum Angriff
gegen ZNS-Antigene (,, outside-in-theory ) (36). Unter molekularem Mimikry versteht
man die Ahnlichkeit von Peptidsequenzen von Pathogenen und korpereigenem Gewebe,
die zur Aktivierung des Immunsystems und zum Angriff gegen korpereigenes Gewebe
fiihren.

Die Hypothese der zentralen Aktivierung hingegen beschreibt eine sekundire
Einwanderung von T-Lymphozyten iiber die Blut-Hirn-Schranke infolge eines priméaren
neurodegenerativen Prozesses (,, inside-out-theory ‘) (36).

Welche Rolle B-Lymphozyten spielen, ist Gegenstand aktueller Forschung. Zum einen
zeigen sich Antikdrper- und Komplementkomponenten in histopathologischen Befunden
von MS-Lédsionen, zum anderen weisen Anti-B-Zell-Therapeutika (etwa Ocrelizumab,
ein monoklonaler Antikorper gegen CD20+ B-Zellen) gute Ergebnisse vor, welches die
Bedeutung von B-Lymphozyten, u.a. als Antigen-prisentierende Zellen, unterstreicht

(37).

Diagnostik

Um die Diagnose einer Multiplen Sklerose zu stellen, miissen eine ausfiihrliche
Anamnese, objektive Messung neurologischer Austfélle und der klinische Nachweis einer
zeitlichen und ortlichen Dissemination bzw. Vergrof3erung der Demyelinisierungsherde,
insbesondere  liber Bildgebung durch MRT, sowie der Ausschluss von
Differentialdiagnosen fiir die Auffalligkeiten durchgefiihrt werden (23). Die Ergebnisse

der klinischen Untersuchungen werden in der Regel anhand der Expanded Disability

10
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Status Scale (EDSS) bepunktet. Diese Ordinalskala dient zur Bestimmung des

Schweregrads der korperlichen Behinderung.

In der Bildgebung stellen laut McDonald-MRT-Kriterien (revidierte Fassung von 2017)
mindestens eine T2-hyperintense Lasion in mindestens zwei von vier MS typischen
Regionen (periventrikuldr, kortikal, juxtakortikal, infratentoriell, spinal) und Verlaufs-
MRT-Aufnahmen mit neuen T2 oder Gadolinium-anreichernden Lisionen (6rtliche und
zeitliche Dissemination) entscheidende Diagnosekriterien der MS dar (38). Durch
Untersuchung von visuell evozierten Potentialen und charakteristischen Lasionen mit
Demyelinisierung und axonalen Schdden in der MRT lassen sich klinische
Auffilligkeiten bildhaft darstellen. Der Augenhintergrund bei Patienten mit MS ist meist
unauffallig.

Neben der neurologischen und neuropsychiatrischen Befundung sowie der Bildgebung
spielt auch die Liquoruntersuchung bei der Diagnostik eine wichtige Rolle. Besonders
relevant fiir die Diagnose der MS ist der Nachweis von intrathekalen oligoklonalen
Immunglobulin-Banden im Liquor als Hinweis auf einen gezielten chronisch
inflammatorischen Prozess (23). Differenzialdiagnostisch kommen chronisch-infektidse
Erkrankungen wie Neuro-Lues, Borreliose, HIV-Infektionen, sowie Kollagenosen,
Vaskulitiden und Leukodystrophien in Frage, ebenso Sonderformen entziindlich-
demyelinisierender Erkrankungen wie die Neuromyelitis optica (Devic-Krankheit) (23).
Im Hinblick auf erregerbedingte Erkrankungen sollte eine einschlidgige und umfassende

Serologie durchgefiihrt werden.

Eine frithe Diagnosestellung und das rechtzeitige Einleiten einer immunmodulatorischen

Therapie ist prognostisch sehr wichtig (39).

Therapie der Multiplen Sklerose

Man unterscheidet zwischen drei verschiedenen Sdulen in der Therapie, je nach
Erkrankungsphase (Abbildung 3): Die Therapie des akuten Schubs, die

verlaufsmodifizierende Stufentherapie und die symptomatische Therapie (40).

11
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Therapiesaulen der MS

Schubtherapie
Verlaufsmodifizierende
Therapie
Symptomatische
Therapie

Abbildung 3: Therapiesidulen der Multiplen Sklerose.

Die Therapie der MS ruht auf drei Sdulen: Die Therapie des akuten Schubs, die Therapie mit
sogenannten ,,disease modifying drugs* (DMD) und die symptomatische Therapie. Eigene
Abbildung nach Hart, F.M. und Bainbridge, J., 2016 (40).

Die Therapie des akuten Schubs

Im akuten Schub ist das primére Ziel eine Symptomriickbildung. Erste Wahl ist hier eine
Hochdosis-Glukokortikoid-Pulstherapie iiber drei bis fiinf Tage (41). In der Regel wird
die i.v.-Kurzinfusion morgens verabreicht, diese Applikation entspricht am ehesten dem
zirkadianen Rhythmus der Cortisol-Ausschiittung und geht mit weniger Nebenwirkungen
einher. Die Therapie wird meist stationdr durchgefiihrt, vor allem in Hinblick auf
mogliche Nebenwirkungen, unter anderem Hypokalidmie, Hyperglykdmie sowie
psychotische Dekompensationen (41). Die Therapie sollte baldmoglichst nach
Symptommanifestation eingeleitet werden. Die zweite Wahl im Schub nach erfolgloser
Glukokortikoid-Therapie ist die Plasmaseparation mittels Plasmapherese oder

Immunadsorption.

Die verlaufsmodifizierende Stufentherapie

Zum Einsatz kommen hier Immunsuppressiva und Immunmodulatoren als sogenannte
»disease modifying drugs* (DMD) (42). Die Vielzahl der mittlerweile zugelassenen
Therapien machen es moglich, individualisierte Strategien zu finden, bei denen
Wirksamkeit, Nebenwirkungen und mdgliche Schiden durch die Therapie in einem

gemeinsamen Entscheidungsprozess von Patienten und behandelnden Arzten abgewogen

12
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werden konnen. Die Heterogenitét der Verldufe erschwert die Erstellung einer strikten

Leitlinie zur Behandlung der MS.

Durch eine verlaufsmodifizierende Stufentherapie soll die Zahl der Schiibe zuriickgehen,
so wie die 1m MRT nachzuweisende Krankheitsaktivitit. Ziel der
verlaufsmodifizierenden Stufentherapie ist es, den Verlauf der Erkrankung giinstig zu

beeinflussen und die Progression zu verzogern oder sogar zu verhindern (43).

Fiir die PPMS ist in der EU nur ein Wirkstoff zur Behandlung zugelassen. Es handelt sich
um Ocrelizumab (vergleichbar mit dem auch in der Therapie von B-Zell-Lymphomen
und der rheumatoiden Arthritis eingesetzten, aber wesentlich preiswerteren Rituximab),
ein monoklonaler Antikorper gegen CD20, welches auf allen B-Lymphozyten exprimiert
wird und u.a. die Prisentation von Autoantigenen auf B-Zellen verhindert (42). Zur
ersten Wahl bei dem milden Verlauf der RRMS gehéren Dimethylfumarat,
Glatirameracetat und verschiedene Interferon-B-Therapeutika, die subkutan oder oral
verabreicht werden konnen (42). Auch Teriflunomid kommt zum Einsatz. Als zweite
Wahl, vor allem in der Schwangerschaft und postnatal, werden bei moderaten Verldufen
auflerhalb der Zulassung im Rahmen von Studien auch intravends Immunglobuline
appliziert (44). Hochaktive Verldufe mit mindestens zwei Schiibben und eine
Verschlechterung der EDSS um einen Punkt in den letzten Monaten werden in erster
Linie mit Cladribin, Fingolimod, Natalizumab oder Ocrelizumab behandelt. Auch der
Einsatz von Mitoxantron, einem Zytostatikum und unselektivem Immunmodulator, ist

bei hoher Krankheitsaktivitdt moglich (42).

Die symptomatische Therapie

Die Multiple Sklerose geht im Verlauf der Erkrankung mit einer Vielzahl von
unterschiedlichen Symptomen einher. Neben motorischen Einschriankungen der
Gehfdhigkeit, Spastiken oder Blasenstérungen, sexuellen Funktionen, Ataxie und
Tremor, Dysphagie und Dysarthrie, gehoren auch psychische Symptome wie
Depressivitiat und ein Erschopfungs-Syndrom (Chronic Fatigue Syndrom, CFS) dazu
(26). Durch eine multimodale Therapie, die medikamentdse sowie nicht-medikamentdse
Malnahmen umfasst, soll eine Verbesserung der Lebensqualitit fiir MS Patienten erzielt

werden sowie der Progress der limitierenden Einschrankungen verlangsamt werden (45).

13
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Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Genetisches MS-Tiermodell

Ein Beispiel fiir ein genetisches Modell fiir die humane MS sind transgene OSE
(optikospinale Enzephalomyelitis)-Méduse. Zum Einsatz kommen dabei 2D2-Miuse
(Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein, MOG35-55-spezifische, TCR transgene Miuse
mit C57BL/6-Hintergrund), die mit IgH-Méusen (mit MOG-spezifischen B-Zellen auf
dem Hintergrund eines sonst generellen B-Zell-Knockout) gekreuzt werden. Mit einer
50%-Inzidenz entwickeln die Nachkommen eine spontane Neuroinflammationen des
Riickenmarks und des Nervus opticus, die vergleichbar mit der Neuromyelitis optica
(Devic-Krankheit) beim Menschen ist. In diesem Tiermodell kooperieren MOG-

spezifische T- und B-Zellen in der Genese der Erkrankung (46, 47).

Induktion von Demyelinisierungsprozessen durch Viren

Schon lange hilt sich die Theorie, dass es sich bei der MS um eine virusinduzierte
Erkrankung handeln konnte. Bis heute wurde allerdings kein Virus identifiziert, das als
Ursache in Frage kommt. Es gibt allerdings Viren, die eine Demyelinisierung bei Médusen
induzieren: Dazu gehoren Picornaviren, das Theiler’s murine Enzephalomyelitis-Virus
(TMEV) und bestimmte Virusstimme der Coronaviren wie das Maus-Hepatitis-Virus
(MHV). Eine Untergruppe des TMEV, GDVII, ist in hochstem Mafle neurovirulent und
fiihrt nach einer bis zwei Wochen zum Tod (48). In diesem Modell kommt es zunichst
zu einem Axon-Schaden, erst darauf folgt die entziindliche Demyelinisierung und
Rekrutierung von T-Zellen und Makrophagen in das ZNS (,, inside-out-model ) (49). Der

Erkrankungsverlauf entspricht etwa der humanen PPMS (49).

Induktion durch Toxine

Auch durch Toxine kann eine MS-dhnliche Erkrankung bei Miusen hervorgerufen
werden. Diese Modelle werden vornehmlich zur Studie von de- und remyelinisierenden
Prozessen genutzt. Die hidufigsten Agenzien zur Induktion sind Cuprizon und
Lysolecithin. Cuprizon (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) ist ein Kupferchelator und
Monoamin-Oxidase-Hemmer, und fiihrt in 0,2% Zumischung zum Normalfutter {iber
mehrere Wochen bei C57BL/6-Miusen zu einer Demyelinisierung des ZNS. Nach

Absetzen von Cuprizon kommt es zu Remyelinisierungsvorgéangen (50).

14
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Bei Lysolecithin, auch Lysophophatidylcholin (LPC), handelt es sich um einen Aktivator
der Phospholipase A2, der in das Riickenmark injiziert wird und dort zur fokalen
Demyelinisierung fiihrt (51). Aufgrund seines chemischen Aufbaus lagert sich
Lysolecithin in die Phospholipiddoppelschicht von biologischen Membranen ein, bildet
Mizellen und fiihrt zur Destabilisierung und Zerstérung (52). Besonders
Oligodendrozyten, die die Myelinschicht der Axone bilden, reagieren sensibel auf die
erhohe Lysolecithin-Exposition, so kommt es zur akuten Demyelinisierung mit
begleitender Immunreaktion mit Mikrogliaaktivierung, Immigration von Makrophagen

und erhohter Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke (52).

Die experimentelle autoimmune Enzephalitis (EAE)

Die experimentelle autoimmmune Enzephalitis (EAE) ist das am besten untersuchte und
in der Wissenschaft am weitesten verbreitete Tiermodell fiir die humane Multiple
Sklerose. Bei der EAE kommt es zu einer antigenspezifischen CD4+ T-Zell-Reaktion
gegen Antigene der Myelinscheide von Axonen, die schlieBlich zur Demyelinisierung
und Neurodegeneration fiihrt (53).

Das Modell der EAE geht zuriick auf den Virologen Thomas M. Rivers aus dem Jahre
1933. Durch wiederholte intramuskuldre Injektionen einer Kaninchenhirnemulsion
wurde bei Affen eine Immunreaktion herbeigefiihrt, die mit einer pathologischen
Myelindestruktion im Gehirn der Versuchstiere einherging (54). Das Modell wurde
weiterentwickelt, sodass heute durch die zusitzliche Injektion von komplettem Freund-
Adjuvans (CFA), das hitzeinaktiviertes Mycobacterium tuberkulosis enthilt, nach nur
einmaliger Immunisierung eine EAE induziert werden kann (55). Durch die zusétzliche
Gabe von Pertussistoxin wird die Immunreaktion verstérkt.

Zu den heute verwendeten Antigenen zur Induktion der EAE gehoren das Myelin-
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG), das Myelin-basische-Protein (MBP) (56), das
Myelin-assoziierte Gykoprotein (MAG), und das Proteolipid-Protein (PLP) (57).

Die durch das MOG-Peptidfragment 35-55 (MOG35-55) induzierte EAE, wie in dieser
Arbeit verwendet, zeichnet sich durch einen chronischen Verlauf und eine T-Zell-
vermittelte Autoimmun- und Entziindungsreaktion aus. Die Entziindung zeigt sich dabei
vor allem im Riickenmark. Nach der Initationsphase, in der die Immunreaktion

vornehmlich peripher abléduft, migrieren aktivierte Immunzellen in das zentrale
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Nervensystem und induzieren in der Effektorphase eine Neuroinflammation, die

schlieBlich zu einer Zerstorung der Myelinscheiden und Neurodegeneration fiihrt.

Pathogenese der EAE und Ubertragbarkeit auf die MS

& erleichtert

Axon

Myelin Myelin Myelin

Abbildung 4: T-Zell-vermittelter Pathomechanismus der EAE.

Aktivierte T-Zellen {ibertreten die Blut-Hirn-Schranke und fiihren iiber verschiedene
Effektorzellen zur Schidigung von Myelinscheiden um die Axone von Neuronen. Uber die
Aktivierung von B-Zellen zu Plasmazellen kommt es zur Sezernierung von Myelin-
Autoantikorpern.

Abkiirzungen: B: B-Zelle; DZ: dendritische Zelle; E: Endothelzelle (Plexus choroideus); GM-
CSF: Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor; IL-17: Interleukin 17; MHC:
major  histocompatibility = complex; MO0O: Monozyt; M¢:  Makrophage; MMP:
Matrixmetalloprotease; PZ: Plasmazelle; T: T-Zelle; TCR: T-Zell-Rezeptor; TNF:
Tumornekrosefaktor; ROS: reaktive Sauerstoffspezies; NOS: reaktive Stickstoffspezies.
Abbildung mod. nach Kurschus, F.C., 2015 (58).

Die genaue Pathogenese der EAE ist nicht abschlieBend geklidrt. FEine vereinfachte
Darstellung zeigt Abbildung 4:

Aktivierte T-Zellen iiberschreiten die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und werden im ZNS
tiber MHC-Klasse-II-Rezeptoren auf Mikrogliazellen (Gewebsmakrophagen), B-Zellen
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und dendritischen Zellen durch die Prisentation von Myelinantigenen reaktiviert (Folge
des molekularen Mimikrys). Es kommt zur Reaktivierung der T-Zellen und
Differenzierung zu T-Helferzellen, die in der Folge autoreaktiv gegen Myelinscheiden
agieren (59). Sie sezernieren unter anderem die Zytokine IL-17, IFN-y und GM-SCF
(Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor). Durch IL-17 kommt es
zur Induktion sekundirer Zytokine, Chemokine und Matrixmetalloproteasen (MMP), was
wiederum zur erhohten Permeabilitit der BHS und Migration der enzephalolitogenen
TH17-Zellen fiihrt. TH17 Zellen gelten als Initiatoren der klassischen EAE-Modelle (58).
In der nun ablaufenden Effektorphase kommt es zur Neuroinflammation und
Rekrutierungen weiterer Zellen durch sezernierte Zytokine, die auflerdem die
Permeabilitit der BHS weiter erhohen und das Eindringen von T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen und dendritischen Zellen ermoglichen. Die reaktivierten T-Zellen {iben mit
aktivierten Mikroglia- und dendritischen Zellen, antikorperproduzierenden B-Zellen und
zytotoxischen CD8+ T-Zellen (zyto-)toxische Effekte aus. Aktivierte Mikroglia
sezerniert 10sliche Mediatoren, die zur Zerstorung der Myelinscheide fiihren, darunter
zum Beispiel TNF-a, und reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS und NOS).
CD8+ Zellen schiitten zytotoxische Granula mit Effektoren wie Perforin, Granzym und
INFy aus (60). Moglicherweise fiihren sie auch iiber den Fas/FasL-Weg zur neuronalen
Apoptose (61). Zudem werden neurotoxische Substanzen und exzitatorische
Aminosduren ausgeschiittet. Letztere wirken iiber den NDMA(n-Methyl-D-Aspartat)-
Rezeptor neurotoxisch. Zu Plasmazellen differenzierte B-Zellen sezernieren Antikorper,
die zur Komplementaktivierung und Zelllyse fiihren. Die Immunantwort wird durch eine
erneute Freisetzung von Autoantigenen in einem Circulus vitiosus zusitzlich verstirkt.
Die von B-Zellen produzierten Antikorper scheinen vor allem in der chronischen Phase
der MS von Bedeutung zu sein (62).

Um die heterogene Pathogenese der MS darzustellen, werden verschiedene EAE-Modelle
verwendet. So zeigt sich bei Induktion von C57BL/6 Miusen mit MOG 35-55 (wie in
dieser Arbeit verwendet) ein monozyklischer, chronischer Krankheitsverlauf, der nach
einigen Wochen abnimmt, wohingegen eine Immunisierung mit PLP 139-151 in SJL
Miusen einen schubformig-remittierenden Verlauf induziert (63). Auflerdem bildet das
Immunisierungsmodell lediglich die ,,outside-in-theory* ab, namlich die periphere
Initiierung einer Immunreaktion und anschlieBende Migration aktivierter autoreaktiver

T-Zellen in das ZNS. Die ,inside-out-therory“, also der vorausgehende
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neurodegenerative Prozess mit sekundédrer Einwanderung von Immunzellen wird nicht
durch das EAE-Modell abgebildet. Hierzu konnen ggf. das Cuprizon-Modell oder

Tiermodelle fiir die virusinduzierte Demyelinisierung eingesetzt werden (64).
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Fragestellung

Immer weiter in den Fokus der MS-Forschung riickt die Vorstellung einer bidirektionalen
Kommunikation zwischen Darm(-mikrobiom) und Gehirn, die ,, gut-brain-axis*.
Epidemiologische Studien unterstiitzen die hohe Relevanz von Erndhrungsfaktoren fiir
die Entstehung und Aufrechterhaltung chronischer Autoimmunerkrankungen wie der MS
(32). Gezielte didtetische Modifikationen koénnten demnach begiinstigend auf die
Krankheitsaktivitit bei MS Patienten wirken, was eine attraktive Ergédnzung zu den
aktuellen Therapiesidulen bei der Behandlung darstellen konnte (65).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung der oral aufgenommenen modifizierten
Fettsdure (structurally engineered fatty acid) SEFA-6207 der Firma NorthSea
Therapeutics, einem nicht fiir den Energie- oder Zellmembranstoffwechsel
aufgebrauchten Analogon der Omega-3 ungesittigten Fettsdure mit allein signalgebenden
Eigenschaften, auf die Schwere und den Verlauf der experimentellen autoimmunen
Enzephalitis (EAE) untersucht, sowie zentrale entziindlichen Korrelate in Darm und ZNS
charakterisiert werden.

Ziel der Arbeit war es somit, den klinischen Effekt der SEFA-6207 auf den
Krankheitsverlauf der EAE gemiB einer validierten Score-Tabelle sowie des
Gewichtsverlustes zu charakterisieren. Dazu wurde SEFA-6207 in zwei
unterschiedlichen Dosen (Niedrig- und Hochdosis-Gruppe) oral zugefiihrt. Als
Kontrollgruppe diente eine Gruppe, die anstelle von SEFA reizfreies Maisol verabreicht
bekam. Weiterhin wurden mogliche Unterschiede in der Histopathologie untersucht. Bei
den dafiir analysierten Geweben handelte es sich um verschiedene Abschnitte des
Riickenmarks und des Darms. Im Riickenmark wurde der Grad der Demyelinisierung
bestimmt, wihrend im Darm durch immunhistochemische Firbung verschiedene
Zelltypen quantifiziert werden sollten. Mittels qPCR sollten Unterschiede in der
Genexpression zentraler Entziindungsmediatoren untersucht und beschrieben werden. So
sollte ein moglicher immunmodulatorischer Effekt auf zelluldrer Ebene, sowie eine
klinische Relevanz durch die therapeutische Zufuhr von SEFA nachgewiesen werden.
Erkenntnisse aus diesem Versuch konnten zu einem neuen Therapiezusatz fiir die MS

fithren.
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Einleitende Literaturdiskussion
Ernihrung und Multiple Sklerose

Die Erndhrung wird als moglicher Faktor in der Pathogenese der MS gesehen (66). Dieser
Aspekt ist deshalb besonders interessant, da sich Erndhrung im Vergleich zu genetischer
Pradisposition und Umwelteinfliissen fiir alle Patienten modifizieren und anpassen lésst.
Es handelt sich damit um einen vielversprechenden Ansatz komplementir zu den
vorhandenen Therapiestrategien (67).

Durch Nahrungsfaktoren konnen Stoffwechselwege, zelluldre Entziindungsreaktionen
sowie das symbiontische Mikrobiom des Darms beeinflusst werden und iiber die Darm-
Hirn-Achse einen Einfluss auf die MS haben. Entziindungsfordernd scheint eine
hochkalorische ,,westliche* Erndhrungsformen (,, Western diet ) zu sein, die sich durch
hohen Salzkonsum, den Genuss von reichlich rotem Fleisch, gezuckerten Getrianken,
frittierten Speisen, zu wenig Ballaststoffe, meist verbunden mit zu geringer korperlicher
Betitigung auszeichnet (68). Diese Erndhrungsweise fordert Entziindungsreaktionen
durch Aktivierung von z.B. T-Zellen und Makrophagen, und fiihrt zu einer Dysbiose des
Darms, d.h. einer verdnderten Zusammensetzung verschiedener Bakterienspezies, was
wiederum deren Balance und Metabolite veridndert. Beide Faktoren fiihren damit zu einer
unterschwelligen intestinalen und auch systemischen Entziindung (69, 70).

Dies scheint eine wichtige Ursache fiir die erhohte Privalenz der MS in westlichen,
industrialisierten Léndern zu sein, deren Lebensweise sich durch Sesshaftigkeit,
hochkalorische Erndhrung und erhohte Aufnahme gesittigter tierischer Fette auszeichnet

(68).

Das Mikrobiom und der Einfluss diitetischer Fettsduren auf die Darm-Hirn-Achse

Der Gastrointestinaltrakt stellt die grofite Interaktionsfliche des Organismus mit seiner
Umwelt dar und beherbergt das grote Immunsystem des Korpers (71). Auch wenn viele
grundlegende Fragen zum Verstédndnis noch offen sind, ist etabliert, dass das intestinale
Mikrobiom essenziell fiir eine addquate Immunantwort des Darms ist (71). In keimfrei
gehaltenen Miusen, die unter sterilen Bedingungen geboren und gehalten werden und
damit kein intestinales Mikrobiom besitzen, ist die Ausbildung eines intakten
Immunsystems beeintrichtigt (72). Sie haben durch niedrigere Spiegel von Antikorpern
und Leukozyten ein schwicheres angeborenes sowie erworbenes Immunsystem. So

finden sich weniger CD4+ T-Zellen in der Lamina propria des Darms, eine Malformation
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von Lymphknoten und Milz und hypoplastische intestinale Peyer-Plaques. Die Anzahl
von IL-17 produzierenden T-Zellen ist ebenfalls deutlich vermindert, was zu einer
unzureichenden Induktion der EAE in diesen Versuchstieren fiihrte (72). Das Mikrobiom
moduliert damit mafgeblich die Balance zwischen Effektor-T-Zellen und regulatorischen
T-Zellen, die ausschlaggebend fiir ein intaktes Immunsystem ist (73, 74). Bei der EAE
sind deshalb auch die Effektor-T-Zellen verringert und in ihrer Funktion beeintréachtigt
(14).

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass die Neuroinflammation durch die Darm-Hirn-
Achse moduliert wird (67, 72). Die Autoren Joscelyn und Kasper halten das
Darmmikrobiom sogar mdglicherweise fiir den wichtigsten umweltbedingten

Risikofaktor fiir die MS (75).

Fettsduren als Nahrungskomponenten oder Metabolite des Mikrobioms im Speziellen
haben einen mafgeblichen Einfluss auf die T-Zell-Differenzierung im Darm. Ob
Immunreaktionen durch Fettsduren begiinstigt oder gehemmt werden, ist abhingig von
verschiedenen Eigenschaften:

Kettenlinge

Langkettige Fettsduren (long-chain fatty acids, LCFA) mit einer Kettenldnge von 13-21
Kohlenstoffatomen begiinstigen die Differenzierung und Proliferation von TH1 und
TH17 Zellen und fiihren zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y und
IL-17. Sie fiihren damit zu einer Exazerbation der EAE (71). LCFA, wie Laurinsdure mit
einer Kettenlinge von 12 Kohlenstoff-Atomen, unterdriicken auflerdem die
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) und fiihren zu einer verminderten
Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (71).

Kurzkettige Fettsduren (short-chain fatty acids, SCFA) wie Propionsdure mit drei
Kohlenstoff-Atomen hingegen fithren zu einer erhdhten Treg-Zell-Differenzierung,
Produktion von IL-10 und fiihren zu einem milderen Verlauf der EAE sowie einer
verringerten axonalen Schadigung (71). Kurzkettige Fettsduren sind Metabolite, die als
Nebenprodukt der Verstoffwechslung von pflanzlichen Polysacchariden von bestimmten
Darmbakterien anfallen (76). Ihre antiinflammatorische Wirkung iiben sie einerseits iiber
spezifische G-gekoppelte Rezeptoren, z.B. GPR 41 und GPR43, auf den Immunzellen
(77), oder iiber die Hemmung von Histondeacetylasen in ihrem Zellkern aus (74). Eine

orale Zufuhr von SCFA wird dadurch limitiert, dass diese bereits im oberen
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Gastrointestinaltrakt metabolisiert werden und nur zu einem geringen Anteil in Ileum und
Kolon, einer Hauptlokalisation mukosaler Immunzellen, ankommen. Eine chemische
Modifizierung, wie eine Veresterung kurzkettiger Fettsduren, konnte die orale Zufuhr
kurzkettiger Fettsduren zukiinftig erleichtern (76).

Gesdittigte vs ungesiittigte Fettsiuren

Neben der Kettenldnge unterscheiden sich Fettsduren aulerdem in ihrer Anzahl und
Position von Doppelbindungen. Es gibt gesittigte Fettsdauren ohne Doppelbindungen
(saturated fatty acids, SFA), einfach gesittigte Fettsduren mit einer Doppelbindung
(monounsaturated fatty acids, MUFA) und mehrfach ungesittigte Fettsduren
(polyunsaturated acids, PUFA).

Wie oben beschrieben, haben gesiittigte Fettsduren abhédngig von ihrer Kettenldnge
unterschiedliche Auswirkungen auf die EAE.

Mehrfach ungesittigte Fettsduren haben pro- wie auch antiinflammatorische
Eigenschaften. Dabei unterscheidet man zwischen Omega-3- und Omega-6- PUFA (78).
Omega-3-Fettsduren (w-3-) besitzen eine Doppelbindung zwischen dem dritten und
vierten C-Atom ausgehend vom (endstindigen) Omega-C-Atom, Omega-6- (w-6)
entsprechend zwischen dem sechsten und siebten C-Atom.

Fleisch und Fleischprodukte enthalten Arachidonsdure, eine Omega-6-Fettsdure, als
Vorstufe fiir proinflammatorische Eikosanoide (Prostaglandine, Thromboxane,
Leukotriene) (65). Omega-3-Fettsduren wiederum, hauptsichlich in Fisch- aber auch
Rapsol enthalten, haben antiinflammatorische Eigenschaften. In einer ausgewogenen
Erndhrung sollte das Verhiltnis von w-6- und w-3-Fettsduren deshalb ausgeglichen sein.
Eine ,,Western diet zeichnet sich allerdings durch ein Ungleichgewicht in diesem
Verhiltnis aus, was offensichtlich zu der hoheren Inzidenz chronisch entziindlicher
Erkrankungen beitrigt (65).

Modifikationen des  Darmmikrobioms und dessen Metabolismus  durch
Erndhrungskomponenten wie Fettsduren stellen zukiinftig vielversprechende Ansitze fiir

erfolgreiche Therapiezusitze der MS dar (79).

Structurally engineered fatty acids (SEFA)

NorthSea Therapeutics ist ein paneuropiisches Biotechnologieunternehmen, das sich auf
die Entwicklung von neuen und innovativen Strategien z.B. fiir die Behandlung des
metabolischen Syndroms, des Typ 2 Diabetes und der Nicht- Alkoholische Steatohepatitis
(NASH) und ihren Folgen, inklusive der Leberfibrose und Gefif3sklerose konzentriert hat.
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Icosabutat ist die erste SEFA, die sich bereits in einer Phase 2-Studie fiir NASH-Patienten
befindet. Icosabutat ist eine metabolisch stabile Variante der w3-Fettsdure EPA (eicosa-
pentaenoic acid). Es wird einmal pro Tag per os zugefiihrt und hat in priklinischen
Modellen und in zwei Phase 2 Studien vielversprechende Effekte gezeigt. So wirkte
Icosabutat iiber die Reduktion des Plasma Cholesterol- und Triacylglycerol-Spiegels
ausgepragt antiatherogen (80). Vergleichbar giinstige Ergebnisse mit Icosabutat wurden
in der experimentellen NASH (Daten des TIM) und in der Interimsanalyse der Phase 2b
Studie (ICONA) erreicht (81, 82). Icosabutat zeigte hier stark entziindungshemmende,
antifibrotische und antioxidative Eigenschaften und verbesserte das kardiometabolische
Risikoprofil (81).

Ich untersuchte deshalb den Effekt einer neuartigen, mittelkettigen SEFA (SEFA-6207,
Abb.5) auf den klinischen Verlauf und die Entziindungsparameter im Darm und im ZNS

anhand eines etablierten Mausmodells der Multiplen Sklerose, der EAE.

OH
N O

O

Abbildung 5: Chemische Struktur von SEFA-6207.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde SEFA-6207, eine mittelkettige, chemisch modifizierte Fettsdure,
erstmals in einem etablierten Mausmodell der Multiplen Sklerose, der EAE, eingesetzt. Dabei
wurden der Niedrigdosis-Gruppe 0,3 mmol/kg KG SEFA per Schlundsonde zugefiihrt, der
Hochdosis-Gruppe 0,6 mmol/kg KG. Die Kontrollgruppe erhielt eine Kontrollsubstanz (Placebo).
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Material und Methoden
Material

Tabelle 3: Puffer, Blockseren und Féarbelosungen

Name

Herstellung

ABC-Komplex

2 Tropfen ABC Reagenz A (Avidin)
2 Tropfen ABC Reagenz B (biotinylierte
Meerrettichperoxidase)

5ml TBS 1X

Ammoniumhydroxidlosung 0,1%

1 ml konzentriertes Ammoniumhydroxid

1000 ml destilliertes Wasser

Blockserum

2,5 ml Ziegenserum

47,5 ml TBS

Chromalaun-Losung

0,2 g Chromalaun

10 ml destilliertes Wasser

DAB-Entwickler-Lésung

5 ml destilliertes Wasser

2 Tropfen DAB Reagenz 1 (Puffer)
4 Tropfen DAB Reagenz 2 (DAB-
Substrat)

2 Tropfen DAB Reagenz 3
(Meerrettichperoxidase-Substrat)

DAB Substrat Kit

Entwickler-Losung (Versilberung nach

Bielschowsky)

0,2 ml 37% Formaldehyd

12 ml destilliertes Wasser

12,5 wl 20% Salpetersédure

0,05 g Zitronensdure Monohydrat

Eosin-Losung

1 g Eosin
300 ml destilliertes Wasser

3 Tropen Essigsidure

Gelatine-Losung

3 g Gelatine
144 ml destilliertes Wasser

60 ml einer 95% Ethanollosung
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Hiamatoxylin-Losung (Hédmalaun nach

Mayer)

1 g Himatoxylin

1000 ml destilliertes Wasser
0,2 g Natriumiodat

50 g Kalialaun

50 g Chloaralhydrat

1g Zitronensdure Monohydrat

Lithiumcarbonat-Lésung 0,05%

0,1 g Lithiumcarbonat

200 ml destilliertes Wasser

Luxol-Fast-Blue-Losung

1 g Luxol
1L 96% Ethanol
5 ml 10% Essigsdure

Natrium-Citratpuffer

29 4 g Tri-Natrium-Citrat Dihydrat
900 ml destilliertes Wasser
pH auf 6,0

auf 1000 ml destilliertes Wasser auffiillen

Natrium-Thiosulfatlosung 5 %

5 g Natriumthiosulfat
100 ml destilliertes Wasser

Silbernitrat-Losung 10%

5 g Silbernitrat

50 ml destilliertes Wasser

TBS (trisgepufferte Salzlosung) 1x

100 ml 10X TBS-Stamml6sung
900 ml destilliertes Wasser
1 ml Tween 20

TBS Stammlosung 10x

24 .2g Trizma Base (CsH11NO3)
80g NaCl
1 1 destilliertes Wasser (entmineral.)

pH auf 7,6

Wasserstoffperoxid 3%

1 ml 30% Wasserstoffperoxid
99 ml TBS
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Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien

Name

Hersteller

Ammoniaklosung 32%

Carl Roth, Karlsruhe

Chloaralhydrat

Carl Roth, Karlsruhe

Chloroform

Carl Roth, Karlsruhe

DEPC-behandeltes-Wasser

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Eindeckmedium Roti-Histokitt I1

Carl Roth, Karlsruhe

Eosin

Carl Roth, Karlsruhe

Essigsdure ROTIPURAN 100%

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol 100%

Carl Roth, Karlsruhe

Formaldehyd 37%

Carl Roth, Karlsruhe

Gelatine

Carl Roth, Karlsruhe

Hiématoxylin A nach Weigert

Carl Roth, Karlsruhe

Isopropanol (2-Propanol)

Honeywell Riedel-de Haen, Seelze

Kalialaun

Carl Roth, Karlsruhe

Ketamin Hameln 50 mg/ml

Hameln Pharmaceuticals, Hameln

Lithiumcarbonat

Carl Roth, Karlsruhe

Natrimhydrogencarbonat

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumiodat

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumthiosulfat

Carl Roth, Karlsruhe

Perjodsédurelosung 1%

Carl Roth, Karlsruhe

Ribozol

VWR International, Radnor, USA

Rompun 2%

Bayer vital GmbH, Leverkusen

Salpetersidure 68%

Carl Roth, Karslruhe

Schiff‘sche Reagenz

Carl Roth, Karlsruhe

Silbernitrat

Carl Roth, Karlsruhe

Solvent blue 38 (Luxol)

Carl Roth, Karlsruhe

Tri-Natrium-Citrat Dihydrat

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Trizma base

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tween 20

Merck KGaA, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth, Karlsruhe
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Xylol

Merck KGaA, Darmstadt

Ziegenserum

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Zitronensdure Monohydrat

Carl Roth, Karlsruhe

Antikorper

Tabelle S: Antikorper
Name Verdiinnung Hersteller
Ziege Anti-CD45- 1:250 R&D Systems, Minneapolis,
Antikorper USA
(Primirantikorper)
Kaninchen Anti-CD3- 1:100 Abcam, Cambridge
Antikorper
(Primirantikorper)
Ziege Anti-Kaninchen- 1:500 Abcam, Cambridge
Antikorper (sekundirer
Antikdrper)
Esel Anti-Ziege-Antikorper | 1:500 R&D Systems, Minneapolis,
(sekundirer Antikorper) USA

Primersequenzen

Tabelle 6: Primersequenzen

rev: TCC CGA ATG TCT GAC GTATTG A

mRNA- | Sequenz 5’ - 3’ Hersteller

Target

18 S for: GAA ACG GCT ACC ACA TCC Metabion GmbH, Planegg
rev: TTA CAG GGC CTC GAA AGA

CD11b | for: ATG GAC GCT GAT GGC CAA TAC C | Metabion GmbH, Planegg
rev: TCC CCA TTC ACG TCT CCC A

IFN vy for: TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA | Metabion GmbH, Planegg
GAA
rev: TGG CTC TGC AGG ATT TTC AT

IL-10 for: CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA Metabion Gmbh, Planegg
rev: TTT TCA CAG GGG AGA AAT CG

IL-6 for: CCG GAG AGG AGA CTT CAC AG Metabion GmbH, Planegg
rev: GGA AAT TGG GGT AGG AAG GA

iNOS for: ACA TCG ACC CGT CCA CAG TAT Metabion GmbH, Planegg
rev: CAG AGG GGT AGG CTT GTC TC

TGFp1 | for: AGA GGT CAC CCG CGT GCT AA Metabion GmbH, Planegg
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TNF-a

for: TCT AC GAA CTT CGG GGT GAT
CGG TCC
rev: AGA TAG CAA ATC GGC TGA CGG
TGT GGG

Metabion, Planegg

for = forward primer, rev = reverse primer

Kits und andere Reagenzien

Tabelle 7: Kits und andere Reagenzien

Name

Hersteller

DAB Substrat Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Hooke Kit MOG35-55/ CFA Emulsion,
PTX, EK-2110

Hooke Laboratories, MA, USA

iScript cDNA Synthesis Kit

Bio Rad Laboratories, Miinchen

Power SYBR Green Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vectastain ABC Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

96-Loch-Platten

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Basisfutter ssniff Spezialdidten (Soest, Deutschland)
Deckgliser 24*50 mm VWR International, Radnor, USA
Einwegspritzen B. Braun, Melsungen

Reaktionsgefille Eppendorf, Hamburg

Gewebe-Einbettkassetten ActivFlo

Leica Biosystems, Wetzlar

Injektions-Kaniilen Sterican

B. Braun, Melsungen

mm

Mikrotomklingen MX 35 Premier 34/80

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Objekttriger Superfrost Ultra Plus Slides

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Paraffin Paraplast

Leica Biosystems, Wetzlar

Pipettenspitzen 1000 pl

VWR International, Radnor, USA

Pipettenspitzen 200 pl

VWR International, Radnor, USA
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Schlundsonde (Cadence Science, | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
unflexible Edelstahlnadel)
SEFA-6207 NorthSea Therapeutics, Amsterdam,

Niederlande

Vehikelsubstanz (Maisol)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Gerite und Instrumente

Tabelle 9: Gerite und Instrumente

Name

Hersteller

DAKO Pen

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

ErgoOne Pipette 10 wl

Starlab GmbH, Hamburg

ErgoOne Pipette 1000 ul

Starlab GmbH, Hamburg

ErgoOne Pipette 2,5 pl

Starlab GmbH, Hamburg

ErgoOne Pipette 20 wl

Starlab GmbH, Hamburg

ErgoOne Pipette 200 pl

Starlab GmbH, Hamburg

Gewebeeinbettautomat TP1020

Leica Biosystems, Wetzlar

Kugelmiihle TissueLyser 11

Quiagen, Hilden

Leica HI1210 Paraffinstreckbad

Leica Biosystems, Wetzlar

Leica RM2255 Mikrotom

Leica Biosystems, Wetzlar

Metallkugeln Quiagen, Hilden
Ofen Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Priéparierbesteck Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburg

Sartorius AX2202 Prizisionswaage

PK Electronic Ettlingen

StepOnePlus Real-Time-PCR Maschine

Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Tecan Platten-Reader infinite M 200 Pro

Tecan, Méannedorf

Thermocycler

Bio-Rad Laboratories Inc., Miinchen

Vortexmischer VortexGenie 2

Scientific Industries Inc., NY, USA

Zeiss Mikroskop AX10

Carl Zeiss, Miinchen

29




MATERIAL UND METHODEN

Versuchstiere

Fiir die Untersuchung wurden 9 Wochen alte, weibliche, 17-22 g schwere C57BL/6J
Miuse (Janvier/Frankreich) eingesetzt. Die Haltung erfolgte gemdf standardisierten
Laborbedingungen in gut beliifteten Kéfigen, die regelmédBig gewechselt wurden. Die
Versuchstiere wurden bei einem festen Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden und
einer standardisierten Raumtemperatur (23°C+2 °C) sowie ausreichender Luftzirkulation
und Luftfeuchtigkeit gehalten. Vor Beginn des Versuches hatten sich die Tiere
wenigstens eine Woche an die Umgebung akklimatisiert.

Der Tierversuch ist nach dem §8 Abs. 1 Tierschutzgesetz durch das
Landesuntersuchungsamt genehmigt unter der Tierversuchsnummer G17-1-019. Alle
Titigkeiten an lebenden Versuchstieren wurde von qualifizierten Mitarbeitern und
Mitarbeiterinnen des Instituts unter Einhaltung der geltenden Tierschutzbestimmungen

durchgefiihrt.
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Methoden

Immunisierung von Miusen: Induktion der EAE

Zur Induktion wurde das HOOKE Kit (EK-2110) verwendet.

An Tag 0 wurde den Versuchstieren je 0,1 ml Antigen-Emulsion, die neben dem MOG35-
55-Protein komplettes Freund-Adjuvans (CFA) mit hitzeinaktivierten Mycobacterium
tuberkulosis enthilt, subkutan in den oberen und unteren Riicken injiziert. Dies erfolgte
unter Isofluoran-Narkose. Im Anschluss erfolgte unter sterilen Bedingungen die
Vorbereitung der Pertussistoxin-Losung (PTX-Losung). Die hergestellte Losung wurde
bis zur Injektion auf Eis gelagert und innerhalb von zwei Stunden nach Injektion der
Antigenemulsion verabreicht. Pro Maus wurden 100ng (1ml) PTX-Lésung
intraperitoneal appliziert.

An Tag 1 wurde erneut PTX-Losung hergestellt und 100 ng intraperitoneal appliziert, um
die Immunreaktion zusétzlich zu verstirken. Zwischen den zwei Injektionen der PTX-

Losung lagen mindestens 22 Stunden.

Verlauf der EAE

Die Versuchstiere wurden ab Tag 7 tédglich visitiert. In der Regel treten erste klinische
Symptome der EAE zwischen Tag 9 und Tag 14 auf. Die Tiere wurden beobachtet bis die
Kontrollgruppe ein scheinbares Erkrankungsmaximum erreicht hatte. Beim Scoring hat
sich eine 5-Punkte-Skala etabliert (Tabelle 9), die zur Bestimmung der
Krankheitsaktivitit herangezogen wurde (83).

Da die Tiere im weiteren Erkrankungsverlauf nicht in der Lage sind, das Futter in der sich
tiber ihren Kopfen befindlichen Troge zu erreichen, musste Futter auf dem Kéfigboden
zur Verfligung gestellt werden. Um eine ausreichende Fliissigkeitsversorgung zu

garantieren, wurde Futter zusitzlich eingeweicht und auf dem Kifigboden bereitgestellt.
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Tabelle 10: Klinischer Score der EAE

Score | klinische Beobachtungen

0,0 Das Tier zeigt keine neurologischen Ausfallerscheinungen.

0,5 Die Schwanzspitze ist lahm.

1,0 Der Schwanz ist lahm. Wird er angehoben, ist keine Spannung mehr vorhanden, er
fallt kraftlos zu Boden.

1,5 Der Schwanz ist lahm, die Hinterbeinldhmung setzt ein. Wird die Maus auf ein
Kifiggitter gesetzt, fallt mindestens ein Bein konstant durch die Streben. Die Maus
beginnt langsam, wacklig zu laufen.

2,0 Schwiche in den beiden Hinterbeinen. Wird die Maus am Schwanz hochgehoben,
spreizt sie nicht die Beine, sondern zieht sie an den Korper heran.

25 Noch ist Bewegung in den Hinterbeinen, doch die Fiile werden nachgezogen.
Auch: Ein Bein ist komplett geldhmt, wihrend das andere noch funktionsféhig ist.

3,0 Schlaffer Schwanz und komplette Hinterbeinlihmung.

35 Komplette Hinterbeinldhmung. Wird die Maus auf die Seite gelegt, ist sie nicht in
der Lage, sich selbst aufzurichten. Die Hiifte ist komplett schlaff und héngt
breitbeinig zu Boden.

40 Schlaffer Schwanz, komplette Hinterbeinldhmung und teilweise
Vorderbeinlihmung. Die Maus bewegt sich minimal fort, erscheint aber munter und
hat Appetit.

4.5 Komplette Hinterbein-, partielle Vorderbeinlihmung. Die Maus ist nicht mehr wach,
reagiert kaum auf Kontakt. Die Maus sollte wegen schwerer Lahmung eingeschléfert
werden.

5,0 Die Maus wurde tot aufgefunden oder wegen schwerer Lahmung eingeschlifert.

Gewichtskontrolle

Neben der Erhebung des EAE-Scores wurden die Tiere tdglich vor Verabreichung der

Kontroll- und Versuchssubstanzen mithilfe einer Waage gewogen.
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Versuchsaufbau

Insgesamt wurden 3 Gruppen 4 10 Tiere untersucht. Den Versuchsaufbau zeigt Abbildung
6: Alle Tiere erhielten eine definierte, reizfreie (da weizenfreie) Standarddiit (Fa. Ssniff
Spezialdidt). Diese setzt sich aus definierten Kohlenhydraten, Fetten und einem
Proteinanteil aus Zein zusammen. Fehlende Aminosduren, Spurenelemente und Vitamine
sind substituiert. Um eine Beeinflussung durch die Applikationsform zu vermeiden,
wurde der Kontrollgruppe ein reizfreies Placebo, Maisol, per oraler Schlundsonde
zugefiihrt.

Die Niedrigdosis-Gruppe erhielt zusitzlich zur Basisdiit SEFA-6207 in niedriger Dosis,
0,3 mmol/kg Korpergewicht (KG) pro Tag. Die Hochdosis-Gruppe erhielt zusitzlich zur
Basisdidt SEFA in hoher Dosis, 0,6 mmol/kg KG pro Tag. Die SEFA wurden oral iiber
eine Schlundsonde verabreicht.

Die Verabreichung der SEFA wurde parallel zum Start des Scorings an Tag 7 nach
Immunisierung begonnen. Die Applikation erfolgte einmal téglich nach
Gewichtskontrolle und Scoring.

Am  durchschnittlichen Erkrankungsmaximum der Kontrolltiere wurden alle
Versuchstiere  abgetotet, bei  denen  keine  vorherige  Totung  durch
Tierschutzbestimmungen notig war. Danach wurden die entsprechenden Organe
histologisch aufgearbeitet oder zur cDNA-Synthese fiir die Analyse der Genexpression

vorbereitet.
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Maisol p.o.

Basisfutter

Kontroligruppe

SEFA 0,3 mmol/kg KG p.o.

Niedrigdosis-Gruppe

Basisfutter

SEFA 0,6 mmol’kg KG p.o.
Hochdosis-Gruppe Backittor
|
15

l
0 7
Immunisierung Fherapiebegmn Versuchsende

Abbildung 6: Versuchsaufbau.

Verglichen wurden drei Versuchstiergruppen. Alle Tiere wurden an Tag 0 immunisiert. Ab Tag
7 wurde den Tieren zusétzlich zur reizfreien Basisdiit ein Placebo (Kontrollgruppe), SEFA in
niedriger Dosierung (0,3 mmol/kg KG, Niedrigdosis-Gruppe) oder SEFA in hoher Dosierung (0,6
mmol/kg KG, Hochdosis-Gruppe) per Schlundsonde zugefiihrt. An Tag 15 nach Immunisierung

wurde der Versuch beendet.

Tage p.i.
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Probenentnahme und Gewebeaufarbeitung

Fixierung der Gewebe und Anfertigung von Schnitten

Zunichst wurden die Versuchstiere in Ketamin/Rompun-Narkose durch transkardiale
Perfusion mit Fixierlosung (Formaldehyd) devitalisiert und fixiert. Um Gehirn und
Riickenmark freizulegen wurde dann die Haut entlang der Schidelnaht eingeschnitten
und vom Schidel gezogen, ebenso erfolgte eine Hautinzision entlang der Wirbelséule,
um diese freizulegen. Nun wurde der Schidel eroffnet. Die Wirbelsdule wurde zunichst
im Ganzen mit dem Gehirn entnommen. Bei Entnahme des Gehirns aus der Schidelgrube
wurden vorher die Hirnnerven durchtrennt, ebenso der Nervus opticus, moglichst distal
vom Chiasma opticum. Die Wirbelsdule dann {iber zwei Tage in Formaldehyd eingelegt,
damit die Fixierlosung das Gewebe hinreichend durchtrinkte; dazu wurde Formalydehyd
mehrfach ausgetauscht. Das Riickenmark wurde dann aus dem knochernen Skelett
herausgetrennt, dazu mussten jeweils beidseitig die Wirbelbdgen jeden Wirbelkorpers
durchtrennt werden.

Das herausgeloste Riickenmark wurde nun der Anatomie folgend in mehrere Abschnitte
unterteilt, um repréasentative Abschnitte fiir die Histologie zu gewinnen. Die Wirbelsdule
der Maus besteht aus sieben Halswirbeln, dreizehn Brustwirbeln und sechs
Lendenwirbeln, dem Kreuzbein und den Schwanzwirbel. Entsprechend wurden
Abschnitte aus der Halswirbelsdule (zervikal), Brustwirbelsdule (thorakal) und
Lendenwirbelsdule (lumbal) entnommen. Orientierungshilfen waren dabei die
Intumescentia cervicalis und die Intumescentia lumbosacralis, makroskopisch sichtbare
Umfangzunahmen des Riickenmarks im Hals- und Lendenbereich. In einem
Gewebeeinbettautomat erfolge die Dehydrierung des Gewebes, bei dem die
Gewebekassetten in eine aufsteigene Alkoholreihe und anschlieend in Xylol getaucht.
SchlieBlich wurde das fixierte Gewebe in Paraffin eingebettet.

Die Gewebeschnitte zur Farbung wurden mit dem Microtom angefertigt und im
Anschluss in ein Wasserbad mit heilem, destilliertem Wasser zum Glitten gegeben. Fiir
die Riickenmarksschnitte wurde eine Dicke von 6 wm gewihlt, fiir die Schnitte des
proximalen Diinndarmabschnittes (Ileum) 4 pum. Die Schnitte wurden auf einen

Objekttriger aus dem Wasserbad entnommen und anschlieBend bei Raumluft getrocknet.
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Sonstige Vorbereitungen: Vorbehandlung der Objekttriger

Die angefertigten Riickenmarksabschnitte zeigten insgesamt eine schlechtere Haftung auf
der Oberflidche der verwendeten Objekttriger. Damit die Schnitte also verlésslich haften,
wurden die Objekttriger mit Gelatine beschichtet. Dabei wurden 3g Gelatine in 144 ml
destilliertem Wasser gegeben und unter stindigem Riihren erhitzt, bis sich die Gelatine
gelost hatte. Dann wurden 60 ml einer 95% Ethanollsung hinzugegeben. Nachdem das
Gemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt war, wurden 10 ml einer 0,02 % Chromalaun-
Losung und 14 ml Essigsdure hinzugegeben. Die Objekttriager wurden anschlieBend kurz

in das Gemisch eingetaucht und anschliefend iiber Nacht getrocknet.

Standardfirbungen

Um die Gewebe zu charakterisieren und pathologische Verdnderungen darzustellen,

wurden verschiedene Farbungen herangezogen.

HE Protokoll

Die HE-Firbung (Hidmatoxylin-Eosin-Fiarbung) gehort zu den Standardfirbungen in
histologischen und immunologischen Labors. Dabei werden Zellkerne violett-blau
angefirbt, wohingegen das Zytoplasma blassrosa erscheint.

Zur Vorbereitung fiir die Farbung wurden die paraffinierten Schnitte zunéchst fiir eine
halbe Stunde bei 65°C in den Ofen gestellt, wobei das Paraffin schmilzt. Es folgten drei
Waschvorginge in 100% Xylol zur vollstindigen Entparaffinierung, danach folgte das
Waschen zur Rehydrierung des Gewebes in eine absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol
100%, 95% und 70% fiir jeweils 5 min) und zuletzt in destilliertes Wasser getaucht. Es
folgte die Farbung in Hamalaun-Mayer-Losung fiir 10 Sekunden. Die Schnitte wurden
danach zum Blduen fiir 15 Minuten unter flieBendem Leitungswasser in einer Kiivette
gelagert. Nach einem erneuten Waschvorgang in destilliertem Wasser folgte die
Gegenfirbung der Schnitte in der Eosin-Losung fiir etwa eine halbe Minute. Nach einem
erneuten Waschvorgang in destilliertem Wasser folgte eine aufsteigende Alkoholreihe
zur Dehydrierung des Gewebes, sowie Waschen in Xylol. Zuletzt wurden die Schnitte

mit Eindeckserum und Deckglédsern eingedeckt.

Versilberung

Eine spezifische neuropathologische Firbung, ist die Versilberung nach Bielschowsky

(Bielschowsky 1903). Hierbei konnen axonale Strukturen angefidrbt werden, um
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pathologische Verdnderungen wie die Reduktion der axonalen Dichte nachzuweisen. In
der Versilberung werden Axone dunkelbraun bis schwarz gefirbt, das restliche Gewebe
erscheint hellbraun.

Formalin-fixierte, paraffinierte, 6 pm dicke Gewebeschnitte wurden hierbei zunichst
durch Anwidrmung im Ofen und Waschung in Xylol vom Paraffin befreit und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe rehydriert. AnschlieBend wurden die Priparate in einer 10%
Silbernitratlosung bei 37°C im Ofen erwidrmt. Nach mehreren Waschvorgédngen mit
destilliertem Wasser wurde dieser Losung tropfenweise eine 32% Ammoniaklosung
hinzugegeben, bis sich unter standigem Riihren das gebildete Prizipitat aufgelost hatte.
In dieser Silbernitrat-Ammoniak-Losung wurden die Schnitte wiederum fiir 10 min bei
37°C inkubiert. Nach mehreren Waschvorgingen mit 0,1% Ammoniumhydroxid wurden
350 pl der Entwicklerlosung zugesetzt. In dieser Losung wurden die Schnitte 10 Minuten
inkubiert. AnschlieBend sind Nervenfasern schwarz und der Hintergrund grau gefirbt.
Nach Waschvorgéingen in 0,1% Ammoniumhydroxid wurden die Schnitte in einer 5%
Natrium-Thiosulfatlosung fixiert. Es folgte das Waschen, eine aufsteigende Alkoholreihe
zum Dehydrieren der Schnitte und schlieBlich das Decken der angefidrbten Schnitte mit

Eindeckmedium und Deckglas.

LFB-PAS

Eine weitere, neuropathologisch spezifische Firbung ist die LFB-PAS (Luxol Fast Blue-
Periodic Acid Schiff) Farbung nach Kliiver und Barrera. LFB besitzt eine Affinitit zu in
Myelin enthaltenem Neurokeratin und farbt myelinisierte Fasern blau an. Das Parenchym
und demyelinisierte Bereiche werden durch die Inkubation mit Schiff’schem Reagenz
rosa geférbt.

Fiir die Farbung wurde zunichst eine Luxol-Fast-Blue-Losung hergestellt. Diese ist nach
Herstellung acht Wochen haltbar. In einem spéteren Schritt wurde eine frisch zubereitete
0,05% Lithiumcarbonat Losung benotigt.

Anfangs erfolgte die Entparaffinierung durch Erwirmung im Ofen und eintauchen in
Xylol sowie die Rehydrierung der Schnitte in der absteigenden Alkoholreihe. Dann
inkubierten die Schnitte bei 60°C ein bis zwei Tage in der Luxol-Fast-Blue-Losung. Ein
Verdampfen der Losung wurde durch festen Verschluss der Kiivette verhindert. Nach der
Inkubation wurden die Schnitte zunichst in eine 90% Ethanol Lésung gegeben. In
folgender Reihenfolge wurden sie anschliefend in mehreren Zyklen in drei Petrischalen

getaucht, bis kein blauer Farbstoff mehr abgegeben wurde: (a) destilliertes Wasser, (b)
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0,05% Lithiumcarbonatlosung, (c) 70% Ethanol. Myelinreiche Abschnitte wie die weil3e
Substanz des Riickenmarks waren dann deutlich blau angefirbt worden.

Die Schnitte wurden nach einem Waschvorgang fiir fiinf Minuten in einer 1%
Perjodsdurelosung  inkubiert und anschlieBend sorgféltig unter flieBendem
Leitungswasser abgespiilt. Es folgte ein Waschvorgang mit destilliertem Wasser und
anschliefend eine 20-miniitige Inkubation in Schiff‘schem Reagenz. In der
mikroskopischen Kontrolle hatten sich schwach bldulich angefirbte Areale jetzt
rosafarben dargestellt. Zuletzt folgte eine Fiarbung der Zellkerne durch die Hamalaun-
Losung nach Meyer. Gemill Protokoll wurden Waschvorginge und eine aufsteigende
Alkoholreihe durchgefiihrt. Die Schnitte wurden mit Eindeckmedium und Deckglas

versiegelt.

Immunhistochemie

Immunhistochemische Fiarbungen erlauben die Farbung von bestimmten Zielproteinen.
Uber eine mehrschrittige Antigen-Antikorper-Reaktion werden so beispielsweise
Oberflichenmolekiile als Epitope angefiarbt, um die entsprechenden Zellen auf
Gewebeschnitten identifizieren zu konnen.

Zu Beginn wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten im Ofen bei ca. 65°C
erwiarmt und in Xylol eingetaucht, um das Paraffin zu entfernen. In einer absteigenden
Alkoholreihe wurde das Gewebe anschlieBend rehydriert.

Um eine Maskierung durch Quervernetzung zu vermeiden, zu deren Bildung es durch
Fixierung mit Formaldehyd kommen kann, wurden die Schnitte anschlieBend in
Natriumcitratpuffer (pH 6,0) fiir mehrere Minuten in einer Mikrowelle zum Kochen
gebracht (Demaskierung durch ,,heat induced epitope retrieval*, sog. ,,HIER-Methode).
Nach einem Waschvorgang mit destilliertem Wasser wurde das Gewebe in einer 3%
Wasserstoffperoxid-Losung fiir etwa 15 Minuten inkubiert, um endogene Peroxidasen zu
inaktivieren. Es folgte ein weiterer Waschvorgang mit destilliertem Wasser und
Waschpuffer (1x Tris-gepufferte Salzlosung, TBS) fiir jeweils fiinf Minuten.

Danach wurde das Gewebe mit einem Dako Pen umzeichnet. Es wurde dann fiir 60
Minuten mit dem Blockierserum (5% Ziegenserum in TBS) bedeckt. AnschlieBBend wurde
das Blockierserum entfernt und der im Blockierserum verdiinnte primidre Anti-Maus-
Antikorper aufgetragen. Dieser inkubierte iiber Nacht im Kiihlschrank bei etwa 4°C.
Am folgenden Tag wurde mehrfach mit TBS gewaschen, bevor das Gewebe fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur mit dem biotinylierten sekundédre Antikorper inkubiert

38



MATERIAL UND METHODEN

wurde. 30 Minuten bevor er aufgetragen werden konnte, wurde der Avidin-Biotin-
Komplex (ABC) hergestellt und dunkel gelagert.

Nach einem Waschvorgang der Schnitte in TBS wurde die ABC-Losung aufgetragen und
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Schritt band nun Avidin
aus der ABC-Losung an den zuvor aufgetragenen biotinylierten Sekundirantikorper. Die
ABC-Losung enthielt auBerdem die Meerrettichperoxidase, die im ndchsten Schritt das
Substrat (DAB) zu einem unloslichen Farbstoff umsetzte, der sich als brdunlicher
Niederschlag detektieren lief3.

Nach einem Waschvorgang wurde die DAB-Entwickler-Losung unter mikroskopischer
Kontrolle bis zum Erreichen der braunlichen Fiarbung der Zielstrukturen aufgetragen. Um
die Reaktion abzustoppen, wurden die Schnitte destilliertes Wasser getaucht und gespiilt.
Es folgte die Gegenfiarbung mit etwa 20-sekiindiger Inkubation in Himatoxylinldsung.
Das Bléuen erfolgte unter flieBendem Leitungswasser fiir etwa 10 Minuten. Nach einem
Waschvorgang in destilliertem Wasser und der aufsteigenden Alkoholreihe zur
Dehydrierung des Gewebes wurden die Schnitte mit Eindeckmedium und Deckglas

gedeckt.
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Morphometrie

Auswertung der Riickenmarkschnitte

Um den Grad der Demyelinisierung im Verhéltnis zur weilen Substanz zu ermitteln,
wurden histologische Bilder der LFB-PAS-Firbung angefertigt. Ausgewertet wurden
Schnitte des zervikalen, thorakalen und lumbalen Riickenmarks. Die Bilder wurden durch
eine densitometrische Messung mithilfe von ImageJ (Version 1.53a fiir macOS, National
Institute of Health, USA) analysiert.

Zunichst wurden die in 50-facher VergroBerung angefertigten Bilder importiert und
Helligkeit sowie Kontrast angepasst. AnschlieBend wurde die gesamte
Riickenmarksfldache sowie die graue Substanz manuell umrandet, die Differenz beider
Flachen ergab die gesamte weille Substanz. Im nichsten Schritt wurde iiber den
Farbschwellenwert (color threshold) die gesunde, nicht demyelinisierte weille Substanz
ermittelt. So lieB sich der Grad der Demyelinisierung im Verhiltnis zur weillen Substanz

errechnen.

Auswertung der immunhistochemischen Fiarbungen

Bei der Fiarbung von CD45+ Zellen wurden die positiven Zellen ausgezihlt und im
Verhiiltnis zu allen Zellen der Lamina propria mucosae mehrerer vollstindig abgebildeter
Villi ausgewertet.

Bei der Fiarbung von CD3 + Zellen wurden die positiven Zellen ausgezdhlt und im
Verhiiltnis zu (100) Epithelzellen gesetzt. Die Auszédhlung von fiir die jeweilige Firbung
positiven Immunzellen erfolgte mithilfe des Multi-Point-Tools von Image]. Zur
Auswertung herangezogen wurden Bilder in 400-facher Vergroferung.

Alle histopathologischen Auswertungen erfolgten verblindet.
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RNA Isolierung, Synthese der cDNA und qPCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR oder RT-PCR) ist eine Methode zur
Vervielfiltigung und Quantifizierung von Nukleinsduren und basiert auf der
herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Durch die Bestimmung und
Quantifizierung von RNA Abschnitten kann auf eine erhohte oder erniedrigte
Genexpression in Geweben riickgeschlossen werden.

Im ersten Schritt wurde RNA aus dem zu untersuchenden Gewebe (Ileum, Kolon) isoliert.
Das Gewebe wurde in eine phenolische Losung (Ribozol) eingelegt und anschlielend
mithilfe von Metallperlen und einer Kugelmiihle aufgeschlossen. Pro 1 ml Ribozol
wurden anschlieend 200 pl Chloroform hinzugegeben und vorsichtig homogenisiert.
Das Gemisch inkubierte anschlielend fiir etwa zehn Minuten bei Raumtemperatur. Nun
wurde es bei 4°C und 12 000 U/min fiir 15 Minuten zentrifugiert. Um eine
Verunreinigung mit DNA zu vermeiden, wurden die etwa 80% der wissrigen, oberen
Phase, welche zu groBlen Teilen nur RNA enthilt, in ein neues Reaktionsgefal} pipettiert.
Nach Zugabe von 500 pl Isopropanol wurde das Gemisch mit dem Vortexmischer
homogenisiert und anschliefend bei -20°C mindestens eine Stunde oder iiber Nacht zum
Ausfillen gelagert. Im nédchsten Schritt wurde bei -4°C und 12 000 U/min fiir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen, ohne das RNA-
Pellet zu beschidigen. Das Pellet wurde mit 1 ml 70% Ethanollosung gewaschen,
anschlieBend mit dem Vortexmischer homogenisiert und zentrifugiert (s. zuvor). Wieder
wurde der Uberstand entfernt und das Pellet zum Trocknen aufgestellt. Danach wurden
50 pl mit DEPC behandeltes (RNAse freies) Wasser (Volumen je nach Grofe des Pellets)
hinzugegeben und kurz zentrifugiert. Die Konzentration und Reinheit der RNA bei einem
standardisierten Volumen wurde mit dem Mikroplattenreader bei 260 nm Wellenldnge
gemessen. Die isolierte RNA wurde dann bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.
Im néchsten Schritt wurde aus der RNA durch eine reverse Transkription die cDNA
(komplementidre DNA) synthetisiert. Dazu wurden 1000 ng RNA benétigt. Das Volumen,
das die gewiinschte Menge enthilt, errechnet sich aus der bereits bestimmten
Konzentration. Zur cDNA-Synthese wurde das iScript cDNA Synthesis Kit der Firma
Bio-Rad Laboratories, Inc. verwendet.

Dieses enthilt ein Reaktionsgemisch mit Reaktionspuffer, RNAse H+ (zur Degradierung

der RNA nach Synthese der cDNA), OligodT-Primer (hybridisieren mit dem Poly-A-
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Ende der RNA), zufillige Hexamer-Primer (erhoht die Sensitivitit der cDNA-Synthese)
sowie dNTPs (zum Aufbau der cDNA).

Pro Probe wurden 4 pl des 5x iScript Reaktionsgemisch, 1 ul des Enzyms iScript Reverse
Transkriptase und die RNA (1xg) angesetzt, dazu eine variable Menge Nuklease-freien
Wassers bis zum Erreichen eines Gesamtvolumens von 20 pl. Dann wurden die
Reaktionsgefifle in einen vorprogrammierten Thermocycler gestellt. Im ersten Schritt,
der Primerhybridisierung, fiir 5 min bei 25°C, lagern sich die Primer aus dem iScript
Reaktionsgemisch an die einstrangigen RNA-Vorlage an. Die Reverse Transkription
(Elongation), also die Synthese der doppelstringigen cDNA, erfolgte im ndchsten Schritt
bei 46°C fiir 20 min. Mit der Enzyminaktivierung bei 95°C fiir eine Minute war der
Prozess abgeschlossen.

Die Quantifizierung der cDNA-Menge wurde erneut mit dem Mikroplattenreader bei
einer Wellenldnge von 280 nm durchgefiihrt. Dann wurde die cDNA in DEPC-Wasser
verdiinnt, so dass die Konzentration 15,4 ng/ul betrug, aliquotiert und eingefroren.

Im Anschluss folgte nun die qPCR. Dabei kann man in Echtzeit die Akkumulation der
amplifizierten Genprodukte wéhrend des Reaktionsprozesses verfolgen. Die Detektion
des gewiinschten Genproduktes gelingt durch die Zugabe des fluoreszierenden Molekiils
SYBR Green. Da das Fluorophor nur zwischen Doppelstrang-DNA interkalieren kann,
hingt das Fluoreszenzsignal mafgeblich von der Menge an doppelstringiger DNA und
der Anzahl der Reaktionszyklen ab. In den anfiinglichen Zyklen wird kaum Anderungen
im Fluoreszenz-Signal registriert. Der Schwellenwert (treshold) markiert einen
signifikanten Anstieg des Signals und ist entscheidend fiir die Differenzierung von
Hintergrundsignal und relevanter Amplifikation des cDNA Abschnittes. Der
Schwellenwert-Zyklus, oder threshold cycle (Ct), ist der Zyklus, in dem das Fluoreszenz-
Signal den definierten Schwellenwert {iberschreitet.

Die PCR-Maschine (Step One Plus, Applied Biosystems by Thermo Fisher) wurde
folgendermallen eingestellt: (1) 10 min bei 95°C (Enzymaktivierung), (2) 15 s bei 95°C
(Denaturierungsschritt), (3) 20 s bei 60°C (Primerhybridisierung), (4) 10 s bei 72°C
(Elongation). Die Schritte 2-4 werden jeweils fiir bis zu 40 Zyklen wiederholt.

Pro Probe wurde ein Volumen von insgesamt 15 pl pipettiert: 0,5 pl 5 Primer, 0,5 pl 3°
Primer, 6,5 ul cDNA (=100 ng) und 7,5 pl des Power SYBR Green PCR Master Mix
(dieser enthélt Puffer, die DNA Polymerase, dNTPs und den SYBR-Green Farbstoff).

Fiir alle Proben wurden Duplikate analysiert.
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Nach der qPCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Das
Ubereinanderliegen aller Peaks bestitigte, dass in der qPCR nur ein Genprodukt

amplifiziert wurde.

Die 00CT-Methode zur Quantifizierung der Genexpression

Der Ct-Wert wird genutzt, um die Menge der DNA-Kopien zu errechnen, denn er ist
abhédngig von der anfanglichen RNA-Menge. Die Quantifizierung sollte in der frithen
exponentiellen Phase erfolgen, bevor die Reaktion ihr Plateau erreicht. Die
Quantifizierung kann entweder absolut erfolgen oder relativ, also im Vergleich zu einem
anderen Produkt. Hierzu wird iiblicherweise ein nicht reguliertes sogenanntes Referenz-
oder Haushaltsgen herangezogen, etwa GAPDH oder 18S-rRNA. Ich verwendete als
Referenzgen 18S-rRNA. Die Berechnung fiihrte ich mithilfe der 8dCt Methode durch.
Zuniachst wurde O00Ct als Differenz des Ct-Wert des Zielgens und Ct-Wert des
Referenzgens (Haushaltsgen) bestimmt. Dann wurde vom OCt-Wert der behandelten
Proben der 0Ct-Wert einer Kontrolle abgezogen. Der relative Expressionsunterschied
einer Probe zwischen Behandlung und Kontrolle (Ratio), normalisiert zum Referenzgen
(Haushaltsgen), ergibt sich aus der Formel 2A-838Ct. In der Berechnung geht man von
einer optimalen PCR Effizienz in allen Proben mit einer Verdoppelung der DNA-Menge
in jedem Zyklus aus. In diesen Ergebnissen gibt der errechnete Wert die x-fache
Expression einer behandelten Gruppe (Niedrigdosis- oder Hochdosis-Gruppe) zur

unbehandelten Kontrollgruppe an.

Statistische Datenauswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in GraphPad Prism (Version 5, GraphPad Software
Inc., San Diego CA, USA). Fiir alle Ergebnisse wurde angenommen, dass die Daten
normalverteilt sind. Dies wurde durch verschiedene Tests auf Normalverteilung (Shapiro-
Wilk, D’ Agostino and Pearson Test) tiberpriift. Da insgesamt drei Gruppen miteinander
verglichen wurden, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA)
eingesetzt und der Tukey Post-Hoc-Test zum Vergleich aller Gruppenkombinationen
verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mit *=p < 0,05, ** = p < 0,001 und ***=p <
0,0001 festgelegt. Die Grafen bilden jeweils Mittelwerte sowie den Standardfehler
(standard error of the mean, SEM) ab. Grafen wurden ebenfalls mit GraphPad erstellt.
Abbildungen wurden mit der kostenfreien Google Drawings Software oder Microsoft

Power Point fiir Mac (Version 16.16.27) erstellt.

43



MATERIAL UND METHODEN

Insgesamt wurden die Rohdaten von 30 Miusen (10 pro Versuchsgruppe) ausgewertet,
dafiir wurden jeweils 5 Tiere zur histologischen Analyse, und 5 zur RNA-Isolierung

herangezogen.
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Ergebnisse

Die Erndhrung als modifizierbarer Umweltfaktor riickt immer weiter in den Fokus der
MS-Forschung. In der vorliegenden Arbeit wurde als Modell fiir die MS die EAE
gewihlt. Die Tiere wurden mit einer bestens definierten, weizenfreien Diit ernihrt (s.
Versuchsaufbau, S. 32). Den Versuchstieren wurde eine modifizierte, gegen Abbau
stabile mittelkettige, einfach ungesittigte Fettsdure (SEFA-6207) zusitzlich zur Basisdiét
tiaglich ab Tag sieben nach Induktion der EAE per Schlundsonde in zwei verschiedenen
Dosen verglichen mit Placebo appliziert, um deren Einfluss auf den Erkrankungsverlauf,
Gewichtsverlust und Auswirkungen auf histologischer und zelluldrer Ebene zu
charakterisieren. Tiere der Niedrigdosis-Gruppe erhielten tdglich ab dem siebten Tag
nach Immunisierung 0,3 mmol SEFA pro kg Kérpergewicht per Schlundsonde, Tiere der
Hochdosis-Gruppe die doppelte Dosis, 0,6 mmol SEFA pro kg Korpergewicht. Die
Kontrollgruppe erhielt reizfreies Maisol (Placebo) per Schlundsonde. Die Versuchstiere
wurden bis Tag 14 nach Immunisierung beobachtet und therapiert. An Tag 15 nach
Immunisierung wurde der Versuch beendet. Zunichst wurde der klinische Verlauf der

EAE anhand des etablierten Punktesystems (s. Tabelle 9) beschrieben.
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Einfluss der oral zugefiihrten SEFA auf den Erkrankungsverlauf der EAE
Eine graphische Abbildung des Erkrankungsverlaufs der drei Gruppen zeigt Abbildung
7.

Klinischer Verlauf der EAE
unter Zufuhr von SEFA

4 -©- Kontrollgruppe
Niedrigdosis-Gruppe
37 -® Hochdosis-Gruppe

EAE Score
N
1

7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tage p.i.

Abbildung 7: Klinischer Verlauf der EAE.

Jeweils unter der Zufuhr von Kontrollsubstanz (Placebo) und SEFA in mittlerer (0,3 mmol/kg
KG) und hoher Dosis (0,6 mmol/kg KG). Insgesamt zeigen alle Versuchsgruppen einen nahezu
linearen Erkrankungsverlauf. Die x-Achse markiert den Zeitraum nach Immunisierung.
Dargestellt ist jeweils der mittlere Erkrankungsscore + SEM der Versuchsgruppen.

Im Detail stellte sich der Erkrankungsverlauf in der Kontrollgruppe, die lediglich Maisol
per Schlundsonde erhielt, folgendermal3en dar:

Bis zum Tag 10 nach Immunisierung (p.i.) war keines der Tiere klinisch erkennbar
erkrankt. An Tag 11 zeigten zwei Tiere der Kontrollgruppe erste Krankheitssymptome.
An Tag 12 waren bereits alle Tiere erkrankt. Zu diesem Zeitpunkt lag der Score gerundet
bei 1,2. An Tag 13 hatte ein Tier bereits Score 3 erreicht, an Tag 14 p.i. waren es 3 Tiere
mit Score 3 und am darauffolgenden Tag 3 Tiere mit 3,5, weshalb der Versuch beendet
wurde. Im Schnitt erreichten die erkrankten Tiere zum Ende des Versuches einen Score
von 3,08 (£ 0,27, SEM).

Bei der Versuchsgruppe, welche die niedrigere Dosis (0,3 mmol/kg KG) SEFA erhielt
(Niedrigdosis-Gruppe), stellte sich der Verlauf folgendermallen dar:

Die erste Maus erkrankt an Tag 10 nach Injektion und zeigte einen klinischen Score von

0,5. Am folgenden Tag waren drei Tiere erkrankt, mit einem mittleren Score von 1. An

46



ERGEBNISSE

Tag 12 waren alle Tiere bis auf eines erkrankt. An Tag 13 hatte eine Maus bereits einen
Score von 3,5 erreicht, eine weitere von 3. An Tag 14 waren es bereits drei Tiere mit
einem Score von 3,5 und 4 weitere mit einem Score von 3. Zum Zeitpunkt des
Versuchsendes hatten vier Tiere einen Score von 3,5 erreicht, drei Miuse einen Score von
3, eine Maus einen Score von 2,5 und ein Tier eine 1. Im Schnitt erreichten die Tiere der
Niedrigdosis-Gruppe einen Score von 3,0 (= 0,25, SEM) an Tag 15 p.i..

Der Verlauf der EAE bei der Versuchsgruppe, welche die hohe Dosis SEFA (0,6 mmol/kg
KG) erhielt, stellte sich folgendermallen dar: Erst an Tag 11 zeigten sich bei einem
einzelnen Tier Symptome, die dem Score 0,5 zugeordnet werden konnten. An Tag 12
waren dann bis auf zwei Tiere alle Méuse erkrankt. An Tag 14 hatten bereits 6 Tiere den
Score 3 erreicht, allerdings war eine Maus noch nicht erkrankt. Am Versuchsende, Tag
15 hatte ein Tier den Score 3,5 erreicht, die librigen Scores bewegten sich zwischen 1 und
3. Zu diesem Zeitpunkt waren alle Tiere erkrankt. Im Schnitt betrug der Score an Tag 15
p.. in der Hochdosis-Gruppe 2,7 (= 0,23, SEM).

Eine bildhafte Darstellung des mittleren EAE-Scores aller Gruppen an Tag 15 zeigt
Abbildung 8. Insgesamt weist die Hochdosis-Gruppe zwar das geringste

Erkrankungsausmall zum Endzeitpunkt vor, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 8: EAE Score an Tag 15.

Vergleich der drei Versuchsgruppe. Die Kontrollgruppe erhielt zusitzlich zur Basisdiit ein
Placebo oral per Schlundsonde, die Niedrigdosis-Gruppe 0,3 mmol/kg KG SEFA, die
Hochdosis-Gruppe 0,6 mmol/kg KG. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz hinsichtlich
des Krankheitsaktivitdtsscores an Tag 15 nach Immunisierung. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte + SEM.
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Die statistische Auswertung der Verldufe vor der Versuchsbeendigung ergab ebenfalls

keine signifikante Differenz zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zu keinem

weiteren Zeitpunkt. Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Tage 12 und 13 p.i..

2.51

2.0 1

1.5

1.0 7

EAE Score

0.5+

Tag 12 p.i.

0.0

EAE Score

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0 4

0.5

Tag 13 p.i.

0.0

Abbildung 9: EAE an Tag 12 und 13 nach Immunisierung.

Behandlung mit Placebo, SEFA in niedriger Dosis (0,3 mmol/kg KG) und hoher Dosis (0,6
mmol/kg KG). Auch bei Betrachtung einzelner Tage, hier beispielhaft Tag 12 und 13 zeigt sich
keine statistisch signifikante Differenz innerhalb der Versuchsgruppen.
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Symptombeginn in allen Gruppen um den 12. Tag p.i.

Neben dem klinischen Verlauf wurde auch das Auftreten erster Krankheitssymptome in
den einzelnen Gruppen untersucht. So sollte festgestellt werden, ob die Zufuhr von SEFA
den Symptombeginn beeinflusst.

Ublicherweise liegt der Symptombeginn der EAE bei 11,3 (+ 1,4) Tage nach
Immunisierung laut des Herstellers des verwendeten Immunisierungscocktails. Dieser
Verlauf konnte bestétigt werden. Eine graphische Darstellung des Krankheitsbeginn zeigt
Abbildung 10.

In der Kontrollgruppe zeigten sich die ersten Krankheitssymptome im Mittel an Tag 11,6
(20,24 SEM) nach Immunisierung. In der Niedrigdosis-Gruppe lag der Symptombeginn
bei Tag 11,67 (£0,37 SEM). In der Hochdosis-Gruppe lag der Symptombeginn im Mittel
bei Tag 12,22 (+ 0,46), also etwas spiter.

Krankheitsbeginn

Tag p.i.

Abbildung 10: Krankheitsbeginn.

In der Hochdosis-Gruppe zeigte sich ein spéterer Symptombeginn an Tag 12,22 (+0,46 SEM)
ohne statistische Signifikanz, die frithesten Krankheitssymptome zeigten sich in der
Kontrollgruppe um Tag 11,6 (0,24 SEM). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM.
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Gewichtsverlust unter Zufuhr von SEFA

Neben dem klinischen Verlauf wurde der Einfluss der SEFA-Therapie auf das
Korpergewicht dokumentiert. Dazu wurden die Tiere ab Tag 7 p.i. (Startgewicht) tiglich

gewogen. Eine graphische Darstellung des Gewichtsverlaufs zeigt Abbildung 11:
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Abbildung 11: Gewichtsverlust unter der Therapie mit SEFA.

(a) zeigt den Gewichtsverlust im zeitlichen Verlauf nach Immunisierung. Es zeigte sich eine
kontinuierliche Korpergewichtsabnahme aller Versuchsgruppen bei voranschreitender
Erkrankung. Den Gewichtsverlust in % des Korpergewichts zeigt (b). Insgesamt hatte die
Niedrigdosis-Gruppe, der 0,3 mmol SEFA/kg KG zugefiihrt wurde, zum Versuchsende am
meisten Gewicht verloren, mit statistischer Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe, die
lediglich ein Placebo per Schlundsonde erhielt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM.

Im Verlauf (Abb.11 a) zeigt sich eine kontinuierliche Gewichtsabnahme in allen drei
Gruppen. Einem zunéchst langsamen Gewichtsverlust schloss sich in der spiteren Phase
des Versuchs ein schneller Gewichtsverlust bei stetiger Verschlechterung des
Allgemeinzustandes an. Zum Zeitpunkt des Versuchsendes (Tag 15) zeigte sich
hinsichtlich des gesamten Gewichtsverlustes (Abb.11 b) bezogen auf das
Gesamtkorpergewicht an Tag 7 (Startgewicht) eine statistisch signifikante Differenz
zwischen Kontrollgruppe und der Niedrigdosisgruppe: Die Niedrigdosis-Gruppe hatte
mit 26,67 (£ 2,08) % am meisten Gewicht verloren. Die Hochdosis-Gruppe verlor im
Schnitt 22,17 (£2,45) % des Korpergewichts. Am wenigsten Gewicht verloren hatte die
Kontrollgruppe mit 19,24 (£2,3) %. Allerdings korreliert der Gewichtsverlust nicht mit
dem klinischen Score an Tag 15 (Abb. 8), in dem Kontroll- und Niedrigdosisgruppe

gleichauf liegen, wihrend die Hochdosisgruppe eine geringere Krankheitsaktivitit zeigt.
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Charakterisierung von Lisionen des Riickenmarks

Neben dem Krankheitsbeginn und dem Verlauf der EAE in den Versuchsgruppen wurden
histologische Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung entziindlicher,
demyelinisierter Areale und axonaler Schidden in Schnitten des Riickenmarks der
Versuchstiere eingesetzt. Beurteilt und ausgewertet wurde die Demyelinisierung
verschiedener Ebenen des Riickenmarks.

Zur Identifizierung demyelinisierter Areale diente die LFB-PAS-Firbung. LFB zeigt eine
Affinitdt zu Myelin und firbt myelinisierte Axone blau, wohingegen demyelinisierte
Areale rosa erscheinen.

Die Bielschowsky-Versilberung zeigte korrespondierend axonale Schiden im Bereich der
demyelinisierten Areale. Die Farbungen wurden beispielhaft gegeniibergestellt.

Den histologischen Aufbau des Riickenmarks zeigt Abbildung 12 (LFB-PAS-Firbung

eines zervikalen Riickenmarkausschnittes, Kontrolltier).

dorsal

DR, P 1

v

graue Substanz
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Zentralkanal

weille Substanz —

==
Abbildung 12: Aufbau des Riickenmarks.

Die graue Substanz enthilt vorrangig die Zellkorper (Perikarya) der Nervenzellen. Die weile
Substanz hingegen besteht iiberwiegend aus den myelinisierten Nervenzellfortsdtzen (Axonen).
In der Mitte der grauen Substanz liegt der Zentralkanal, der eine Fortsetzung des Hirn-
Ventrikelsystems darstellt und mit Ependymzellen ausgekleidet ist. Maf3stab = 50 pm
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Reduktion demyelinisierter Areale in Therapiegruppen

Abbildung 13 zeigt jeweils einen zervikalen, thorakalen, und lumbalen
Riickenmarksabschnitt eines Kontrolltiers (Abb.13 a), eines Vertreters der Niedrigdosis-
Gruppe (Abb.13 b) und eines Vertreters der Hochdosis-Gruppe (Abb.13 c).
Demyelinisierte Abschnitte sind gekennzeichnet durch ungeniigende Anfirbung mit

Luxol. Durch Gegenfiarbung mit Himatoxylin erscheinen sie rosa.
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Abbildung 13: Demyelinisierung verschiedener Riickenmarksebenen.

Dargestellt sind jeweils zervikale, thorakale und lumbale Riickenmarkschnitte eines Kontrolltiers (a),
eines Vertreters der Niedrigdosis-Gruppe (b) und der Hochdosis-Gruppe (c). Demyelinisierte Areale
sind in der LFB-PAS-Firbung jeweils als rosa gegengefirbte Areale innerhalb der weilen Substanz zu
erkennen. Durch Schidigung von Axonen kommt es zur unzureichenden Anfiarbung mit Luxol, welches
die regelrechte weille Substanz blau anfarbt. Maflstab = 50 pm
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Die morphometrische Auswertung der Schnitte zeigt Abbildung 14:
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Abbildung 14: Demyelinisierung der weiflen Substanz.

Morphometrische Auswertung der Demyelinisierung (LFB-PAS-Firbung) fiir Kontroll-, Niedrig-
(0,3 mmol/kg KG) und Hochdosis-Gruppe (0,6 mmol/kg KG): gesamt (a), im zervikalen
Riickenmark (b), thorakal (c) und Ilumbal (d). Lumbal =zeigte sich hinsichtlich der
Demyelinisierung eine statistische Signifikanz im Vergleich von Kontroll- und Niedrigdosis-
Gruppe. Dargestellt ist der Mittelwert der Demyelinisierung in % + SEM.

Insgesamt wies die Kontrollgruppe mit 14,03% (x 3,94 SEM) den hochsten
Demyelinisierungsgrad auf (Abb.14 a). In den Versuchsgruppen wurde ein geringeres
Ausmal der Demyelinisierung festgestellt: In der Niedrigdosis-Gruppe lag sie insgesamt
bei 9,80% (= 1,19 SEM), in der Hochdosis-Gruppe bei 9,55% (= 1,59 SEM). Auf
zervikaler Ebene (Abb.14 b) konnte nur ein geringer Unterschied hinsichtlich der
Demyelinisierung festgestellt werden: In der Kontrollgruppe lag sie bei 5,49% (+ 0,64
SEM), in der Niedrigdosis-Gruppe bei 5,99% (+ 1,27 SEM), in der Hochdosis-Gruppe
bei 4,89% (+ 1,03 SEM). Ebenso zeigte sich auf thorakaler Ebene in allen Gruppen ein
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dhnliches Ausmal3 der Demyelinisierung (Abb.14 c). In der Kontrollgruppe zeigte sich
hier eine Demyelinisierung von 9,65% (+ 2,32 SEM), in der Niedrigdosis-Gruppe von
11,46% (+ 2,27 SEM) und in der Hochdosis-Gruppe von 10,44% (+ 2,29 SEM). Lumbal
jedoch (Abb.14 d) konnte eine statistisch signifikante Differenz der Demyelinisierung
festgestellt werden. Tiere der Kontrollgruppe wiesen mit 24,34% (+ 7,09 SEM) einen
hoheren Demyelinisierungsgrad gegeniiber Tieren der Niedrigdosis-Gruppe mit 10,41%

(£ 1,4 SEM) sowie Hochdosis-Gruppe mit 14,26% (+ 3,31 SEM) auf.

Axonaler Schaden im Bereich demyelinisierter Abschnitte

Abbildung 15 zeigt repréasentative demyelinisierte Lisionen (schwarze Pfeile), kenntlich
gemacht durch die LFB-PAS-Firbung im Vergleich zu korrespondierenden Ausschnitten
der Bielschowsky-Versilberung. In der Versilberung werden intakte Axone schwarz
dargestellt, das restliche Gewebe féarbt sich hellbraun. Areale mit reduzierter axonaler
Dichte zeigten sich deckungsgleich mit demyelinisierten Arealen in der LFB-PAS
Féarbung. (Abb.15a und b) illustrieren jeweils korrespondierende Lisionen in der weillen
Substanz des Riickenmarks eines Kontrolltieres. (Abb.15 ¢ und d) sind Ausschnitte aus
dem Riickenmark eines Niedrigdosis-Tieres. (Abb.15 e und f) zeigen ein Tier der

Hochdosis-Gruppe.
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Abbildung 15: Ausgewihlte Lisionen in LFB-PAS-Férbung und Bielschowsky Versilberung.

Die Bielschowsky Versilberung firbt intakte Axone schwarz an. Korrespondierend zur fehlenden
Farbung mit Luxol zeigen sich Schiden in der Bielschowsky-Firbung durch schwiicher gefirbte
Areale im Bereich der sonst axonreichen, weiflen Substanz (schwarze Pfeile). (a und b) zeigen
Ausschnitte aus dem Riickenmark eines Kontrolltiers, (c und d) aus der Niedrigdosis-Gruppe, (e
und f) aus der Hochdosis-Gruppe. Malistab = 200 pum
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Quantifizierung der Genexpression mittels gPCR

Zufuhr von SEFA beeinflusst dosisabhiingig die Genexpression von Zytokinen im

Ileum

Untersucht wurde die Genexpression verschiedener pro- und antiinflammatorischer
Zytokine. Dazu wurde zunichst RNA aus dem Ileum der Versuchstiere isoliert, diese in
cDNA umgeschrieben und anschlieBend die Genexpression der Zielgene und eines
Haushaltsgens zur Normierung durch eine qPCR-Analyse quantifiziert. Durch die d0CT-

Methode wurde so eine relative Anderung der Genexpression errechnet.

Anderung der Genexpression proinflammatorischer Zytokine im Ileum
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Abbildung 16: Veridnderung der Genexpression von IL-6, IFN-y, iNOS und TNF-a.

Die Verinderung der Genexpression des Zielgens ist jeweils auf das Haushaltsgen 18S normiert
und iiber die 6__6Ct Methode relativ auf die Kontrollprobe angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert
der x-fachen Anderung der Genexpression + SEM.
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Die Genexpression von IL-6 (Abb.16 a) zeigte sich dosisabhédngig in der Hochdosis- und
Niedrigdosis-Gruppe signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. IFN-y (Abb.16
b) war im Ileum der Hochdosis- und Niedrigdosis-Gruppe signifikant verringert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. In unserem Versuch zeigte sich eine signifikant erhthte
Genexpression der proinflammatorischen iNOS (Abb.16 c) in der Hochdosis-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe, nicht jedoch in der Niedrigdosis-Gruppe. Fiir TNF-a
zeigte sich hingegen eine signifikante Reduktion in der Genexpression bei Vergleich von
Kontroll- und Hochdosisgruppe.

Somit zeigt sich ein gemischtes Bild hinsichtlich der proinflammatorischen Zytokine im
Ileum: sowohl eine Erhohung der Genexpression (IL-6, iNOS), wie auch eine

Verringerung (IFN-y, TNF-a).
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Anderung der Genexpression antiinflammatorischer Zytokine im Ileum
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Abbildung 17: Verianderung der Genexpression von IL-10, TGF-31 und CD11 b im Ileum.

Die Genexpression ist normalisiert auf die Expression des Haushaltsgens 18S und mit der
Genexpression der unbehandelten Kontrollproben verglichen. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM.

Sowohl in der Hochdosis- wie auch in der Niedrigdosis-Gruppe war die Genexpression
von IL-10 (Abb.17 a) im Ileum im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert.
Im Versuch zeigte sich ebenfalls eine signifikante Verringerung der Genexpression von
TGF-B1 (Abb.17 b) im Ileum in der Hochdosis-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.
AuBerdem zeigte sich eine dosisabhingige Verringerung der Genexpression von CD11b
(Abb.17 ¢), jedoch ohne statistische Signifikanz.

Hinsichtlich der untersuchten antiinflammatorischen Zytokine zeigte sich insgesamt ein

dosisabhingiger Trend hin zur Verringerung der Genexpression.
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Einfluss auf die Genexpression pro- und antiinflammatorischer Zytokine im Kolon
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Abbildung 18: Genexpression verschiedener Zytokine im Kolon.

Die Genexpression ist normalisiert auf die Expression des Haushaltsgens 18S und mit der
Genexpression der unbehandelten Kontrollproben verglichen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM.

Die Genexpression von IL-6 im Kolon (Abb.18 a) war wie zuvor auch im Ileum (Abb.16
a) in der Hochdosis-Gruppe gegeniiber der Niedrigdosis- und Kontrollgruppe signifikant
erhoht. In der Hochdosisgruppe zeigt sich auflerdem eine signifikante Erhohung der
Genexpression von IL-10 gegeniiber der Kontrollgruppe (Abb. 18 b), was deutlich im
Kontrast zur Verringerung der Genexpression im Ileum (Abb.17 a) steht. Hinsichtlich
IFN-v (Abb.18 c) zeigte sich ein dhnlicher Trend hin zur dosisabhiingigen Verringerung
der Genexpression unter der Zufuhr von SEFA. Fiir die Genexpression von iNOS im
Kolon (Abb.18 d) zeigte sich im Kontrast zur erhhten Expression im Ileum (Abb. 16 ¢)

eine Verringerung in der Niedrigdosis- und Hochdosis-Gruppe.
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So zeigte sich auch im Kolon ein gemischtes Bild hinsichtlich proinflammatorischer (IL-

6, iNOS) und antiinflammatorischer (IL-10, IFN-y) Zytokine.
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Histologische Analyse des Ileums

Weiterhin wurden fiir unseren Versuch histologische Analysen fiir das Ileum ergénzt.
Histologisch besteht die Schleimhaut des Diinndarms aus fingerformigen Fortsédtzen
(Villi), die von einer Epithelschicht bedeckt sind. Die Bindegewebsschicht unter dem
Epithel wird als Lamina propria bezeichnet. Sie beherbergt die meisten Immunzellen des
Darms. Lymphatische Zellen kommen sowohl verstreut in der Lamina propria und dem
Oberfldchenepithel, sowie organisiert in sogenanntem darmassoziiertem lymphatischen
Gewebe (gut associated lymphatic tissue, GALT) vor. Das Epithel enthilt vor allem
Lymphozyten, vorwiegend CD8+ T-Zellen. Innerhalb der Lamina propria sind
verschiedene Zelltypen anzutreffen: insbesondere CD4+ und CD8+ T-Zellen,
Plasmazellen, Makrophagen, dendritische Zellen sowie Mastzellen und eosinophile
Zellen. Das Vorhandensein zahlreicher Effektorzellen der Immunantwort ist das Ergebnis
eines stindigem Kontakts dieser Immunzellen mit z.B. Nahrungs-Antigenen, welche
partiell die Epithelschicht passieren (7).

Zur Unterscheidung der Immunzellen werden immunhistochemischen Firbungen von
unterschiedlichen Oberfldchenmarkern herangezogen.

Der Oberflichenmarker CD45 wird auf allen kernhaltigen Zellen hdmatopoetischen
Ursprungs, d.h. allen Leukozyten ausgebildet. Es wird alternativ auch als leukocyte
common antigen (LCA) bezeichnet.

CD3 ist ein Oberflaichenmarker von T-Zellen. Bei den intraepithelialen Lymphozyten
handelt es sich meist um CD8+ Immunzellen. Der CD3-Komplex bildet eine funktionelle

Grundeinheit mit dem T-Zell-Rezeptor zur Signaliibertragung ins Zellinnere.
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Immunhistochemischer Nachweis von CD45 + Zellen im Ileum
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(a) zeigt den Anteil der CD45+ Zellen pro 100 Zellen der gesamten Lamina propria mucosae.
Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. (b) zeigt ein Ileumschnitt eines Tiers der Kontrollgruppe,
(c) der Niedrigdosis-Gruppe und (d) der Hochdosis-Gruppe. Mafstab (b)-(d) = 100 um

Eine graphische Darstellung des Anteils an CD45+ Zellen pro 100 Schleimhautzellen im
Ileum aller Gruppen zeigt (Abb.19 a). Demnach ergab sich keine signifikante Differenz
im Anteil in Kontroll- und Versuchsgruppen. (Abb. 19 b) zeigt ein Priparat aus dem
Ileum eines Kontrolltieres in der CD45-Firbung in 400-facher VergroBerung. (Abb.19 ¢
und d) zeigen jeweils Schnitte von Versuchstieren aus der Niedrigdosis- sowie
Hochdosis-Gruppe. In allen Gruppen sehen wir eine fiir den Darm charakteristische, hohe

Infiltration der Mucosa mit Immunzellen.
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Immunhistochemischer Nachweis von CD3 + Zellen im Ileum
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Abbildung 20: Immunhistochemischer Nachweis von CD3+ Zellen im Ileum.
(a) zeigt den Anteil von CD3+ Zellen pro 100 Epithelzellen. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM. (b) zeigt einen Ileumschnitt eines Kontrolltiers. (c) zeigt einen Ileumschnitt aus der
Niedrigdosis-Gruppe, (d) aus der Hochdosis-Gruppe. Mafstab (b) — (d) = 100 pm

Die Ergebnisse der Zellzdhlung fiir intraepitheliale CD3 + Zellen pro 100 Epithelzellen
(Abb.20 a) zeigte keine statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppen.
(Abb.20 b) zeigt CD3+ -Zellen in einem 400-fach vergroBerten Abschnitt des Ileums
eines Kontrolltieres. (Abb.20 ¢ und d) zeigen jeweils Vertreter aus der Niedrigdosis-
sowie Hochdosis-Gruppe. Wir sehen in jeder Gruppe eine Infiltration des Epithels mit
CD3 + T-Zellen. In der Regel kommen im murinen Diinndarm auf 100 Epithelzellen zehn

bis 25 Lymphozyten (84).
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der klinische Verlauf der EAE als Modell der humanen
Multiplen Sklerose unter der Zufuhr von SEFA-6207, einer mittelkettigen, chemisch
modifizierten einfach ungesittigten Fettsdure, charakterisiert. Es war der erstmalige
Einsatz der SEFA-6207 in einem préklinischen Modell fiir die Multiple Sklerose. Neben
dem Krankheitsbeginn, der Krankheitsaktivitit und dem Gewichtsverlust wurden
auBerdem histologische Korrelate im ZNS verglichen sowie durch immunhistochemische
Farbungen Immunzellen im Ileum dargestellt und untersucht. Um Unterschiede auf
zelluldrer Ebene im Darm zu evaluieren, wurden daneben Genexpressionsanalysen

mittels qPCR durchgefiihrt.

Tiermodelle der MS und ihre Grenzen

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine komplexe Autoimmunerkrankung,
deren Atiologie bis heute nicht vollstindig gekldrt ist (85). Trotz intensiver
Forschungsarbeit ist bis heute keine Heilung der Erkrankung moglich. Die Krankheit tritt
oft im jungen Erwachsenenalter auf und fiihrt langfristig zu Einschrinkungen und
Behinderungen (25).

Die medizinische Forschung ist auf Tiermodelle angewiesen, um die Atiologie der
Erkrankung zu erforschen sowie neue therapeutische Ansitze fiir die Behandlung zu
entwickeln. Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich allerdings um eine sehr heterogene
Erkrankung. Zunidchst werden verschiedene Verlaufstypen unterschieden. Auflerdem
sind die Verldufe und Symptome auch innerhalb der Erkrankungstypen von Patient zu
Patient unterschiedlich.

Fiir die Multiple Sklerose gibt es zahlreiche Tiermodelle, die jeweils nur einen Teilaspekt
der Erkrankung abbilden konnen. Die Vielzahl der Modelle fiir die MS unterstreicht die
Komplexitit der Erkrankung. Oft verwendet wird das EAE-Modell, viral induzierte
Modelle (v.a. TMEV-Infektionen) und Toxin-induzierte Modelle (Cuprizon oder
Lysolecithin-Modell).

In der vorliegenden Arbeit wurde das EAE-Modell herangezogen, bei dem durch
Immunisierung eine MS-dhnliche Erkrankung, die EAE, in Versuchstieren herbeigefiihrt
wird.

Damit unterscheidet sie sich von der humanen MS offensichtlich schon in der Initiierung
der Erkrankung, die bei dem EAE-Modell artifiziell herbeigefiihrt wird (86). Auch der

zeitliche Verlauf in der EAE zeigt deutliche Abweichungen: Innerhalb von wenigen
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Tagen manifestiert sich die Erkrankung in den Versuchstieren, wihrend beim Menschen
pathologische Prozesse, die der Erkrankung zugrunde liegen, jahrelang im Verborgenen
ablaufen (86). Somit unterscheidet sich auch der Zeitpunkt der Therapie: Beim Menschen
wird die MS meist erst in einer spdteren Phase diagnostiziert und therapiert, im
Immunisierungsmodell wird meist gezielt und friih therapiert (86). Dementsprechend
wihlte ich ebenfalls einen Therapiebeginn (Tag 7) vor Auftreten erster Symptome (im
Mittel an Tag 11).

Selbst die EAE dufert sich in verschiedenen genetischen Mauslinien nicht homogen.
Miuse mit einem C57BL6/J-Hintergrund, wie in dieser Arbeit verwendet, entwickeln
einen chronischen Verlauf, wihrend SJL/J-stimmige Méause nach der Immunisierung
einen schubférmig remittierenden Verlauf der Erkrankung zeigen (63).

EAE-Modelle werden eingesetzt, um den Nutzen neuartiger MS-Therapien zu bewerten
(86). Die Ergebnisse von EAE-Versuchen erlaubten die préklinische Testung zahlreicher
vielversprechender Therapien, darunter auch moderne immunmodulatorische
Medikamente. Glatiramertacetat, Mitoxantron und Natalizumab sind die wichtigsten
Beispiele fiir erfolgreich im EAE-Modell getestete Therapien aus der préklinischen
Forschung (87).

Es gibt allerdings auch kritische Stimmen gegen das EAE-Modell. Aussichtsreiche
Therapien aus EAE-Versuchen zeigten sich hiufig nicht effektiv oder sogar schadlich fiir
MS-Patienten (87).

Das zeigt, dass Ergebnisse aus EAE-Versuchen nur bedingt iibertragbar auf die humane
Multiple Sklerose sind. Bedeutsam fiir die Interpretation der Ergebnisse ist deshalb neben
der Wahl des Tiermodells auch ggf. der Einsatz verschiedener, komplementdrer MS
Modelle. Wir wihlten das EAE-Modell fiir diese erste Testung, da es hdufig und auch
erfolgreich verwendet wurde, um neben einem klinischen therapeutischen Effekt auch die
durch die Intervention modifizierte Immunantwort und Neuroinflammation zu

charakterisieren (86).
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SEFA: vielversprechende modifizierte Fettsiuren fiir die Therapie entziindlicher

(Leber-) Erkrankungen

Die Firma NorthSea Therapeutics, die die im Rahmen dieser Arbeit getestete modifizierte
Fettsdure zur Verfiigung gestellt hat, hat sich der Erforschung und Entwicklung oraler
Lipidtherapeutika fiir metabolische, entziindliche und fibrotische Erkrankungen
verschrieben. Mit der SEFA-Technologie hat das Unternehmen einen neuartigen und
einzigartigen therapeutischen Ansatz in diesem Bereich. Die SEFA sind dahingehend
modifiziert, dass sie primér als Signalmolekiil agieren und kaum verstoffwechselt oder in
Lipide und Zellmembranen integriert werden.

Die Leitsubstanz des Unternehmens, Icosabutat (Abb. 21), als metabolisch stabile
Variante der w3-Fettsaure EPA (eicosa-pentaenoic acid), konnte bereits in vitro und in

vivo vielversprechende Ergebnisse erzielen (88):

— — B 0

Abbildung 21: Icosabutat, ein langkettiges Omega-3-FS Analogon.
Die chemischen Modifikationen des SEFA verhindern eine Metabolisierung und Integration in
Lipide und Zellmembranen, wodurch Icosabutat vorrangig Funktionen als Signalmolekiil ausiibt.

Die modifizierte Fettsdure moduliert Signalwege, die in Zusammenhang mit
entzlindlichen Lebererkrankungen stehen, darunter insbesondere die nichtalkoholische
Steatohepatitis (NASH) mit dem assoziierten metabolischen Syndrom. Neben
antifibrotischen und antiinflammatorischen Effekten in NASH-Modellen zeigte
Icosabutat in priklinischen Studien au8erdem antidiabetische und antiatherogene Effekte
(88-93). Dies ist bedeutsam, da NASH-Patienten zwar eine erhOhte leberassoziierte
Mortalitdt aufweisen, etwa durch Zirrhose, Leberversagen oder Leberzellkarzinom, die
Hauptursache der frithen Morbiditédt und Mortalitét allerdings auch bei NASH-Patienten
metabolische und kardiovaskulidre Erkrankungen darstellen (94).

In einer Phase-2-Studie zeigte sich unter der Zufuhr von Icosabutat eine Normalisierung
von Leberenzymen in hyperlipiddmischen Patienten (95). Das Produkt wurde additiv zur
Statingabe  zugefiihrt, was eine  Wirksamkeit und  Vertrdglichkeit mit
Standardtherapeutika zur Senkung des kardiovaskulidren Risikos sichert (96). In

préiklinischen Studien wurde auBerdem eine Verbesserung des Glukosestoffwechsels und
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Insulinsensitivitét unter der Zufuhr von Icosabutat festgestellt (88). Die Substanz befindet
sich derzeit aulerdem in einer Phase-2b-Studie mit 264 NASH-Patienten, deren primérer
Endpunkt die Riickbildung der Steatohepatits ohne Zunahme der Fibrose bildet
(ICOsabutate in NASH, ICONA). Interimsergebnisse dieser Studie zeigen bei den ersten
90 Patienten, die 16 Wochen behandelt wurden, ,,dosisabhingige, signifikante und
klinisch bedeutsame Verbesserungen aller Leberfunktionen sowie entziindlicher und
Fibrose-relevanter Biomarker* (NorthSea Therapeutics) (81, 82). Dies bestitigte somit
den starken entziindungshemmende, antifibrotische und antioxidativen Effekt von
Icosabutat im priklinischen Mausmodell der NASH (97).

Neben Icosabutat hat NorthSea weitere erfolgversprechende SEFA-Produkte in der
Pipeline: SEFA-1024 und SEFA-6179 (98). In priklinischen Studien zeigte SEFA-1024
eine cholesterinsenkende Wirkung, ebenfalls additiv zur Statingabe, was eine
Kombination mit kardiovaskuldren Therapien erlaubt (98). Auch an Diabetes erkrankte
Hyperlipiddmie-Patienten konnten von einer Zugabe profitieren, da SEFA-1024
auBerdem zu einer Verbesserung der Blutzuckerkontrolle fiihrt (98). Die Phase-1-Studie
zu SEFA-1024 ist nahezu abgeschlossen, ein Antrag auf klinische Priifung gestellt. Des
Weiteren wurde erst kiirzlich ein weiteres Projekt unserer Arbeitsgruppe zu SEFA-1024
in Abstractform veroffentlicht: in DSS-Miusen, einem priklinischen Modell fiir
chronisch entziindliche Darmerkrankungen, fiihrte die Zufuhr von SEFA-1024 bei
friilhem Einsatz zu einer Verhinderung der Erkrankung (99). Dabei handelt es sich um
einen weiteren aussichtsreichen Anwendungsbereich der SEFAs auf dem Gebiet
entziindlicher Erkrankungen.

Ein weiteres vielversprechendes Produkt von NorthSea Therapeutics ist SEFA-6179. Es
wird als orale Therapie fiir die durch langfristige parentale Ernidhrung bedingte
Lebererkrankung (PNALD) entwickelt (98). Mehrere préklinische Modelle der PNALD
zeigten eine vollstindige Erholung der im Rahmen einer PNALD entstandenen
Steatohepatitis unter der Zufuhr von SEFA-6179 (98).

So stellt NorthSea Therapeutics sichere orale Therapiezusitze fiir die Behandlung von
Lebererkrankungen in Aussicht. Daneben erhofft sich das Unternehmen auch
tibertragbare Ergebnisse auf andere entziindliche Erkrankungen, etwa die Multiple

Sklerose.
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Uns wurde SEFA-6207 zur préklinischen Testung zur Verfiigung gestellt. Zu diesem
Produkt gibt es noch keine Veroffentlichungen. Die chemischen Modifikationen der

Fettsdure zeigt Abbildung 21.

Propylgruppe

O

Abbildung 22: Chemische Modifikationen von SEFA-6207.

Eine Propylgruppe an der a-C-Position fiihrt zur sterischen Hinderung, das Sauerstoff-Atom an
der (3-Position des Molekiils behindert die Veresterung des Molekiils: SEFA-6207 hat nahezu
ausschlieBlich die Funktion eines Signalmolekiils und wird kaum verstoffwechselt oder in
komplexe Lipide eingebaut.

Wie bei den anderen SEFA, handelt es sich bei SEFA-6207 (Abbildung 22) um eine
strukturell modifizierte, einfach ungesittigte -3-Fettsdure (88). Wie eingangs
dargestellt, haben langkettige w-3-Fettsduren als Nahrungsfaktoren in der Regel einen
antiinflammatorischen Effekt (78). An der a-C-Position des Molekiils befindet sich in
SEFA-6207 eine Propylgruppe. Dies fiihrt zu einer sterischen Hinderung von
biochemischen Reaktionen (90). Anstelle eines Kohlenstoffatoms befindet sich an der [3-
Position ein Sauerstoff-Atom. Diese chemischen Modifikationen behindern die
Veresterung des Molekiils, was zu einer raschen Aufnahme in den Pfortaderkreislaufs
fiihrt und eine Verstoffwechselung bereits im Darm verhindert (90). So blockieren die
Propyl- und Sauerstoffsubstitution die Verstoffwechselung der Fettsdure als zellulédre
Energiequelle (100). Sie verhindern auflerdem den FEinbau in komplexe Lipide,
insbesondere der Zellmembran. Damit entfaltet SEFA-6207, wie auch die anderen
SEFAs, primér Eigenschaften als Signalmolekiil fiir diverse Fettsdurerezeptoren auf u.a.
Immunzellen. Es wird eine hohe hepatische Konzentration der freien Sidureform erzielt
(95). Die Struktur der mittelkettigen SEFA-6207 ist sicher fiir die Entwicklung von
leberspezifischen Therapeutika von Vorteil, der Effekt auf entziindliche Erkrankungen

anderer Organe, wie beispielsweise auf die Multiplen Sklerose, war aber unklar.
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Klinischer Verlauf der EAE unter Zufuhr von SEFA-6207

Im Hinblick auf den klinischen Verlauf und Gewichtsreduktion konnte im Rahmen dieser
Arbeit zwischen den einzelnen Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt
werden. Der Krankheitsbeginn lag bei allen drei Gruppen um den 12. Tag nach
Immunisierung, wobei er in der Hochdosis-Gruppe im Mittel bei 12,22 Tagen (+ 0,46),
und damit am spitesten, zeigte. Im Scoring zeigte sich am Versuchsende, Tag 15, keine
Differenz zwischen den einzelnen Gruppen. Auch an den vorangegangenen Tagen zeigte
sich keine signifikante Differenz in der Klinik der Tiere. Der Gewichtsverlust der
Gruppen korrelierte weiterhin mit dem klinischen Verlauf. Insgesamt verloren die
einzelnen Gruppen zwischen 19,24 % und 26,67% ihres Korpergewichts, wobei in der
Niedrigdosis-Gruppe der grofite Gewichtsverlust verzeichnet wurde.

Somit zeigte sich keine signifikante Reduktion der Krankheitsaktivitét in der mit SEFA
therapierten Versuchsgruppen. Dies konnte zum einen auf die chemischen
Modifikationen zuriickzufiihren sein: Sie sind prinzipiell entwickelt, um nicht
systemisch, sondern iiber den Pfortaderkreislauf speziell auf die Leber und bestimmte
Fettsdurerezeptoren zu wirken (90).

Zum anderen gab es keine vorangegangenen Versuche mit der von uns getesteten SEFA-
6207. Zwar wurden Dosen gewihlt, die mit den in anderen préklinischen Studien der
SEFA gewihlten Dosierungen iibereinstimmt (95), diese Dosen sind aber keineswegs
direkt auf SEFA-6207 iibertragbar. Deshalb sind weitere Versuche mit anderen Dosen
gerechtfertigt. In unserem Versuch gab es auf jedoch auch keine Hinweise auf schwere
Unvertriglichkeiten oder unerwiinschte Wirkungen durch die Zufuhr. Alternativ kann es
sinnvoll sein, andere, z.B. langkettige SEFAs, wie SEFA-1022 (Icosabutat) und SEFA-
1024 im EAE Modell zu testen. Neben der Wirksamkeit von SEFA-6207 wurde auch
Sicherheit und Vertrédglichkeit der Substanz tiberpriift. Nach der Induktion und Boost des
Immunsystems kommt es zwischen Tag 9 und spitestens Tag 14 zu signifikanten
Symptomen, beginnend mit Schwiche und Lihmung im Schwanz der Versuchstiere. Der
Hersteller des Immunisierungscocktails gibt einen Krankheitsbeginn an Tag 11,3 (= 1,4
SD) fiir Méuse, die in der 11.-13. Woche immunisiert wurden (101), an. Somit zeigten
unsere Versuchstiere nicht nur einen untereinander, sondern auch im Vergleich zu
unbehandelten Tieren dhnlichen Krankheitsbeginn, was einen ersten Hinweis auf die
Vertréaglichkeit der verabreichten SEFA-6207 liefert. Auch im Hinblick auf den

Krankheitsverlauf bot sich kein nachteiliger Effekt durch die orale Zufuhr per
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Schlundsonde. Wie auch bei unbehandelten Tieren verlief die EAE bei allen Gruppen
progredient. Nach Herstellerangaben liegt das mittlere Erkrankungsmaximum bei einem
Score zwischen 3,18 (+ 0,15 SD) und 3,46 (= 0,56 SD) (101) und damit hoher als der
von uns ermittelte Score bei Beendigung des Tierversuchs an Tag 15 p.i. (siche Abb. 8).
Dies liegt wahrscheinlich an unserer bestens definierten Diét, die keine pro-entziindlichen
Proteine, wie die Weizen-Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATI), enthdlt (102-104). In
Folgeversuchen konnte deshalb eine Weizen- oder ATI-haltige Diét oder ein lingerer
Beobachtungszeitraum gewihlt werden, um festzustellen, ob wenngleich kein milderer
Verlauf, doch eventuell eine Verringerung der Krankheitsaktivitdt insgesamt erzielt

werden kann.

Bedeutung der gut-brain-axis

Seit iiber einer Dekade ist das neue Paradigma der gut-brain-axis immer weiter in den
Fokus der MS-Forschung geriickt (67).

Moglicherweise handelt es sich beim Darmmikrobiom und insbesondere auch den bisher
wenig untersuchten Erndhrungsfaktoren um die wichtigsten umweltbedingten
Risikofaktoren fiir die entziindliche Demyelinisierung des ZNS (67, 75, 105). Beide
Faktoren wirken unabhingig voneinander, interagieren aber auch, denn die
Zusammensetzung des Darmmikrobiom wiederum wird maBgeblich iiber unsere
Erndhrung reguliert, entweder direkt iiber Nahrungskomponenten, oder indirekt iiber
Metabolite (74). Eine Dysbiose im Darmmikrobiom wird mit verschiedenen
»Zivilisationskrankheiten* sowie Autoimmunerkrankungen assoziiert, darunter auch die
Multiple Sklerose. Das Mikrobiom ist essenziell fiir die Balance zwischen Effektor-T-
Zellen und regulatorischen T-Zellen, die Voraussetzung fiir ein intaktes Immunsystem ist
(73).

Mause, die unter sterilen Bedingungen gehalten wurden, verfiigen iiber ein veridndertes
Immunsystem. Die Differenzierung von Immunzellen hin zu proinflammatorischen
TH17- und TH1-CD4-Zellen ist reduziert, wohingegen eine verstirkte Differenzierung
zu regulatorischen T-Zellen zu verzeichnen ist (72). Uber eine Modulierung des
Mikrobioms sowie direkte Interaktionen mit Immunzellen fiihren Antibiotika oder
Nahrungskomponenten zur pro- oder antiinflammatorischen Differenzierung naiver CD4
+ T-Zellen. SchlieBlich kommt es zur Migration der differenzierten Zellen vom Darm in
das ZNS (76). Wihrend eine erhohte Zufuhr von Salz (106, 107) oder gesittigten
Fettsduren (70) (,,Western diet ) und Weizen-Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs) (103,
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104) die Differenzierung zu TH17-Zellen begiinstigt und iiber IL-17 und IFN-y zu einem
aggravierten Verlauf der EAE fiihren (68), hat die Zufuhr von Vitaminen, mehrfach
ungesittigten Fettsduren, etwa die zweifach ungesittigte Linolsdure, (105), oder
Ballaststoffen iiber antiinflammatorische Zytokine wie IL.-10 und IL-13 einen mildernden
Effekt auf die ZNS-Autoimmunitét.

Speziell fiir Fettsduren als natiirlicher Bestandteil unserer Erndhrung oder Metabolite von
Darmkeimen gibt es Hinweise auf entziindungsmodulierende Eigenschaften. Wéhrend
langkettige Fettsduren naive T-Zellen im Diinndarm zur Differenzierung zu THI1- und
TH-17-Zellen anregen und zu einer Verschlimmerung der EAE fiihrte, zeigt die
Erkrankung unter Behandlung mit kurzkettige Fettsduren einen milderen Verlauf iiber
Differenzierung und Proliferation von CD4 + CD25 + Foxp3 Treg (71). Je nach Position
der Doppelbindung von ungesittigte Fettsduren wirken sie pro- oder antiinflammatorisch:
w-3-Fettsduren, etwa aus Fischol, hat eine entziindungshemmende Wirkung, wohingegen
w-6-Fettdauren aus Fleisch eine entziindungsfordernde Wirkung zeigt (78).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer oral zugefiihrten, strukturell
veranderten w-3-Fettsdure, SEFA-6207, auf den Verlauf der EAE als Modell der
humanen MS untersucht. Zwar zeigte sich nur geringe Unterschiede in Bezug auf
Krankheitsbeginn, -aktivitdt und histologische Korrelate, allerdings konnten hinsichtlich
der Genexpression verschiedene interessante Beobachtungen gemacht werden.

So kam es durch die Zufuhr der SEFA im Ileum dosisabhiingig zu einer Verringerung
(IFN-vy, TNF-a), wie auch eine Erhohung (IL-6, iNOS) proinflammatorischer Zytokine.
Dies konnte darauf hindeuten, dass myeloide Zellen (Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen) aktiviert, lymphozytire Zellen hingegen in einer vorteilhaften,
antiinflammatorischen Weise gehemmt werden.

Bei den untersuchten antiinflammatorischen Zytokinen (IL-10, TGF-B1) und bei dem
myeloiden Zellmarker CD11b kam es hingegen zu einer Verringerung im Ileum der
Therapiegruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Um genauer zu untersuchen, ob es
zur Unterdriickung antiinflammatorischer Signale von polymorphkernigen Leukozyten
(Neutrophile), ggf. auch Eosinophilen, Basophilen und Monozyten-Makrophagen
kommit, sollten weitere Analysen z.B. fiir CD68, Yml, Arg 1 und CD206 als Marker fiir
M2-polarisierte (antiinflammatorische) Makrophagen ergénzt werden.

Auch im Kolon zeigte sich ein gemischtes Bild hinsichtlich proinflammatorischer (IL-6,

iNOS) und antiinflammatorischer (IL-10, IFN-y) Zytokine. Dies kann Ausdruck dessen
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sein, dass SEFA primér im Diinndarm resorbiert werden und nur zu einem kleinen Anteil
im Kolon.

So wurde zumindest eine Aktivitit der SEFA auf zelluldrer Ebene verzeichnet, wenn auch
ein klinischer Effekt in gewdhlter Dosis ausblieb. Weitere immunologische
Untersuchungen, beispielsweise iiber eine Durchflusszytometrie (FACS-Analyse),
erginzende immunhistochemische Féarbungen und weitere qPCR-Untersuchungen,
sollten in kiinftigen Projekten den immunologischen Aspekt weiter charakterisieren.
Weiter sollten Analysen des Darmmikrobioms angeschlossen werden, um einen
Unterschied in der Zusammensetzung bei behandelten und unbehandelten Tieren zu

zeigen. Dies wiirde weiter zum Verstindnis der Darm-Hirn-Achse beitragen.

Gut vertrdgliche, orale modifizierte Fettsduren, wie sie NorthSea Therapeutics schon
erfolgreich fiir verschiedene leberassoziierte Erkrankungen entwickelt hat, stellen eine
attraktive Erginzung zu den herkommlichen MS-Therapien dar. Nahrungskomponenten,
besonders strukturell modifizierte und optimierte Fettsduren, sollten deshalb weiterhin
auf ihre Wirksamkeit in EAE-Modellen untersucht werden.

Die weitere Erforschung der gut-brain-axis wird in Zukunft mehr Klarheit in Bezug auf
Atiologie und Pathomechanismus der Multiplen Sklerose liefern. Wiinschenswert wiire
die Entwicklung von neuen, gut vertrdglichen Therapeutika iiber eine Modulation des

Darmmikrobioms, oder sogar zur Primérprivention der Erkrankung.
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Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, die sich
gegen Myelinscheiden des Zentralen Nervensystems richtet und zu vielfiltigen
progredienten neurologischen Ausfillen fiihrt. Histopathologisch zeichnet sie sich durch
entziindliche, demyelinisierende Herde mit axonalem Schaden im ZNS aus. Die MS ist
die héufigste Ursache fiir eine Gehbehinderung im jungen Erwachsenenalter und
gegenwirtig nicht heilbar.

Die Atiologie der Erkrankung ist nicht bekannt, es gibt jedoch dringende Hinweise
darauf, dass Umweltfaktoren eine Rolle in der Entstehung der Erkrankung spielen.
Besonders die Ernidhrung riickt immer weiter in den Fokus wissenschaftlicher Forschung.
Die gut-brain-axis als bidirektionale Verbindung zwischen dem Darm(-mikrobiom) und
dem Gehirn ist ein erst kiirzlich aufgekommenes neues Paradigma in der MS Forschung.
Gezielte diidtetische Modifikationen oder auch primir auf das Darm-Immunsystem
wirkende Pharmaka konnten eine attraktive Ergédnzung oder sogar Alternative zu den

aktuellen Therapiesédulen bei der Behandlung der MS darstellen.

Tiermodell und Methoden

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde der Einfluss einer sogenannten structurally
engineered fatty acid (SEFA) der Firma Northsea Therapeutics, ein nicht oxidativ
abbaubares und nicht in zellulire Membranen inkorporiertes Analogon einer Omega-3
Fettsdure mit giinstigen Signaling-Eigenschaften auf Immunzellen, in einem Tiermodell
der MS (EAE) auf den Krankheitsverlauf untersucht. Ferner wurde das Riickenmark auf
den  Demyelinisierungsgrad  untersucht, = Immunzell-Subtypen  im  Ileum
immunhistochemisch quantifiziert und die Genexpressionsanalysen relevanter Zytokine

im Ileum und Kolon quantifiziert.

Ergebnisse

Es konnte das Mausmodell der EAE mit exzellenter Reproduzierbarkeit etabliert werden.
Im Hinblick auf den Beginn und Krankheitsverlauf konnten in den beiden
Versuchsgruppen, die per Schlundsonde SEFA-6207 in unterschiedlicher Dosis
zusitzlich zur Basisnahrung erhielten, keine signifikanten Effekte im Vergleich zur

Kontrollgruppe gezeigt werden. Ebenso zeigte sich keine statistisch signifikante
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Differenz hinsichtlich des Gewichtsverlusts. Wenngleich eine klinische evidente
Wirksamkeit fehlte, so zeigte sich die getestete SEFA im préklinischen Mausmodell
jedoch sicher und vertrédglich. In den angefertigten Gewebeschnitten des Riickenmarks
konnten in verschiedenen neuropathologischen Firbungen entziindliche und
demyelinisierende Infiltrate, die mit einer Nervenfaserschiadigung einhergehen, gezeigt
werden. Auch hier fanden sich nur geringfiigige Unterschiede zwischen der Niedrigdosis-
der Hochdosis- und der Kontrollgruppe.

Bei der Betrachtung von immunhistochemische Firbungen fiir die gesamten
Immunzellen (CD45+) und T-Lymphozyten (CD3+) im Ileum zeigte sich keine
signifikante Differenz hinsichtlich der mucosalen Infiltration von Immunzellen.
Genexpressionsanalysen bestitigten jedoch eine dosisabhédngige Verdnderung der
Expression sowohl pro-, wie auch antiinflammatorischer Zytokine im Ileum. Auch im
Kolon konnte ein Einfluss von SEFA-6207 auf die Genexpression pro- sowie

antiinflammatorischer Zytokine gezeigt werden.

Schlussfolgerung

Diese Untersuchungen geben erste Hinweise auf die Funktionsweise der getesteten SEFA
und deren Wirkebene. Festgestellte Unterschiede in der Genexpression im Darm auf
zelluldrer Ebene scheinen ohne klinische Relevanz im EAE-Modell der MS. Die
Veridnderung der Genexpression hatte weder begiinstigende noch benachteilige Effekte
auf den Erkrankungsverlauf, das Korpergewicht oder histologische Korrelate der
Versuchstiere. Weitere Studien und eventuelle Modifikationen der SEFA fiir die MS
miissen durchgefiihrt werden, um einen entscheidenden FEinfluss auszuiiben. Eine
vertriagliche und hocheffektive SEFA wie Icosabutat (SEFA-1022), welches NorthSea
bereits fiir die Therapie der nicht-alkoholischen Steatohepatitis, einer verbreiteten
entzilindlichen und fibrosierenden Lebererkrankung, erfolgreich klinisch entwickelt hat,
oder SEFA-1024, welche im Mausmodell der chronisch entziindlichen Darmerkrankung
hochwirksam die Darmentziindung hemmt (Promotion , TIM) zeigen, dass je
nach struktureller Modifikation und ggf. intestinaler Resorption auch SEFA zur Therapie

der ZNS-Entziindung bei MS moglich sein sollte.
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Summary

Background and aims

Multiple sclerosis is an autoimmune disease targeting myelin sheaths of the central
nervous system, leading to a variety of progressive neurological deficits.
Histopathologically, it is characterized by inflammatory, demyelinating foci with axonal
damage in the CNS. MS is the most common cause of walking disability in young
adulthood and to date is incurable.

The etiology of the disease is unknown, but there is strong evidence that environmental
factors play a role in the development of the MS. Nutrition, in particular, is an ever-
increasing focus of scientific MS research. The gut-brain axis as a bidirectional link
between the gut (nutrition and microbiome) and the brain is a recently emerging novel
paradigm in MS research. Specific dietary modifications or even pharmaceuticals acting
primarily on the gut immune system could be an attractive addition or even alternative to

current therapeutic pillars in the treatment of MS.

Animal model and methods

In the thesis presented here, the influence of a so-called structurally engineered fatty acid
(SEFA) developed by NorthSea Therapeutics, a non-oxidatively degradable analogue of
a medium chain omega-3 fatty acid with favorable signaling properties on immune cells
that is not incorporated into cellular membranes, on the progression of the disease was
investigated in an animal model of MS (EAE). Furthermore, the spinal cord was examined
for the degree of demyelination, immune cell subtypes in the ileum were quantified by
immunohistochemistry, and gene expression analyses of relevant cytokines in the ileum

and colon were analyzed.

Results

The mouse model of MS (EAE) was established with an excellent reproducibility. With
regard to the onset and course of the disease, no significant effects were shown in the two
experimental groups receiving SEFA-6207 by oral gavage at different doses compared to
the control group receiving placebo. However, although clinical evidence of efficacy was
lacking, the SEFA tested was proved to be safe and tolerable in the preclinical mouse
model. In the harvested tissue sections of the spinal cord, inflammatory and

demyelinating infiltrates associated with nerve fiber damage were demonstrated in

75



ZUSAMMENFASSUNG

various neuropathological stains. Again, only minor differences were found between the
low-dose, high-dose, and control groups, except for the lumbar spinal cord where SEFA-
6207 significantly ameliorated demyelinisation.

When immunohistochemical staining for total immune cells (CD45+) and T lymphocytes
(CD3+) was performed, no significant difference was apparent with respect to mucosal
infiltration of immune cells.

Nevertheless, gene expression analyses confirmed a dose-dependent modification of the
expression of both pro-, and anti-inflammatory cytokines in the ileum, with an indication
that, in contrast to myeloid cells, lymphocytes might have been modulated in a beneficial,
anti-inflammatory way. An influence of SEFA-6207 on gene expression of pro- as well

as anti-inflammatory cytokins could also be shown in the colon.

Conclusion

These studies provide first indications of the mechanism of function of the tested SEFA
and its mode of action. Detected differences in intestinal gene expression at the cellular
level appear to be without clinical effect in the EAE model of MS. Alteration of gene
expression had neither beneficial nor adverse effects on disease progression (except for
the lumbar spine), body weight, or histological correlates in the experimental animals.
Further studies and possible use of other SEFAs for MS should be performed. A tolerable
and highly effective SEFA such as icosabutate (SEFA-1022), which NorthSea has already
successfully established clinically for the treatment of non-alcoholic steatohepatitis, a
common inflammatory and fibrosing liver disease, or SEFA-1024, which is highly
effective in inhibiting intestinal inflammation in a mouse model of inflammatory bowel
disease (PhD , TIM) show that depending on structural modification and
possibly intestinal absorption, SEFAs may become a novel therapy for CNS inflammation

in MS.
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