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1 Einleitung

1.1 Klinik und Diagnose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems
(ZNS). Sie ist in Europa die haufigste Autoimmunerkrankung des ZNS [1]. Histopathologisch ist die
Erkrankung durch entziindliche, demyelinisierende Lasionen mit Untergang von Myelin, Myelin-
bildenden Zellen und Axonen gekennzeichnet. Diese Lasionen kdnnen sowohl in der weilien, als
auch in der grauen Substanz auftreten. Pradilektionsstellen sind das Corpus callosum (CC),
infratentoriale, juxtakortikale und periventrikuldare Regionen [2, 3]. Je nach betroffener Hirnregion
unterscheiden sich die Symptome der MS. Das bedingt ein sehr heterogenes Erscheinungsbild. Zu
der klinischen Prasentation kdnnen Paradsthesien und motorische Stérungen zahlen [4].

Bei 85 % der Patienten mit einer MS Erkrankung tritt vor endgultiger Diagnosestellung ein klinisch
isoliertes Syndrom (englisch (eng.): clinically isolated syndrome, CIS) auf. Das CIS zeichnet sich
durch erste neurologische Ausfallerscheinungen aus. Diese werden durch die oben beschriebenen
Lasionen verursacht [5]. Zu haufigen Erstsymptomen der MS zdhlen Sehstdérungen, durch
Entziindung des Sehnerven (Optikusneuritis), Paresen und Sensibilitatsstorungen [4]. Die
international standardisierten Richtlinien,
die McDonald Kriterien [6], zdhlen das CIS
noch nicht zum Krankheitsbild der MS.
Nach den aktualisierten McDonald

Kriterien mussen sich namlich zeitlich und

Zunahme der Behinderun,

ortlich disseminierte Lasionen nachweisen

lassen, um die Diagnose MS stellen zu

.’E SPMES kdnnen [7]. Das beinhaltet Lisionen in T2-
% gewichteter Magnetresonanztomographie
E (MRT) oder oligoklonale Banden im
5 .

s Liquor.
. Die MS wird nach dem Krankheitsverlauf
z PEMS . . ;
E in  verschiedene Formen unterteilt
§ (Abbildung 1). Die schubférmige MS (engl.
;E relapsing remitting MS, RRMS) betrifft
(3
" e 80% der MS-Patienten bei der

Erstdiagnose der Erkrankung. Die RRMS ist

Abbildung 1 MS-Verlaufsformen

Schematische Darstellung der Verlaufsformen der MS
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durch schubformig auftretende Symptome mit einer vollstiandigen oder nahezu vollstandigen
Remission charakterisiert. Die Symptome gehen von entziindlichen Lasionen aus. Ein Schub ist
definiert als Uber eine Dauer von mindestens 24 Stunden auftretende neue neurologische
Symptome oder eine Verschlechterung bekannter Ausfdlle [8]. 30-40 % der RRMS-Patienten
entwickeln nach 15 Jahren eine sekundar progrediente MS (engl. secondary progressive MS,
SPMS) [9, 10]. Nach 20 Jahren haben bis zu 90 % der RRMS-Patienten eine SPMS entwickelt [11].
Dieser Ubergang wird in der Retrospektive klinisch diagnostiziert.

Der Verlauf der SPMS ist durch die stetige Zunahme von Symptomen gekennzeichnet. Schiibe
kénnen dem progredienten Verlauf aufgesetzt sein, es kommt jedoch zu keiner vollstandigen
Remission der Symptome. Die entziindlichen Prozesse sind in der SPMS weniger stark ausgepragt
und diffuser als in der RRMS. Histopathologisch steht die Neurodegeneration im Vordergrund [12].
Globale Gehirnatrophie, ausgepragte kortikale Demyelinisierungsherde [13] und ein kumulativer
Axonverlust [14] sind fir die SPMS kennzeichnend.

Ein von Beginn an progredienter remissionsloser Krankheitsverlauf ist charakteristisch flr die
primar progrediente MS (engl. primary progressive MS, PPMS). Von dieser Form sind
schatzungsweise 15 % der MS-Patienten betroffen. Vergleichbar mit der SPMS kommt es auch hier

zu einer stetigen Progression des neurologischen Funktionsverlustes.

1.2  Atiologie der Muliplen Sklerose

Die genaue Atiologie der MS ist unklar. Eine Kombination aus diversen genetischen Faktoren und
Umwelteinflissen wird vermutet. Als Beispiel ware hier eine mdgliche genetische Pradisposition
zu nennen.

Es gibt zehn Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) fir
humane Leukozytenantigen (HLA)-Allele, die signifikant mit der MS assoziiert sind [15]. Darunter
ist das HLA-DR2-Allel (DRB1*1501-DQB1*0602) [16]. Es wurde festgestellt, dass bei einer Vielzahl
von MS-Patienten das HLA-DR2-Allel auf Chromosom 6 exprimiert ist [17]. Dieser HLA-Haplotyp
konnte jedoch nicht mit klinischen Symptomen, Krankheitsdauer und dem Grad des
neurologischen Funktionsverlustes in Verbindung gebracht werden [18, 19]. Eine Assoziation zum
HLA-Haplotypen konnte auch bei anderen Autoimmunerkrankungen festgestellt werden. Dazu
zahlen unter anderem (u.a.) die Sklerodermie mit DR3, DR5 und DR52 [20] und die Myasthenia
gravis mit DR3 und DR7 [21]. Die Bestimmung von HLA-Haplotypen kdnnte zukinftig fur die

Diagnostik relevant sein [22].



11

Zu den moglichen Umweltfaktoren, die als Einfluss auf die MS diskutiert werden, gehort die
Exposition gegeniiber Sonneneinstrahlung und der Vitamin D-Spiegel [23, 24]. Dies beruht darauf,
dass die Privalenz der MS mit gréRerer Entfernung zum Aquator steigt [25, 26]. Zudem konnte ein
Breitengradgradient besonders bei ethnisch homogener Bevélkerung beobachtet werden.
Migrationsstudien zeigten, dass Kinder und Jugendliche, die vor ihrem flinfzehnten Lebensjahr von
einer Region mit hohem Erkrankungsrisiko in eine Region mit geringerem Erkrankungsrisiko zogen,
im Durchschnitt seltener an MS erkrankten [27].

Die Exposition gegentliber verschiedenen Erregern wird ebenfalls als potentieller Risikofaktor der
MS angenommen. So wird beispielsweise (bspw.) eine vorangegangene Infektion mit dem
Eppstein-Barr-Virus (EBV) als moglicher Einflussfaktor diskutiert. In einer Studie von Abrahamyan
et al. aus 2020 zeigten 100 % der 901 untersuchten MS- beziehungsweise (bzw.) CIS-Patienten
eine EBV-Seropositivitdt [28]. Als seropositiv galt ein Patient, wenn er flir mindestens einen der
EBV-Marker positiv getestet wurde. Zu den EBV-Markern, welche die unterschiedlichen Phasen
der Infektion anzeigen, zahlten das Eppstein-Barr-nukledre-Antigen-1 Immunglobulin G (1gG), EBV-
Viruskapsid-Antigen IgG und Immunglobulin M (IgM). Dem gegeniiber steht allerdings die hohe
Durchseuchungsrate der Allgemeinbevolkerung mit EBV von schatzungsweise 95 % [29]. Das
relative Risiko nach einer EBV-Infektion im Laufe des Lebens an MS zu erkranken betragt 2,17 [30].
Als weiterer moglicher Einflussfaktor wird das MS-assoziierte Retrovirus (MSRV) diskutiert. Es
besitzt ein Hillprotein (engl. envelope protein, MSRV-Env), welches agonistisch am Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4) wirkt. Dies flihrt zu einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus
Mikrogliazellen, welche eine verminderte Differenzierung von Oligodendrozyten und eine
gesteigerte T-Zell-Diapedese durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ins ZNS bewirken [31]. Es wird
vermutet, dass eine EBV-Infektion ruhende MSRV aktiviert [32, 33]. Perron et al. 1998
postulierten, dass das MSRV Signalkaskaden initiiert und verstarkt, die zu einer MS fiihren
kénnten [34].

AuBerdem konnte das Rauchen von Zigaretten in mehreren Studien mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko assoziiert werden. Das Verhaltnis der MS-Erkrankten von Rauchern im Vergleich

zu Nicht-Rauchern betrug 1,5 [35, 36].
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Abbildung 2 Hypothesen zur MS Pathogenese

1.3 Pathologie und Pathogenese der Multiplen Sklerose

Neuropathologisch kommt es bei der MS durch Degeneration von Oligodendrozyten zu fokalen,
demyelinisierenden Lasionen [37]. Aufgrund des Untergangs der Myelin-bildenden
Oligodendrozyten und dem damit einhergehenden Myelinverlust, kommt es im Verlauf zu einer
gestorten axonalen Integritdat. Dies fiuhrt folgend zu einer axonalen Dysfunktion bis hin zu
axonalen Schadigungen. Dementsprechend treten neurologische Ausfallerscheinungen auf.
Reaktive Astro- und Mikrogliazellen sezernieren Zytokine und andere Entziindungsmediatoren,
welche inflammatorische Prozesse im ZNS initiieren und aufrechterhalten. Neben der
Demyelinisierung kénnen auch entziindungsinduzierte Odeme in Gehirn und Riickenmark zu einer
Kompression und dadurch zu einem Funktionsausfall der Axone fiihren. In den Lasionen kommt es
des Weiteren zur Einwanderung peripherer Immunzellen. In neu entstandene Lasionen finden sich
vor allem Makrophagen, Transmembranfaktor 4*- (eng. Cluster of Differentiation, CD4) und
Transmembranfaktor 8*- (eng. Cluster of Differentiation, CD8) T-Zellen sowie wenige B- und
Plasmazellen [38]. Langer bestehende Lasionen hingegen zeigen vordergriindig Demyelinisierung,
Fasergliose, Axonverlust und relative Zellarmut. Mit wenig reifen Oligodendrozyten oder
funktionellen Oligodendrozytenvorlauferzellen bilden sie das Korrelat der klinischen Progression
[3, 39]. Sie sind durch einen hyperzellularen Randsaum aus Mikroglia, Makrophagen, aktivierten
Astrozyten und T-Zellen sowie Axonverlust gekennzeichnet. Die genauen neuropathologischen
Prozesse der SPMS werden bis zum aktuellen Zeitpunkt kontrovers diskutiert. Bisher ist bekannt,
dass eine Zytodegeneration der Oligodendrozyten, statt immunvermittelter Entzlindungsprozesse,

einen wesentlichen Teil der Histopathologie ausmacht [40].

Zur Pathogenese der MS wurden zwei
Hypothesen postuliert. Die sogenannte
(sog.) ,,Outside-In“-Hypothese betrachtet
die MS als primar autoimmune,

entzlindliche  Erkrankung. Periphere

naive Immunzellen werden Zu

NS —_— Peripherie ) o
autoreaktiven Immunzellen aktiviert und

migrieren ins ZNS. Dort sezernieren sie

Darstellung der ,,Outside-In“-Hypothese: aus der Peripherie (dunkelgrau) in autoreaktive Antikbrper- Die
das ZNS (hellgrau), sowie der , Inside-Out“-Hypothese: vom ZNS ausgehend in
die Peripherie, die BHS ist als geteilte Linie dargestellt
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autoreaktiven Immunzellen verursachen so eine fokale Inflammation und fiihren sekundar zur
Zytodegeneration [41]. Dem steht die ,Inside-Out“-Hypothese gegeniber, die postuliert, dass
primar zytodegenerative Prozesse im ZNS ablaufen, welche erst sekundar zur Einwanderung von
peripheren Immunzellen in das ZNS fiihren. Dort verursachen diese dann ebenfalls eine fokale
Inflammation, welche zur Entstehung entziindlicher, demyelinisierender Lasionen fihrt [42—-45].

Eine schematische Darstellung der beiden Hypothesen kann Abbildung 2 entnommen werden.

1.4 Therapie und Behandlungsrestriktionen

Die MS kann bis heute nicht kurativ behandelt werden. Eine effiziente Therapie richtet sich nach
der Form der MS, dem individuellen Krankheitsverlauf und den Symptomen. Die Therapie der MS
kann allgemein in drei Behandlungsansatze unterteilt werden: die Therapie einzelner Symptome,
die Therapie des akuten Schubs sowie die verlaufsmodifizierende Langzeittherapie. Alle drei
Ansatze werden individuell an die Klinik des Patienten angepasst und in Kombination angewendet.
Ein Therapieschema zur Behandlung der MS kann Abbildung 3 am Ende des Abschnitts 1.4.3
entnommen werden. Fir ein besseres Verstandnis wurden die Behandlungsansatze im genannten

Therapieschema den MS-Formen zugeordnet.

1.4.1 Therapie der Symptome

Bei der symptomatischen Behandlung stehen die Verbesserung der Lebensqualitit und die
Vermeidung von Komplikationen im Vordergrund. Einige der Medikamente werden auRerhalb des
Indikationsgebietes oder der Personengruppe angewendet, fir die sie laut der
Arzneimittelbehorde zugelassen sind (engl. , Off-Label-Use”). Das bedeutet, dass Medikamente
gegen Symptome der MS wirksam sein konnen, aber nicht explizit fir MS oder MS-Formen
zugelassen sind. Als Beispiel ist hier der Einsatz des Antispastikums Baclofen oder des

Cannabinoids Sativex bei Spastiken zu nennen [46, 47].

1.4.2 Therapie im akuten Schub

Therapie der Wahl beim akuten Schub ist eine Methylprednisolon-StolRtherapie [48, 49]. Nach
vorherigem Ausschluss eines Infektes wird es hochdosiert (iber 3-5 Tage intravends verabreicht.
Methylprednisolon ist ein  Glukokortikosteroid und  wirkt entzindungshemmend,
immunsuppressiv und antiodematds. Zu den Kontraindikationen der Glukokortikoidgabe zdhlen

u.a. ein aktives Infektgeschehen, Schwangerschaft oder die Osteoporose. Ist die
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Glukokortikosteroid-StoBherapie kontraindiziert oder auch nach Eskalation nicht suffizient, kann
eine Plasmapherese durchgefiihrt werden. Zellulare und flissige Blutbestandteile werden dabei
extrakorporal getrennt. Antikérperhaltiges Plasma, welches auch Autoantikérper enthalt, wird
anschlielend verworfen und durch Humanalbumin ersetzt. Bei 40 % der Patienten, welche eine
Plasmapherese erhielten, konnte eine Verbesserung der Schubsymptomatik erreicht werden [9].
Alternativ zur Plasmapherese kann das Verfahren der Immunadsorption angewandt werden. Der
Patient erhalt dabei sein, im Immunadsorber von Antikérpern gereinigtes, Plasma und die zuvor
getrennten zelluldaren Blutbestandteile zuriick. Es wird auf die Zugabe von Humanalbumin

verzichtet, was zu einer geringeren Nebenwirkungsrate fihrt [50].

1.4.3 Verlaufsmodifizierende Therapie

Die verlaufsmodifizierende Therapie hat das Ziel, die Schubrate der RRMS zu reduzieren bzw. das
Voranschreiten der progressiven MS zu verlangsamen. Dabei werden unterschiedliche
Arzneimittelgruppen eingesetzt. Die Mdglichkeiten der RRMS-Behandlung sind dabei reichlich.
Einige der fir die RRMS zugelassenen Medikamente werden aufgrund eingeschrankter
Alternativen auch fiir die SPMS und PPMS eingesetzt. Wenige Medikamente, wie Ocrelizumab und
Siponimod (1.6), sind auch fir die SPMS oder PPMS zugelassen. Eine zusammenfassende
Ubersicht aller folgend aufgefiihrten Medikamente kann Tabelle 1 entnommen werden.

Eines der ersten Medikamente, welches zur verlaufsmodifizierenden Therapie eingesetzt wurde,
ist Betainterferon (IFNB). IFNB oder Typ-l-Interferone sind Zytokine des angeborenen
Immunsystems. Aufgrund ihrer immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Wirkung
werden sie zur Behandlung der RRMS, SPMS sowie des CIS eingesetzt [51, 52]. IFNB-1a
unterscheidet sich von IFNB-1b insofern, dass es glykosyliert vorliegt. Beide werden per Injektion
verabreicht [53].

Bei Glatirameracetat handelt es sich um ein synthetisches Polymerisat, welches aus den gleichen
Aminosauren wie das Myelin basische Protein (MBP) im gleichen Verhaltnis zusammengesetzt ist:
L-Glutamin, L-Lysin, L-Alanin, L-Tyrosin (4,2:1,4:3,4:1). Es dient der Schubratenreduktion bei der
RRMS und der Behandlung des CIS [54]. Glatirameracetat zeigt keinen signifikanten
Wirksamkeitsunterschied zu IFNB [55]. Subkutan verabreicht bewirkt es eine Verschiebung der T-
Helferzellpopulation hin zu protektiven Tny2-Zellen. Der genaue Mechanismus, lUber den dieser
Effekt erzielt wird, ist noch nicht abschliefend geklart. Es wird diskutiert, dass Glatirameracetat an
Antigen-prasentierende Zellen bindet und damit die Verschiebung bewirkt. Glatirameracetat-

reaktive Ty2-Zellen werden durch Kreuzreaktion mit MBP reaktiviert und sezernieren dadurch
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antientzindliche Zytokine wie Interleukin (IL) 4, 6 und 10. Glatirameracetat-stimulierte T-Zellen
sezernieren auBerdem den Wachstumsfaktor BDNF (engl. brain-derived neurotophic factor),
welcher neuroprotektiv wirkt [56]. Zu den Nebenwirkungen zahlen Reaktionen an der
Injektionsstelle sowie Brustschmerz, Palpitationen und Dyspnoe [57].

Monoklonale Antikérper werden ebenfalls zur Behandlung der MS eingesetzt. Natalizumab ist ein
monoklonaler Antikorper, der sich gegen die alpha4-Untereinheit des sehr spaten Antigen 4 (engl.
very late antigen-4, VLA-4) richtet. VLA-4 ist iberwiegend auf T-Zellen und Monozyten exprimiert.
Da es fur die Zelladhdsion von Bedeutung ist, ist es indirekt an der Transmigration von
Lymphozyten durch die BHS beteiligt. Der Einsatz von Natalizumab verhindert somit die Migration
von T-Zellen in das ZNS und ist bei der schubférmigen MS wirksam [58, 59]. Das Risiko einer
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) durch das Polyomavirus JC Virus ist unter
Natalizumab-Therapie erhoht. Die progressive multifokale Leukenzephalopathie kann mit
Lasionen in der weillen Substanz einhergehen [60].

Alemtuzumab ist ein  monoklonaler Antikérper gegen das  Oberflaichenmolekiil
Transmembranfaktor 52 (eng. Cluster of Differentiation, CD52). CD52 ist auf fast allen reifen
Lymphozyten exprimiert [61]. Durch den Einsatz von Alemtuzumab wird eine
komplementvermittelte Lyse der Lymphozyten herbeigefiihrt. Dieser monoklonale Antikorper
wird ebenfalls bei der RRMS eingesetzt. Als Nebenwirkungen koénnen insbesondere
Autoimmunerkrankungen der Schilddriise auftreten [62].

Als chimarer monoklonaler Antikérper richtet sich Rituximab gegen den Transmembranfaktor 20
(eng. Cluster of Differentiation, CD20), welcher auf B-Zellen, jedoch nicht auf Plasmazellen
exprimiert ist. Rituximab ist bei Versagen anderer immunmodulierender Therapien als Off-Label-
Medikament bei der PPMS zugelassen [63]. Wegen des hohen Risikos allergischer Reaktionen und
der Entwicklung antichimarer Antikérper durch Rituximab, wurde ein humanisierter Antikdrper
gegen CD20 entwickelt: Ocrelizumab. Ocrelizumab zeigte liberwiegend Infusionsreaktionen als
Nebenwirkung bei reduzierter Schubrate und reduziertem Progressionsrisiko des neurologischen
Funktionsverlustes. Zu Infusionsreaktionen gehoéren u.a. Fieber, Schiittelfrost und Hypotonie [64].
Ocrelizumab wird bei RRMS, SPMS und PPMS eingesetzt [65—67]. Bei frihem Therapiebeginn und
persistierender Therapie mit Ocrelizumab konnte bei PPMS-Patienten ein Vorteil im Vergleich zu
anderen Therapieoptionen beziglich der Krankheitsprogression erreicht werden [68].

Ein weiterer Immunmodulator, der fiir die Therapie der RRMS sowie des CIS eingesetzt wird, ist
Teriflunomid. Es handelt sich um den aktiven Metaboliten von Leflunomid, welcher die DNS-

Replikation beim Zellzyklus inhibiert und somit schnelle Zellteilungen verhindert. Teriflunomid ist
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bei sich schnell-teilenden Zellen, wie zum Beispiel T-Zellen, wirksam. Das bedingt eine hohe
Nebenwirkungsrate, unter anderem Transaminasenerhéhungen, Erbrechen und Haarausfall [69].
Teriflunomid schiitzt vor progredienten inflammatorischen Prozessen im ZNS durch eine
Verminderung von T-Lymphozyten und die dadurch verringerte Menge durch T-Lymphozyten
sezernierter Mediatoren. In der Studie ,Study of Teriflunomide in Reducing the Frequency of
Relapses and Accumulation of Disability in Patients With Multiple Sclerosis (TEMSO)“ konnte
gezeigt werden, dass die jahrliche Schubrate unter Teriflunomidbehandlung um 31 % verringert
werden konnte. Eine dauerhafte Verlangsamung der Progression um 30 % wurde zusatzlich
erreicht [70].

Dimethylfumarat, ein Derivat der Fumarsaure, induziert die Expression von Ty2-Zytokinen wie L4
und IL5 und inhibiert die Produktion proinflammatorischer Molekiile wie IL12, Interferon gamma
(IFNy) und Chemokinrezeptoren [71]. Der Wirkmechanismus ist noch nicht vollstandig geklart. In
einer Placebo-kontrollierten Phase 3 Studie mit Dimethylfumarat oder Glatirameracetat bei MS
(COMFIRM-Studie) konnte jedoch eine signifikante Schubreduktion bei RRMS Patienten im
Vergleich zum Placebo erreicht werden [72]. Es wird aktuell zur Behandlung der RRMS eingesetzt.
Zytostatika werden ebenfalls zur Behandlung der MS eingesetzt. Mitoxantron ist ein
interkalierendes Zytostatikum. Es wirkt immunsuppressiv und reduziert die Entwicklung
autoreaktiver T-Zellen [73]. AuBerdem wird die Produktion von Autoantikérpern in B-Zellen von
Mitoxantron unterdriickt. In der europdischen Studie ,Mitoxantron bei Multipler Sklerose
(MIMS)“ wurde Mitoxantron bei PPMS und SPMS getestet und konnte eine signifikante Wirkung
bei den Parametern Krankheitsprogression, Schubrate und im MRT sichtbare Lasionen vorweisen
[74, 75]. Mitoxantron wird trotz der Wirksamkeit bei aggressiven MS-Formen als Mittel zweiter
Wahl eingesetzt [76, 77]. Es weist gastrointestinale Nebenwirkungen, Kardiotoxizitat,
Teratogenitat sowie ein erhohtes Malignomrisiko auf. Aufgrund der kardiotoxischen Wirkung von
Mitoxantron darf eine kumulative Gesamtdosis nicht liberschritten werden. Daher wird es nur
noch zuriickhaltend eingesetzt. Ein anderes Zytostatikum, welches fiir die RRMS und SPMS
eingesetzt wird, ist Cladribin [78]. Als Purinnukleosidanalogon wird es in die DNS eingebaut und
fihrt zur Apoptose der Zelle. Es ist selektiv in Lymphozyten wirksam. Wahrend Mitoxantron alle
ein bis drei Monate intravends appliziert wird, wird Cladribin lediglich fir zwei Wochen pro Jahr in
Tablettenform verabreicht [79, 80].

Die Modulation von Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren (S1PR) bietet eine weitere

Therapieoption. Sie wird als vielversprechende Option fiir die SPMS diskutiert. Als Schwerpunkt
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dieser Arbeit werden die Grundlagen der S1PR-Modulation im Folgenden unter 1.6 erldutert und
dazugehorige Medikamente anschliefend aufgefiihrt.

In den Abschnitten 1.4.2 und 1.4.3 wurde ein breites Spektrum an Therapiemoglichkeiten fiir die
RRMS erortert. Es ist jedoch bisher kein vergleichbares Therapieangebot fiir die progressive MS
verfligbar. Zumeist wird die progressive MS mit Therapieoptionen der RRMS behandelt und nur
durch wenige SPMS-spezifische Medikamente ergdnzt. Fir die RRMS zugelassene Medikamente
haben haufig eine antiinflammatorische Wirkung. Im Fokus der progressiven MS steht jedoch die
Neurodegeneration [81]. Das fiihrt zu einer unzureichenden Behandlung der Patienten mit einer
progressiven MS und lasst die Nachfrage nach spezifischen SPMS- und PPMS-Medikamenten

offen.

Tabelle 1 MS-Medikamente nach Medikamentenklasse

Zytostatika Zytokine Monoklonale Andere
Antikorper Immunmodulatoren
e Mitoxantron e IFNPB e Natalizumab e Glatirameracetat
e Cladribin e Alemtuzumab e Dimethylfumarat
e Rituximab e Teriflunomid
e Ocrelizumab
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Abbildung 3 Therapieschema der verschiedenen Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (MS) nach aktualisierter
konsensbasierter(S2k) -Leitlinie Stand Mdrz 2022

Die Kategorien 1,2, und 3 beziehen sich dabei auf die Kategorien von Immunmodulatoren die in aufsteigender Reihenfolge méfig-,
stark- oder héchst wirksam sind.

1.5 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

S1PRs sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, welche durch Bindung des Liganden Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) oder durch Autophosphorylierung aktiviert werden [82]. Sie werden ebenfalls
durch ligandenunabhangige Phosphorylierung durch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und
Serin/Threonin-Kinase (akt) aktiviert (Abbildung 4). S1PRs werden in fiinf Subtypen unterteilt:
S1PR1 bis S1PR5 (

Tabelle 2) [83]. S1IPR1 und S1PR2 sind ubiquitar auf allen Zellen exprimiert. SIPR1 ist in héherer
Konzentration auf Endothelzellen und Lymphozyten vertreten, S1PR2 auf Neuronen und
Endothelzellen. S1PR4 ist auf lymphatischen und hamatopoetischen Geweben exprimiert, SIPR5

in der weiBen Substanz des ZNS und in der Milz. Im speziellen die Expression von S1PR3 auf
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Endothelzellen und Kardiomyozyten kann bei S1PR3-Modulation zu Hypertension,
Vasokonstriktion und Bradykardie flihren, wie sie bei Fingolimod beobachtet werden konnten

(1.6) [84].
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Abbildung 4 Modulation von S1P-Rezeptoren

Darstellung der S1PR1-5 in einer Lipiddoppelmembran. S1P bindet an den jeweils dargestellten Rezeptorsubtyp und I6st die
dargestellten Reaktionen aus. Unterhalb der spezifischen Reaktionen sind pharmakologische Modulatoren fur den jeweiligen
Rezeptorsubtyp aufgefiihrt. Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt und ist angelehnt an die Abbildung von Bravo et al. 2022
[85].

Tabelle 2 Ubersicht der S1PR Subtypen

Subtyp S1PR Vorkommen Ligand

S1PR1 ubiquitar, verstarkt | S1P, Fingolimod, Siponimod,
Endothel, Lymphozyten Ozanimod

S1PR2 ubiquitar, verstarkt | S1P, S1PR2 Agonist
vaskulares Endothel, | (CYM5520)
Neurone

S1PR3 ubiquitar, verstarkt | S1P, Fingolimod
vaskulares Endothel,
Kardiomyozyten




20

S1PR4 lymphatische und | S1P, Fingolimod

hamatopoetische Gewebe

S1PR5 weille Substanz des ZNS | S1P, Fingolimod, Siponimod,

(Oligodendrozyten) Ozanimod

Der Phosphorsdureester des Sphingosins agiert als sekundarer Botenstoff und reguliert in
Interaktion mit S1PRs viele fundamentale Prozesse im menschlichen Korper. S1P wirkt
antiapoptotisch und fordert die Zellproliferation, indem durch vermehrte Bildung von S1P die
proapoptotischen Vorlaufer Sphingosin und Ceramid deutlich vermindert vorliegen [86]. Es fordert
weiterhin die Zellmigration im Sinne einer Chemotaxis. SIPR1 bewirken eine Aktivitatssteigerung
der zytoskelettalen Bewegungsfunktion, wahrend S1PR2 innergewebliche Verankerungen, sog.
Stressfasern, aktivieren. Dies ist besonders fir die Migration von Lymphozyten relevant [87]. Ein
proinflammatorischer Effekt ist fir S1P ebenfalls bekannt. Die Cyclooxygenase 2 wird durch S1P
stimuliert, was zu einer vermehrten Produktion von Prostaglandin E2 (PGE2) fihrt. Ceramid-1-
Phosphat, welches wahrend der S1P-Synthese entsteht, induziert die zytosolische Phospholipase
A2, die ebenfalls an der Eicosanoidsynthese beteiligt ist [88]. Beide Vorgdnge flihren zu einer
gesteigerten Freisetzung proinflammatorischer Prostaglandine [89]. Die Expression von S1PRs auf
Zellen wie Kardiomyozyten, Endothelzellen und Lymphozyten erklart die Beteiligung an
Funktionen wie Puls, Muskeltonus, endothelialer Barrieren, sowie der Funktion des
Immunsystems. Die Expression der verschiedenen S1PRs auf unterschiedlichen Geweben und die
damit verbundenen Funktionen sind bei der medikamentésen Modulation essenziell und mit
Hinblick auf Nebenwirkungen zu beachten.

Die Lokalisation und Funktionsweise der S1PRs konnte bereits fiir die Medizin genutzt werden. Der
Wirkmechanismus von Fingolimod beruht auf der Antagonisierung von S1PR (1.6). Fingolimod
bindet, mit Ausnahme von S1PR2, unselektiv an alle S1PRs. Ozanimod ist ein selektiver SIPR1- und

S1PR5-Modulator. Beide werden im Folgenden unter 1.6 genauer erortert.

S1P, der Agonist der S1PRs, ist ein aktives Lysophosphatid und somit ein Sphingolipid. Die
Biosynthese des S1P erfolgt aus Sphingomyelin. Mittels Sphingomyelinase entsteht aus
Sphingomyelin unter Abspaltung eines Phosphocholinrests Ceramid. Dieses wird dann durch die
Ceramidase zu Sphingosin hydrolisiert. Die Sphingosinkinase Ubertragt unter Verbrauch eines

Adenosintriphosphat (ATP)-Molekiils einen Phosphatrest auf die Hydroxygruppe [89].
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Der Abbau des S1P erfolgt GUber mehrere Wege. Der letzte Syntheseschritt kann umgekehrt
werden, sodass S1P zu Sphingosin und Phosphat hydrolysiert wird. Die Spaltung von S1P zu 2-
Hexadecenal und Phosphoethanolamin wird von der S1P-Lyase katalysiert. Mehrere Phosphatidat-
Phosphatasen bauen ebenfalls S1P ab. Diese sind in der Lage Phosphatreste von Phospholipiden

abzuspalten (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Synthese und Abbau von Sphingosin-1-Phosphat
Darstellung der Sphingosin-1-Phosphat (S1P) Synthese aus Ceramid mittels Sphingosinkinase 1/2 (SphK1/2), sowie Abbau zu

Sphingosin mittels Sphingosin-Phosphat-Phosphatase 1/2 (SPP1/2) und anschlieRend zu Ceramid mittels Ceramidase bzw. Abbau zu
2-Hexadecanal und Phosphoethanolamin mittels Sphingosin-1-Phosphat-Lyase (S1P-Lyase)

1.6 S1PR-Modulation

Mit Fingolimod (FTY720) kam 2011 der erste SIPR-Modulator auf den Markt [90]. Es handelt sich
um ein synthetisches Myriocin-Derivat, einem Inhibitor in der Sphingosin-Biosynthese. Myriocin ist
ein potenter Immunsuppressor [91]. Fingolimod ist ein Prodrug, also eine chemische Vorstufe des
aktiven Medikaments, dessen aktiver Metabolit Fingolimod-Phosphat ist. Es bewirkt als
funktioneller Antagonist eine Rezeptorinternalisierung des S1PR. Uber den Abbau des S1PR
hemmt Fingolimod die Auswanderung der Lymphozyten aus den Lymphknoten ins Blut und
verhindert so im Verlauf deren Migration ins ZNS. Die jahrliche Schubrate bei RRMS Patienten
konnte damit signifikant verringert werden [92]. Die Wirkung ist reversibel und ldsst nach
Absetzten des Medikaments nach [93]. Es konnte ein ,Phdnomen der ersten Dosis”, eine
unerwiinschte Wirkung nach der ersten Applikation, beobachtet werden. In den ersten sechs
Stunden der Medikamenteneinnahme treten Bradykardien auf. Auch Blutdruckerhéhungen
wurden beobachtet. Die kardialen Nebenwirkungen sind auf die unselektive Bindung von

Fingolimod an weitere S1PR zu erklaren. Auf Kardiomyozyten wird insbesondere S1PR3 exprimiert.
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Ein weiterer S1P-Rezeptormodulator ist Ozanimod. Es wurde 2018 fiir die Behandlung der RRMS
zugelassen. Ozanimod wirkt agonistisch vorwiegend an den Rezeptorsubtypen S1PR1 und S1PRS5.
Die Zahl der zirkulierenden Lymphozyten wird verringert und damit eine Entzindungshemmung
bewirkt [94]. Im Vergleich zu IFN Bla ist Ozanimod bei RRMS-Patienten signifikant wirksamer [95,
96]. Nebenwirkungen sind hier vor allem (v.a.) eine Lymphopenie und vermehrte
Nasopharyngitiden. Beides ist auf die Reduzierung zirkulierender Lymphozyten durch die S1PR-

Modulation zurickzufiihren [96, 97].

1.7 Siponimod
Bei Siponimod (BAF312), ein 2020 in der Europdischen Union (EU) zugelassenes Medikament,

handelt sich um einen selektiven S1IPR1- und S1PR5-Modulator der zweiten Generation [98].
Dieses Medikament wird bei der SPMS eingesetzt. Siponimod konnte im Mausmodell
antiinflammatorische und neuroprotektive Effekte vermitteln [99]. Es hat im Vergleich zu
Fingolimod ein deutlich geringeres Nebenwirkungsprofil, da die SIPR3 und S1PR4 nicht moduliert
werden und es dariiber hinaus eine deutlich kiirzere Eliminationszeit aufweist [100]. Es handelt
sich um ein CYP2C9/3A4-Substrat [101, 102]. Uber den gleichen Mechanismus wie Fingolimod
bewirkt auch Siponimod eine Reduktion zirkulierender Lymphozyten (Abbildung 6). Innerhalb von
4-6 Stunden sind davon besonders CD4*-, naive- und Gedachtnis-T-Zellen, sowie B-Zellen
betroffen. Durch die kiirzere Eliminationszeit ist dieser Effekt von Siponimod innerhalb einer
Woche reversibel [103]. Mechanismen, welche eine Neuroprotektion bewirken, werden diskutiert.
Gentile et al. konnten eine signifikante Dampfung der Astro- und Mikrogliose in Gehirnen von
Mausen mit experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) finden. Diese Siponimod-
vermittelten Effekte verliefen unabhangig von einer peripheren Lymphozytenmodulation [104]. In
der doppelverblindeten, randomisierten Phase 3 Studie ,Siponimod versus Placebo” (EXPAND
Studie) mit Teilnehmern mit SPMS konnte gezeigt werden, dass das Voranschreiten des
neurologischen Funktionsverlustes signifikant verzogert werden konnte. Nach drei Monaten war
das Voranschreiten um 31 % verringert, nach sechs Monaten um 37 %. Das jahrliche Schubrisiko,
der Verlust an Hirnvolumen und die Anzahl an im MRT sichtbaren Lasionen konnten ebenfalls
reduziert werden [105]. In einer Phase 2 Studie konnte im Verlauf der Siponimodeinnahme eine
niedrigere Krankheitsaktivitdt bei Patienten mit RRMS erzielt werden [106]. Mogliche
Nebenwirkungen sind Bradykardien und Arrhythmien. Vermittelt werden sie nicht durch die

Modulation von S1PR3, wie bei Fingolimod, sondern durch eine Aktivierung von G-Protein-
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gekoppelten, einwarts gleichrichtenden Kaliumkanalen (GIRK Kanéle) in Vorhofmyozyten, welche
einen Kaliumeinstrom in die Zelle bewirken [103]. Diese Nebenwirkungen kénnen durch sorgsame

Dosistitration vermieden werden [107].
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Abbildung 6 Wirkmechanismus von Siponimod

Vereinfachte schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Siponimod an lymphatischem Gewebe sowie im ZNS. Als
mogliche Angriffsstellen im ZNS sind hier je ein Astrozyt und ein Oligodendrozyt abgebildet. Die Abbildung wurde mit BioRender

erstellt.

Durch unsere Arbeitsgruppe erfolgten bereits Tierversuche mit Wildtyp-Mausen und Siponimod.
In dem toxischen MS-Tiermodell, dem Cuprizone-Modell, wurde dabei die Dosisabhangigkeit von
Siponimod untersucht. Die in diesem Versuch induzierten Schaden (Demyelinisierung, Mikrogliose
und Axonschaden) wurden protektiv mit Siponimod behandelt. Der Schutz gegenliber diesen
Schaden wurde fiir die Arbeit als Neuroprotektion definiert [108]. Diese Definition wird in dieser
Arbeit weiterverwendet. Die Protektion gegenilber einem Oligodendrozytenuntergang ist

ebenfalls in dieser Definition inbegriffen.

1.8 Recombination activating gene

In der Forschung kommen verschiedene Tier- und Krankheitsmodelle zum Einsatz, um
unterschiedliche Krankheitsaspekte zu untersuchen. Dazu zdhlen Tiermodelle mit
Zellfehlbildungen, wie im Folgenden fir die Fehlbildung von reifen Lymphozyten erklart.

Bei der Bildung von Antikérpern und Lymphozytenrezeptoren kommt ein Schlliisselmechanismus
zum Einsatz, die somatische Rekombination oder VDJ-Rekombination (engl. variable, diversifying,
joining). Sie ermdglicht die Generierung einer besonders groBen Menge an unterschiedlichen

Antikorpern und Rezeptoren in Lymphozyten und damit das Erkennen einer Vielzahl verschiedener
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Antigene (Abbildung 7). Antikdrper bestehen aus einer schweren und einer leichten Kette. Beide

weisen eine konstante (engl. constant, C) und eine variable (V) Region auf. Die variable Region

wird nochmals in ein V-Gen-Segment und ein D-Gen-Segment unterteilt, welches sich zwischen

der

C- und V-Region

1. Arrangement der schweran Kette Helmredl-DHA

Di-Rekombination

VDI-Rekombination

Splicing

W-Rekombination

2. Arrangement der leichten Kette

Abbildung 7 Stark vereinfachte Darstellung der V(D)J-Rekombination

Vereinfachte schematische Darstellung der V(D)J-Rekombination, 1. Arrangement der
schweren Kette, 2. Arrangement der leichten Kette, leichte und schwere Kette werden zu
einem Antikorper zusammengesetzt

befindet.

In der schweren Kette existiert zusatzlich noch ein D-Gen-Segment [109]. Wahrend der

somatischen Rekombination im Rahmen der Entwicklung eines Lymphozyten kommt es in den

Genen sowohl der leichten als auch der schweren Kette zu Umlagerungen auf Ebene der

Desoxyribonukleinsdure. Dafiir ist der Proteinkomplex ,,Recombination activating gene“-Komplex

verantwortlich, kurz der Rag-Komplex [110]. Beim Menschen wird der Rag-Komplex durch die
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Gene Ragl und Rag2 kodiert. Wahrend Ragl aus vier Exons besteht, besteht Rag2 lediglich aus
zwei Exons. Auf Rag1 liegen die katalytischen Domanen, die Bindung an die DNS wird durch Rag2
vermittelt. Gensegmente der leichten und schweren Kette, die rekombiniert werden kénnen,
weisen ,Rekombination-Signal-Sequenzen” (RSS) auf, also die Rekombination induzierende
Signalsequenzen. Ragl und Rag2 erkennen diese RSS und binden daran. Es gibt zwei
Signalsequenzen, 12-RSS und 23-RSS. Die Unterscheidung erfolgt durch einen entweder 12
Basenpaare-langen oder 23 Basenpaare-langen Abstandshalter in der Signalsequenz. Die 12/23-
Regel besagt, dass ein Gensegment mit 12-RSS nur durch ein Gensegment mit 23-RSS verbunden
werden kann und umgekehrt. Der 12/23-Regel folgend konnen zwei Rag-Komplexe zwei Regionen
miteinander verbinden. Aufgrund einer spezifischen Verteilung von 12-RSS und 23-RSS unter den
V-, D- und J-Gen-Segmenten wird durch die 12/23-Regel eine korrekte Bindung von Gen-
Segmenten gewahrleistet.

Bei dem Omenn-Syndrom bspw. fehlt der Rag-Proteinkomplex [111]. Ist eine Restaktivitdt eines
der Rag-Gene noch vorhanden, kann diese einen Teil der Rekombinationsaktivitat
aufrechterhalten. Bei volligem Ragl/2-Verlust resultiert dies in einer ausgepragten
Immunschwdche, es werden keine reifen B- und T-Zellen produziert [112]. Diese
Entwicklungsstérung der B- und T-Zellen nutzt man in der Forschung mit Tiermodellen. Mause mit
einer Ragl/2-Deletion, sog. Ragl/2-knockout-Md&use, werden verwendet, um verschiedene

immunologische Erkrankungen zu simulieren [113, 114].

1.9 Das Cuprizone-Modell als Modell fiir die progressive MS

Bei dem Cuprizone-Maus-Modell handelt es sich um ein zytotoxisches Tiermodell. Erstmals wurde
Cuprizone (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) im Kontext eines Tierversuchs von Carlton et al.
1969 beschrieben [115]. Als Mausmodell wurde es parallel in den 1970er Jahren von Blakemore,
Ludwin und Suzuki weiterentwickelt [116]. Bei Cuprizone (Abbildung 8) handelt es sich um einen

Kupferchelator. Kupfer ist flr einige Metalloproteasen essentiell und wird fir einen intakten

Zellstoffwechsel bendtigt [117].
e Oligodendrozyten sind gegenliber
H
N N F Cuprizoneintoxikation besonders
V a \: g

vulnerabel [118], womoglich wegen des

@ hohen oxidativen Metabolismus der

Oligodendrozyten  [119]. Der oral verabreichte  Kupferchelator induziert eine

Oligodendrozytendegeneration, welche folgend zur Demyelinisierung fihrt [120]. Dies ist

Abbildung 8 Strukturformel von Cuprizone
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)
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besonders im Corpus callosum ausgepragt, kann aber auch im Cerebellum, Cortex, Thalamus und
Hippocampus beobachtet werden [121] (Abbildung 9). Durch die Demyelinisierung kommt es zu
Axonschaden [122], sowie zu einer Mikrogliose [123] und Astrogliose [124]. Von unserer
Arbeitsgruppe konnte auBerdem gezeigt werden, dass weiterhin ortsstandige Immunzellen und
Transmembranfaktor 3*-Zellen rekrutiert werden. Das Verhaltnis der rekrutierten T-Lymphozyten
von CD8* zu CD4* T-Zellen ist dem von MS-Lasionen ahnlich [125]. Es ist jedoch nicht abschliefend
geklart, ob und zu welchem Anteil Immunzellen an der Cuprizone-induzierten Pathologie beteiligt
sind.

Das Modell eignet sich gut, um zytodegenerative Prozesse im Sinne einer Demyelinisierung und
Axonverlust, wie sie v.a. in progressiven MS Verlaufsformen zu beobachten sind, abzubilden und
zu untersuchen. Wenn das Cuprizone-Maus-Model mit anderen Tiermodellen, wie der EAE,
kombiniert wird, konnen Aspekte der RRMS betrachtet werden [126, 127]. Wird im Anschluss an
die Cuprizone-Intoxikation ~wieder normales Haltungsfutter gegeben, konnen auch
Remyelinisierungsprozesse untersucht werden [128]. Dabei werden
Oligodendrozytenvorlauferzellen angeregt sich zu reifen Oligodendrozyten zu differenzieren und
eine neue Myelinscheide um das demyelinisierte Axon zu bilden. Diese Prozesse kdnnen bereits in

den ersten 10 Tagen nach Absetzen des Cuprizones beobachtet werden [128].

Anti-PLP ol Kontrolle Anti-PLP ' 5WCup

Abbildung 9 Darstellung der Demyelinisierung nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation durch eine Markierung mit Anti-
Proteolipidprotein (PLP)

links: Grad der Myelinisierung eines Kontrolltiers
rechts: Grad der Demyelinisierung nach flinfwdchiger Gabe von Cuprizone (5WCup), der Pfeil deutet auf das Corpus
callosum mit nahezu vollstandiger Demyelinisierung, MaRstdbe 100 um.
Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, Institut fir Anatomie Rostock.

1.10 Fragestellung

Die Verlaufsmodulation ist ein Grundpfeiler in der Behandlung der MS. Noch immer ist die
Verfligbarkeit von verlaufsmodifizierenden Medikamenten fiir die SPMS unzureichend und basiert

haufig auf der Modulation von Lymphozyten. Die Zytodegeneration ist im Vergleich zur
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Inflammation erst spat im Verlauf klinisch evident. Es wird dementspechend angenommen, dass
die Zytodegeneration im Verhaltnis zur Inflammation in der SPMS zunimmt und Uberwiegt. Eine
reine Modulation der Lymphozyten ware daher nicht ausreichend. Daher ist ein Verstandnis liber
die Wirkung bisheriger Medikamente und die Erforschung alternativer Ansatzpunkte von

Bedeutung.

1.10.1 Die Lymphozyten-unabhingige Wirkung von Siponimod

Dass die Modulation von S1PR auf Lymphozyten fiir die MS-Therapie genutzt werden kann, wurde
bereits mehrfach gezeigt. Siponimod zeigte jedoch auch neuroprotektive Effekte in der
progressiven MS. Es ist bisher nicht geklart iber welchen Mechanismus oder Uber welche
Effektorzellen dieser Effekt vermittelt wird. Im Verlauf der progressiven MS stehen weniger die
Autoimmunitat und mehr die Demyelinisierung, der Untergang von Oligodendrozyten und die
axonalen Schadigungen im Vordergrund. Lymphozyten spielen folglich eine wahrscheinlich
untergeordnete Rolle. Zellen des ZNS, wie Oligodendrozyten und Astrozyten, exprimieren
ebenfalls S1PR. Diese Zellen kénnten auch von Siponimod moduliert werden und zur
Neuroprotektion beitragen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll daher folgende Frage

beantwortet werden:

Wirkt Siponimod auch in Abwesenheit von reifen Lymphozyten protektiv gegeniiber

Demyelinisierung, Axonschdaden, Mikrogliaaktivierung und Oligodendrozytenuntergang?

In einem Versuch von Behrangi konnte gezeigt werden, dass Siponimod hochsignifikant
neuroprotektiv wirkt [108]. In diesem Versuch wurden Wildtyp-Méduse im Cuprizone-Modell
eingesetzt. Durch einen Versuch von Kaddatz ist bekannt, dass auch im Cuprizone-Modell T-Zellen
in das Gehirn einwandern [125]. Es ist also nicht klar auszuschliefen, ob der neuroprotektive
Effekt von Siponimod auf die Modulation von Lymphozyten zuriickzufihren ist. Fiir die Klarung der

Fragestellung dieser Arbeit wurden daher die in 2.1 erwdhnten Rag1-/- Mause eingesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Durchfiihrung

Fir die Tierversuche wurden 19-21 g schwere, zehn Wochen alte Mause verwendet, die
homozygot fir die Rag1t™M°m Mutation (C57BL/6J Ragl-/-) waren. Diese wurden von Sven G.
Meuth von der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf zur Verfliigung gestellt. Die Tiere wurden
nach den Richtlinien der ,Federation of European Laboratory Animal Science Associaton’s
(FELASA)“ in bellfteten Kafigen gehalten, die wochentlich gewechselt wurden. Bei einem Tag-
Nacht-Zyklus von jeweils zwolf Stunden, einer Raumtemperatur von 23°C + 2°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 55 % + 10 % wurden die Tiere gehalten.

Eine Genehmigung fiir die Durchfiihrung des Tierversuches gemaR (gem.) § 8 Tierschutzgesetz lag
von den Landesbehdérden vor (Regierung Mecklenburg-Vorpommern, Tierversuchsnummer
7221.3-1-001/19). Die Durchfuhrung erfolgte unter Anleitung und Supervison von Univ. Prof. Dr.
med. Dr. rer. nat. Markus Kipp sowie Dr. rer. biol. hum. Newshan Behrangi.

Jeder Kéafig war standardmaRig mit Einstreu, Versteckmoglichkeit, Nestlet, einer Trinkflasche und
140 g des jeweiligen Futters ausgestattet. Das Cuprizone-Futtermehl-Gemisch wurde auf zwei
getrennte Petrischalen im Kafig aufgeteilt.

Der Tierhygienestatus nach FELASA wurde jahrlich anhand von Sentineltieren bestimmt. Zum
Versuchszeitpunkt waren die Sentineltiere positiv auf Helicobacter, Murines Norovirus und

Oxyuren (Syphacia spp.).

2.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen unterteilt: eine Kontrollgruppe, eine Siponimod-
Behandlungsgruppe und eine Vehikelgruppe. Die Versuchstiere der Behandlungs- und Vehikel-
Gruppe wurden fiir drei Wochen mit Cuprizone intoxikiert. Gemahlenes Standardfutter
(Futtermehl) wurde mit 0,25 % Cuprizone versetzt. Dieses Cuprizone-Futtermehl-Gemisch wurde
jeden Tag frisch mit einer handelsiiblichen Kiichenmaschine (WMF, Kult X) hergestellt. Die
Siponimod-Behandlungsgruppe erhielt zusatzlich taglich 3,1 mg/kg Siponimod welches in
Carboxymethylcellulose (CMC) gel6st war. Die Vehikelgruppe erhielt zusatzlich taglich ein Placebo,
folgend als Vehikellésung bezeichnet. Dabei handelte es sich um CMC. Sowohl die
Siponimod|6ésung als auch die Vehikellosung wurden per Spritze mit einer Knopfkantle oral

appliziert. Uber den gesamten Zeitraum des Tierversuches wurde die Kontrollgruppe mit
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normalem Haltungsfutter gefiittert und zusammen mit den Tieren der anderen Versuchsgruppen
perfundiert. Im Versuchsverlauf wurden alle Tiere wochentlich gewogen. Es wurde auRerdem
taglich ein Gesundheitscheck der Versuchstiere durchgefiihrt. Dabei wurden das Fell, der
Hydratationszustand sowie das Verhalten der Mause beurteilt. In den Versuch wurde dreizehn

versuchstiere eingeschlossen.

2.3 Transkardiale Perfusion und Materialgewinn

Nach der dreiwdchigen Cuprizoneintoxikation wurde eine terminale Narkose eingeleitet. Dafiir
wurde den Mausen ein Ketamin/Xylazin-Gemisch (drei Volumenanteile Ketamin (10 %), ein
Volumenanteil Xylazin (2 %)) in einer Dosis von 0,1 ml/10 g K6rpergewicht intraperitoneal injiziert.
Die Reflexprifung erfolgte vom Schwanz aufsteigend bis zum Kornealreflex und durch Aufsprithen
von 70 %igem Ethanol auf das Auge. Fiel die Reflexprifung negativ aus, konnte mit der
transkardialen Perfusion fortgefahren werden.

Hierzu wurden Haut und Peritoneum der Maus von kaudal nach kranial eréffnet, das Peritoneum
bis zum Diaphragma durchtrennt und anschlieBend das gesamte Zwerchfell entfernt. Der
Brustkorb wurde seitlich abgesetzt, am nun frei zuganglichen Herz ein kleiner Schnitt am rechten
Vorhof gesetzt und eine stumpfe Kaniile in den linken Ventrikel eingefiihrt. Uber diese wurden
manuell zundchst 20 ml Phosphatpuffer (PBS 1x) und anschlieRend 30 ml Fixierlésung (3,7 %
Paraformaldehyd, PFA) zum Fixieren des Gewebes appliziert. Anschlielend wurde die Maus an
einer Schlauchpumpe (IsmaTec, IPC-4) mit einer Geschwindigkeitseinstellung von 40 (circa
22 ml/min) weitere sieben Minuten mit Fixierldsung perfundiert. Danach wurde der Kopf mit einer
scharfen Schere abgetrennt und die Schadelkalotte vorsichtig sagittal eroffnet. Der gesamte Kopf
mit eroffneter Kalotte und Hirn wurde Uber Nacht bei 4°C in frischer Fixierlésung
immersionsfixiert. Am Folgetag wurde das Hirn herauspradpariert und in Gewebekassetten

Uberfuhrt.

2.4 Entwasserung, Einbettung und Schnitt

Die Gewebekassetten wurden fiir mindestens sechs Stunden unter flieBendem Leitungswasser
gespult und anschlieBend liber Nacht bei 4°C in 50 % Ethanol inkubiert. Die Dehydrierung erfolgte
manuell in einer aufsteigenden Alkoholreihe unter konstanter Bewegung (Tabelle 3), endend mit
drei Inkubationszyklen in Paraffin bei 60°C. AbschlieBend wurden die Hirne in fllissigem Paraffin

eingebettet.
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Tabelle 3 Manuelle Entwdsserung und Einbettung

Schritt Chemikalie Zeit
1 70 % Ethanol 40 Minuten
2 70 % Ethanol 40 Minuten
3 96 % Ethanol 40 Minuten
4 96 % Ethanol 40 Minuten
5 96 % Ethanol 40 Minuten
6 100 % Ethanol 40 Minuten
7 100 % Ethanol 40 Minuten
8 100 % Ethanol 60 Minuten
9 Xylol 1 40 Minuten
10 Xylol 2 40 Minuten
11 Xylol 3 40 Minuten
12 Paraffin 1 60 Minuten
13 Paraffin 2 60 Minuten
14 Paraffin 3 zwei Tage

Nach dem Ausharten der Paraffinblocke auf einer Kiihlplatte wurden 5 um dicke Paraffinschnitte
mithilfe eines Rotationsmikrotoms (Leica, RM 2255) angefertigt. Auf Superfrost Plus Objekttragern
wurden zwei Paraffinschnitte direkt aus dem warmen Wasserbad (45-47°C) auf einen Objekttrager

aufgenommen und liber Nacht in einem Warmeschrank bei 37°C getrocknet.
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2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Prinzip einer immunhistochemischen Markierung

Zur Darstellung unterschiedlicher Proteine wurde die immunhistochemische Markierung nach der
ABC-Methode angewandt. Dabei handelt es sich um ein indirektes Nachweisverfahren von
Antigenen, welches (iber schrittweises Binden zweier Antikorper erfolgt (Abbildung 10). Der

Ablauf lasst sich folgendermalRen zusammenfassen:

e Der Primarantikorper bindet spezifisch an das gesuchte Antigen im untersuchten Gewebe.

e Der biotinylierte Sekundarantikérper ist gegen den Fc-Teil des Primarantikdrpers gerichtet
und bindet an diesen.

e Aufgrund der hohen Affinitat von Avidin zu Biotin bindet der zugesetzte Avidin-Biotin-
Enzym-Komplex (ABC-Komplex) an den biotinylierten Sekundarantikérper. Der ABC-
Komplex besteht aus Avidin (Reagenz A) und einer an Biotin gekoppelten
Meerrettichperoxidase (Reagenz B).

¢ In Anwesenheit von H;0; katalysiert die Meerrettichperoxidase (HRP) die Umwandlung des
phenolischen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Substrates in dessen unldsliche Form. Bei dieser

Umwandlung entsteht das als braunlicher Niederschlag ausfallende Prazipitat.
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H,0;  DAB (lgslich)

H'+H* DAB (unléslich)

A
A A

Antigen Antigen Antigen

A Primérantikérper Avidin

D Biotin

biotinylierter biotinylierte

Sekundérantikérper Meerrettichperoxidase

Abbildung 10 Prinzip der immunhistochemischen Markierung nach der ABC Methode

Im Rahmen der immunhistochemischen Markierung kann es zu unspezifischen Bindungen der
Antikorper kommen, weil der Sekundarantikorper endogene Igs bindet, Sekundarantikoérper durch
endogene Fc-Rezeptoren gebunden werden oder aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
zwischen Gewebsbestandteilen und Antikorpern. So kann schlussendlich ein unspezifisches Signal
entstehen. Um diesem Phdanomen vorzubeugen, wird vor dem Auftragen der Primar- und

Sekundarantikorper auf die Schnitte das sog. ,,Blocken” durchgefiihrt. Dazu wird 5 % Normalserum
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aus der Spezies, aus der der Sekundarantikorper stammt, appliziert. Die Bindungsstellen an Ig-
dhnliche Proteine werden so von Antikérpern aus dem Normalserum maskiert und der
Sekundarantikdrper kann im weiteren Verlauf nicht mehr daran binden. Somit wird das

unspezifische Signal reduziert.

Die endogene Peroxidase ist ein weiterer moglicher Verursacher eines unspezifischen Signals.
Dieses gewebsintrinsische Enzym ist in der Lage, die Umwandlung von farblosem DAB-Substrat in
das unlosliche braune Prazipitat zu katalysieren und so zu einem unspezifischen Hintergrundsignal
zu fUhren. Um dies zu verhindern, werden die Schnitte in 0,35 % Wasserstoffperoxid in PBS (1x)
fir 30 Minuten in einer Glaskiivette unter minimalem Lichteinfall inkubiert. So wird die endogene
Peroxidase gesattigt, die Aktivitdat des Enzyms reduziert und das unspezifische Hintergrundsignal

gesenkt.

Um ein bestmogliches Signal-Rausch-Verhaltnis fir jeden eingesetzten Primarantikorper zu
erhalten, wird dieser in einem zweistufigen Verfahren etabliert. Die Etablierung beginnt in der
vom Antikorper-Hersteller empfohlenen Verdiinnung und an den empfohlenen Positivkontrollen.
In einem ersten Schritt wird getestet, ob eine Demaskierung durch Kochen in Citrat- oder
Tris/EDTA-Puffer notwendig ist und welche Option das beste Resultat liefert. Ausgehend von dem
Ergebnis des ersten Schrittes der Etablierung wird nun anhand einer Verdiinnungsreihe die
Verdiinnung des Primarantikorpers ermittelt, die wiederum das beste Signal-Rausch-Verhaltnis
ergibt. Auf diese Weise wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Primarantikérper, mit
Ausnahme des anti-PLP und anti-lbal Antikorpers, etabliert. Um die Wahrscheinlichkeit eines
unspezifischen Signals noch weiter zu senken, wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Diese
wurden nach dem gleichen Vorgehen behandelt mit dem Unterschied, dass kein Primarantikérper

appliziert wurde.

2.5.2 Durchflihrung immunhistochemischer Markierungen

Um ein einheitliches, qualitativ vergleichbares Ergebnis zu erhalten, wurden alle Objekttrager
einer immunhistochemischen Markierung zur selben Zeit und nach dem gleichen Arbeitsprotokoll
bearbeitet.

Zu Beginn erfolgte die Deparaffinierung, beginnend in Xylol, sowie eine Rehydrierung in einer

absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 4).
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Tabelle 4 Deparaffinierung und Rehydrierung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Xylol 1 zehn Minuten
2 Xylol 2 zehn Minuten
3 Xylol 3 zehn Minuten
4 50 % Xylol / 50 % Ethanol finf Minuten
5 100 % Ethanol drei Minuten
6 100 % Ethanol drei Minuten
7 96 % Ethanol drei Minuten
8 96 % Ethanol drei Minuten
9 70 % Ethanol drei Minuten
10 50 % Ethanol drei Minuten
11 Destilliertes Wasser drei Minuten

Das Einbetten in Paraffin sowie das Fixieren des Gewebes fihrt zu sog. Maskierungen
(,crosslinks”). Diese Maskierungen blockieren freie Antigene und verschlechtern das Ergebnis der
immunhistochemischen Markierung. Um die Antigene wieder zu demaskieren, wurde nach der
Deparaffinierung und Rehydrierung das ,HIER” (,heat induced epitope retrieval”) angewandt.
Dazu wurden die Schnitte fiir zehn Minuten in Citrat- oder Tris/EDTA-Puffer in einer
handelsiiblichen Mikrowelle gekocht. Im Anschluss wurden die Objekttrager fir 15 Minuten in
einem kalten Wasserbad auf Raumtemperatur abgekihlt. Unter leichtem Schitteln wurden die
Schnitte dreimal fir 5 Minuten in mit PBS (1x) gefiillten Glaskivetten gewaschen. Das Waschen
wurde zwischen allen Inkubationsschritten, aufer nach dem ,,Blocken”, wiederholt. Das ,,Blocken”
wurde anschlieBend mit 5% normalem Ziegenserum durchgefiihrt. Die Objekttrager wurden in
eine feuchte Kammer Uberflhrt, das Blockserum auf die Schnitte aufgetragen und so fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Fir alle auf die Schnitte zu pipettierenden Losungen

wurden circa 100ul Lésung pro Objekttrager pipettiert.
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Das Blockserum wurde dann von den Schnitten abgekippt und der in 5% normalem Ziegenserum
verdinnten Primarantikorper (Tabelle 5) appliziert. Die Negativkontrollen wurden dabei

ausgespart. Die Inkubation erfolgte (iber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer.

Tabelle 5 Verwendete Primdrantikérper in immunhistochemischen Markierungen

Antigen Firma Bestellnummer | Verdiinnung Wirt Demaskierung
PLP BioRad MCA839G 1:5000 Maus keine
Ibal Wako 019-19741 1:5000 Kaninchen Tris/EDTA

APP A4 Millipore MAB348 1:5000 Maus Tris/EDTA

OLIG2 Millipore MABN50 1:100 Maus Tris/EDTA

Am Folgetag wurden die Schnitte in 0,35%igem H,0, fiir 30min. bei wenig Lichteinfall und unter
leichtem Schitteln inkubiert. Der Sekundarantikdrper wurde anschlieBend in 5% normalem
Ziegenserum verdinnt (Tabelle 6) und auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubation des

Sekundarantikorpers erfolgte fir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.

Tabelle 6 Verwendete Sekunddrantikérper in immunhistochemischen Markierungen

Antikorper Firma Bestellnummer | Verdiinnung | Wirt | Kopplung
Anti-Ratte I1gG VECTOR BA9400 1:200 Ziege Biotin
Anti-Kaninchen IgG VECTOR BA1000 1:200 Ziege Biotin
Anti-Maus IgG VECTOR BA9200 1:200 Ziege Biotin

Der Avidin-Biotin-Enzym-Komplex muss mindestens 30 Minuten vor dem Verwenden aus Reagenz
A (Avidin) und Reagenz B (biotinylierte HRP) angesetzt und mit PBS (1x) auf 1:50 verdiinnt werden.
Nach einer einstiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurde
der DAB-Komplex auf die Objekttrager pipettiert und nach zehn Minuten Inkubation fiir zehn
Sekunden in Leitungswasser und anschlieBend fir finf Minuten in destilliertem Wasser
abgewaschen.

Um das Abgrenzen der anatomischen Strukturen im Hirnschnitt zu erleichtern, wurde nach einigen

immunhistochemischen Markierungen mit sehr geringem Hintergrundsignal eine Hamatoxylin-
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Gegenfarbung (H-Farbung) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Schnitte drei Minuten in destilliertem
Wasser gesplilt und anschliefend fiir 15 Sekunden in die Hamatoxylin-Losung gestellt.
AnschlieBend wurden die Objekttrager fiir circa drei Sekunden in HCI-Alkohol getaucht und
letztlich in einer Glaskivette fiir zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut.

Nachfolgend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 7) dehydriert und
mit dem Eindeckmedium Depex unter einem Deckglas eingedeckt. Alle Schritte der IHC kénnen

zusammengefasst der Tabelle 8 entnommen werden.

Tabelle 7 Dehydrierung

Schritt Chemikalie Zeit
1 Destilliertes Wasser drei Minuten
2 50 % Ethanol drei Minuten
3 70 % Ethanol drei Minuten
4 96 % Ethanol drei Minuten
5 96 % Ethanol drei Minuten
6 100 % Ethanol drei Minuten
7 100 % Ethanol drei Minuten
8 50 % Xylol / 50 % Ethanol finf Minuten
9 Xylol 1 zehn Minuten
10 Xylol 2 zehn Minuten
11 Xylol 3 zehn Minuten

Tabelle 8 Arbeitsprotokoll der immunhistochemischen Markierung (17.1 und 17.2 fakultative Arbeitsschritte)

Fakultative Arbeitsschritte

Schritt Ablauf

1 Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe (gem. Tabelle 3)

2 Demaskierung (,,HIER”): zehnminiitiges Kochen der Schnitte in Citrat- oder
Tris/EDTA-Puffer

3 Abkihlung der Objekttrager auf Raumtemperatur in einem Wasserbad

4 drei Mal finfminutiges Spulen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln
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5 »Blocken” mit 5 % Normalserum fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer

feuchten Kammer

6 Normalserum abkippen

7 Primarantikorper applizieren und iber Nacht bei 4°C inkubieren

8 drei Mal finfmindtiges Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

9 Inkubation fir 30 Minuten in 0,35 % H>0, unter leichtem Schiitteln im Dunkeln

10 drei Mal finfminttiges Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

11 Sekundarantikorper applizieren und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubieren

12 drei Mal finfmintiges Spulen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

13 Applikation des Avidin-Biotin-Enzym-Komplexes und Inkubation fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer

14 drei Mal fiinfminatiges Spilen in PBS (1x) unter leichtem Schitteln

15 Applikation des DAB-Komplexes zur Visualisierung flir zehn Minuten unter

einem Abzug

16 Zehn Sekunden spiilen in Leitungswasser
17 Flinf Minuten in destilliertem Wasser spilen
17.1 Je nach Hintergrundsignal: H-Farbung, 15 Sekunden in Hamatoxylin-Losung

und anschlieBend funf Sekunden in HCI-Alkohol eintauchen

17.2 Zehn Minuten unter flieRendem Leitungswasser inkubieren (blauen)
18 Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (gem. Tabelle 6)
19 Eindecken der Objekttrager mit Depex und Deckgldasern unter dem Abzug
20 Trocknen der eingebetteten Schnitte unter dem Abzug

2.6 Histologische Farbungen

2.6.1 Prinzip der Luxol-Fast-Blue/Perjodsdure-Schiff-Reaktion

Luxol-Fast-Blue (LFB), ein Kupferphthalocyanine, wird verwendet um den Myelinisierungsgrad im
ZNS darzustellen. Das Myelin im peripheren Nervensystem wird von LFB hingegen nicht angefarbt.

LFB ist in Alkohol I6slich und bindet an die Lipoproteine des Myelins. Als Ergebnis erscheinen
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Myelin blau, Neuropil pink und Nervenzellen violett. Das Farbeprinzip beruht darauf, dass die
Aminogruppen von LFB in sauren (Ethanol)Losungen an die Ketogruppen des Gewebes binden und
sich zu grofRen, schwer l6slichen Polymerisationsaggregaten zusammenlagern. Lithiumcarbonat
findet hier als Differenzierungsmittel Verwendung und der aufgeldste Farbstoff wird schlieRlich
von 70-80 %igem Ethanol ausgewaschen.

Die LFB Farbung kann mit der Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS) kombiniert werden, da LFB die
weilde Substanz und PAS die graue Substanz anfarbt.

Bei der Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) werden kohlenhydrathaltige Komponenten (Glykogen,
Glykoproteine) nachgewiesen. So konnen Strukturen wie Bindegewebe und Basalmembranen
dargestellt werden. Wahrend der PAS werden die freien Hydroxylgruppen der Saccharide durch
Perjodsaure zu Aldehydgruppen oxidiert. Sie bilden daraufhin mit dem schwefelsauren Fuchsin
aus dem Schiff-Reagenz rot-violette Komplexe. AnschlieBend kann eine kontrastreiche

Kernfarbung mit Hamalaun durchgefiihrt werden.

2.6.2 Durchfihrung der Luxol-Fast-Blue/Perjodsiure-Schiff-Reaktion

Alle Schnitte wurden zur selben Zeit und nach demselben Protokoll gefarbt. Vor Beginn der
LFB/PAS-Reaktion wurden die Schnitte (gem. Tabelle 4) deparaffiniert und bis zu einer 96%igen
Ethanollosung rehydriert. Da LFB in Ethanol geldst ist, mussten die Schnitte nicht vollstandig
rehydriert werden. Sie wurden nun Uber Nacht in einem mit Paraffin und Aluminiumfolie
abgedeckten Container bei 63°C in der LFB Lésung inkubiert. Der zweite Farbetag begann mit der
Vorbereitung einer 0,5 %igen Perjodsaureldsung und einer 0,05 %igen Lithiumcarbonatlésung. Die
Lithiumcarbonatlosung wurde fiir den spateren Differenzierungsschritt in einer 1:5 und 1:10
Verdiinnung angesetzt. Mit einer 1:5 Verdiinnung kann der gewlinschte Farbton schneller erreicht
werden. AnschlieRend konnte sich mit der schwacheren 1:10 Verdiinnung in kleineren Schritten
an die gewlinschte Intensitat herangetastet werden. Nach der Inkubation in der LFB-LOsung
wurden die Schnitte in Aqua dest. gestellt, um anschlieRend in Lithiumcarbonatlésung
differenziert zu werden und die gewlinschte Farbintensitat zu erhalten. Daflir wurden die Schnitte
flr circa zehn Sekunden in die verschieden verdinnten Lithiumcarbonatlésungen getaucht,
anschliefend fiir zehn Minuten in 70 %igen Ethanol gestellt und dann in Aqua dest. transferiert.
Nach Erreichen der richtigen Farbintensitat (offensichtlicher Kontrast zwischen Myelin und
restlichem Gewebe) wurden die Schnitte fir zwei Minuten in eine 0,5%ige Perjodsaurelosung

gehalten und nach einem Zwischenschritt in Aqua dest. fiir 45 Sekunden in das Schiff-Reagenz
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gehalten. Folgend wurden die Schnitte fiir flinf Minuten unter flieRendes Wasser gehalten und
wieder in Aqua dest. Uberfiihrt. Die Schnitte wurden nun mit Hamatoxylin gegengefarbt und
anschlieRend gem. Tabelle 7 dehydriert beginnend mit einer 80%igen Ethanolldsung und mit

Depex eingedeckt. Die Arbeitsschritte konnen Tabelle 9 zusammengefasst entnommen werden.

Tabelle 9 Arbeitsprotokoll der histochemischen Fdrbung mit LFB/PAS

Schritt Ablauf
1 Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe bis 96% Ethanol (gem. Tabelle 3)
2 Transfer der Schnitte in die LFB Losung, Inkubation bei 63°C Giber Nacht
3 Vorbereiten des Lithiumcarbonats und der Perjodsaure,

Lithiumcarbonatldsung 1:5 und 1:10 vorbereiten

4 Transfer der Schnitte in Aqua dest.

5 Schnitte fir zehn Sekunden in 1:5 Lithiumcarbonatlésung eintauchen,

anschliefend fiir zehn Minuten in 70 % Ethanol, Transfer in Aqua dest.

6 Uberpriifen der Intensitit der blauen Farbe, ggf. letzten Schritt wiederholen

7 Schnitte fir 10 Sekunden in Lithiumcarbonatlésung 1:10 eintauchen,

anschliefend zehn Minuten in 70 % Ethanol, Transfer in Aqua dest.

8 Letzten Schritt bis zur gewlinschten Farbintensitat wiederholen

9 Transfer der Schnitte in 0,5%ige Perjodsaureldsung fir zwei Minuten, danach
in Aqua dest.

10 Transfer der Schnitte in Schiff-Reagenz fir 45 Sekunden, danach fiir finf

Minuten unter flieBend Wasser halten, anschlieend in Aqua dest.

11 Schnitte fir 15 Sekunden in Himatoxylin halten, dann fir 2 Sekunden in HCI-

Ethanol, dann 5min unter flieBendes Wasser halten, anschlieRend in Aqua

dest.
18 Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe ab Ethanol 80% (gem. Tabelle 6)
19 Eindecken der Objekttrager mit Depex und Deckgldsern unter dem Abzug,

dann Trocknen
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Prinzip der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine Sukzedanfarbung und besteht aus einer
basophilen Farbung durch Hamatoxylin und einer azidophilen Farbung durch Eosin. Die Farbung
beruht auf dem Prinzip der Durchtrankung und der elektrostatischen Absorption. Himatoxylin ist
eine Farbvorstufe, die durch Oxidation zu Hamatein umgewandelt wird. Hamatein bildet mit
Aluminiumionen den positiv geladenen Farbstoff Hamalaun. Dieser farbt aufgrund seiner
basischen Eigenschaften v.a. negativ geladene Zellbestandteile, wie Nukleinsduren und raues
Endoplasmatisches Retikulum, indem er sich an deren negativ geladene Phosphatgruppen
anlagert. Durch den hohen Gehalt an Desoxyribonukleinsdure im Zellkern wird dieser angefarbt.
Da Hamalaun in saurer Losung vorliegt werden negativ geladene Carboxylgruppen im Cytoplasma
abgesattigt und es kommt zu einer nahezu selektiven Kernfarbung. Nach kurzem Eintauchen in
Chlorwasserstoffsaure-Ethanol (HCI-Ethanol) folgen 15 Minuten Spilen unter flieBendem
Leitungswasser. Die pH-Wert-Steigerung durch den Wechsel von saurer Losung zu neutralem
Leitungswasser bewirkt ein ,Blauen” und eine Stabilisierung des Farbstoffes.

Eosin farbt positiv geladene Proteine des Zytoplasmas und der extrazellularen Matrix (eosinophile
Strukturen) rot. Die saure Losung des EosinG bewirkt eine Positivierung des Zytoplasmas und
fordert das Anlagern von EosinG. Da die folgende Ethanolreihe Eosin entzieht, wurden die Schnitte
leicht Gberfarbt. Im Ergebnis sind Zellkerne, Kalk, Bakterien und Knorpelgrundsubstanz blau und

Zytoplasma, Kollagenfasern sowie Erythrozyten rot gefarbt.

2.6.3 Durchfihrung der Himatoxylin-Eosin-Farbung

Alle Schnitte wurden zur selben Zeit und nach demselben Protokoll gefarbt. Zu Beginn des
Protokolls (Tabelle 10) erfolgte die Deparaffinierung, beginnend in Xylol, sowie eine Rehydrierung
in einer absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 4). Als ndchstes wurden die Schnitte fiir zehn Minuten
in Mayers Hamalaun Losung gestellt und danach kurz in Chlorwasserstoffsdure-Ethanol getaucht,
um Uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Anschlieend wurden die Schnitte flir zehn Minuten
unter flieRendem Leitungswasser gebldut und in Aqua dest. Uberfihrt. Folgend wurden die
Schnitte fiir eine Minute in die Eosin Losung gehalten, um dann kurz in Aqua dest. getaucht zu
werden. In 70 %igem Ethanol wurden die Schnitte bis zur gewlinschten Farbintensitat differenziert
und dann in einer aufsteigenden Alkohol- und Xylolreihe dehydriert. Als letztes erfolgte das

Eindecken mit Depex und Deckglasern.

Tabelle 10 Arbeitsprotokoll der histochemischen HE-Firbung
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Schritt Chemikalie Zeit
1 Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte Circa eine Stunde
in einer absteigenden Alkoholreihe (gem. Tabelle
3)
2 Mayers Hamalaun Losung zehn Minuten
3 HCI-Ethanol kurz eintauchen
4 Leitungswasser (flieRend) zehn Minuten
5 Aqua dest. Minuten
6 Eosin Losung eine Minuten
7 Agua dest. 0,5 Minuten
8 Ethanol 70 % bis zur gewlinschten Intensitat
9 Ethanol 80 % kurz eintauchen
10 Ethanol 90 % kurz eintauchen
11 Ethanol 96 % kurz eintauchen
12 Ethanol 100 % 1-2 Minuten
13 Ethanol 100 % 1-2 Minuten
14 Ethanol 100 %/Xylol 1:1 finf Minuten
15 Xylol | zehn Minuten
16 Xylol Il zehn Minuten
17 Eindecken der Objekttrager mit Depex und /
Deckglasern unter dem Abzug
18 Trocknen der eingebetteten Schnitte unter dem Uber Nacht

Abzug
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Auswertung

2.6.4 Untersuchte Hirnareale

Um die verschiedenen Anteile des Corpus callosum selektiv beurteilen zu kénnen, wurden
verschiedene ROIs (,regions of interest”) definiert. Von dem hochsten Punkt des Cingulums wurde
ein Lot gefallt, welches das CC in eine mediale (mCC) und eine laterale Region (ICC) unterteilt
(Abbildung 11). Es wurde die Hirnregion 265 untersucht. Die Hirnregion 265 ist, nach dem Allen

mouse brain Atlas [129], okzipital auf HOhe des dorsalen Hippocampus lokalisiert. Primar von

Interesse bei Hirnregion 265 war das mCC.

Abbildung 11 Regions of interest (ROIs) in Region 265

ICCI = laterales Corpus callosum links
ICCr = laterales Corpus callosum rechts
mCC = mediales Corpus callosum

Quelle: modifiziert nach Sidman, R., J. Angevine, and E. Pierce, 1971
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Abbildung 12 Einordnung der Region 265

Region 265 liegt auf Hohe des rostralen Endes des Hippocampus, Quelle: modifiziert nach Sidman, R., J. Angevine, and E. Pierce,

1971

2.6.5 Quantifizierung der Zelldichten

Nach der (immun)histochemischen Farbung wurden von jedem Hirnschnitt Bilder an einem
manuellen Scanning-Mikroskop aufgenommen (Mikroskop: Nicon Eclipse E200, Kamera: Basler
acA1920-40uc). Anhand eines Bildes wurden die Bildeinstellungen optimiert und fir alle weiteren
Bilder beibehalten, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Hierzu wurde die ROl des jeweiligen
Gewebeschnittes am Mikroskop in mehreren Teilen gescannt und mit der Software ,,Manual-WS-
Imaging 2019 (Version 2019b) von Microvisioneerdigital ein zusammenhangendes Bild erstellt.
Das Zahlen der spezifisch markierten Zellen wurde mit der Software ,ViewPoint Light” (Version
1.0.0.9628) von PreciPoint durchgefiihrt. Die jeweiligen Bilder wurden verblindet importiert, die
ROI manuell umrandet und unter Zuhilfenahme eines Markierungs-Tools wurden die spezifisch
markierten Zellen innerhalb der ROI gezahlt. AnschlieBend konnten die Zellzahl und die Flache der
ROI exportiert und eine Zelldichte pro mm? errechnet werden. Beide Hirnschnitte eines Tieres auf

dem Objekttrager wurden auf diese Weise verblindet quantifiziert. Nach Auflésung der
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Verblindung wurde aus den Zelldichten beider Hirnschnitte eines Tieres der Mittelwert gebildet.
Die Bildung dieses Mittelwertes erfolgte fiir jedes Tier der Versuchsgruppen. Letztlich wurden die
Mittelwerte der einzelnen Gruppen errechnet und untereinander verglichen. Alle Mittelwerte
einer Versuchsgruppe wurden dafir addiert und durch die Summer der Anzahl aller Werte

dividiert.

2.6.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism (Version 8.0.2) durchgefiihrt. Aufgrund
der kleinen VersuchsgruppengroRBe wurde von nicht normalverteilten Werten ausgegangen. Die
Auswertung erfolgte daher mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Test. Alle Daten werden als
Median + Interquartilabstand (engl. interquartile range, IQR) angegeben. Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen sind als Sterne gekennzeichnet (* = p<0,05, ** = p<0,01, ***

= p<0,001).

2.6.7 Scoring der Myelindichte

Nach der histochemischen Aufbereitung wurde jeder Hirnschnitt manuell verblindet, unter dem
Mikroskop systematisch begutachtet und anhand einer Fotolbersicht einem von vier Punktzahlen
(engl. Score) zugeordnet. Im Fokus standen hierbei das CC und der laterale Thalamus. Je hoher der
Wert des Scores, desto geringer der Grad der Demyelinisierung. Score 1 entspricht einem hohen
Grad an Demyelinisierung, wahrend Score 4 keinen bis einen geringen Grad an Demyelinisierung
aufweist. Beide Hirnschnitte eines Tieres auf dem Objekttrager wurden auf diese Weise verblindet
quantifiziert. Nach Auflésung der Verblindung wurde aus den Scores beider Hirnschnitte eines
Tieres der Mittelwert gebildet. Letztlich wurden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen, wie in

2.6.5 beschrieben, errechnet und untereinander verglichen.

2.6.8 Quantifizierung der optischen Dichte

Wenn das Zdhlen einzelner Partikel oder Zellen nicht moglich war, wurde mittels Densitometrie
die optische Dichte ermittelt. Dies betraf die immunhistochemischen Markierungen mit anti-PLP
und anti-IBA1. Wie in 2.6.5 beschrieben, wurden Aufnahmen von den Schnitten angefertigt. Mit
der Software ,Image J“ (Version 1.52a fir Windows) wurde dann die optische Dichte bestimmt.
Die Aufnahmen wurden verblindet, in Image J importiert und fiir jede Aufnahme wurde die ROI

III

manuell mit der Funktion ,Polygon Auswahl” festgelegt. Jedes Bild wurde anschliefend in ein ,,8-

Bit-Graustufenbild“ umgewandelt. Um eine einheitliche Auswertung der Bilder zu ermdoglichen,
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wurde ein sog. ,, Threshold” ausgewahlt. Dieser ordnet jeden Pixel entweder wei oder schwarz zu,
wodurch ein bindrer Bildtyp entsteht. Der Threshold wurde so gewahlt, dass er der urspriinglichen
immunhistochemischen Markierung am nachsten kam. Daher erfolgte die Auswertung der anti-
PLP-Markierung mit dem Threshold ,mean” und die der anti-IBA1-Markierung mit dem Threshold
»max entropy”. Mit der Funktion , Area fraction” wurde anschliefend das prozentuale Verhéltnis

von schwarzen zu weien Pixeln berechnet und in ,,[%] Area” angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Lymphozyten-unabhingige Wirkung von Siponimod

3.1.1 Lymphozyten-unabhéngige protektive Wirkung von Siponimod gegeniiber Demyelinisierung

Der Myelingehalt der Gehirnschnitte wurde mittels einer histochemischen LFB-PAS-Farbung sowie
einer immunhistochemischen anti-PLP-Markierung Gberpruft.

In der LFB-PAS-Farbung zeigte die Kontrollgruppe im CC eine homogene und kraftige Blaufarbung
des Myelins. Da keine bis wenig Demyelinisierung erkennbar war, wurde im Mittel ein LFB-Score
von 3,41 (+0,52) vergeben. Das CC der mit Cuprizone intoxikierten Vehikelgruppe zeigte in Region
265 ein inhomogenes, weniger kraftiges Farbemuster. Die Demyelinisierung zeichnete sich
verstarkt im mCC ab. Daher wurde im Mittel ein LFB-Score von 2,10 (+1,14) vergeben. Die
Siponimod-Behandlungsgruppe zeigte im CC ein dhnliches histologisches Erscheinungsbild wie die
Kontrollgruppe. Es gab Anzeichen leichter Myelinauflockerungen, weshalb im Mittel ein LFB-Score
von 3,25 (+0,5) vergeben wurde (Abbildung 13) und (Abbildung 14).
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Abbildung 13 LFB/PAS Fdrbung an Hirnschnitten aus dem Rag1-/~-Versuch

Dargestellt sind Hirnschnitte von Ma&usen aus dem Ragl/-Versuch, jeweils aus der Kontroll-, Vehikel- und Siponimod-

Behandlungsgruppe. Die Hirnschnitte stammen aus Region 265. Die Pfeile markieren gut sichtbare, fokale Demyelinisierungen.
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LFB Score

Abbildung 14 Graphische Darstellung der LFB-Scores

Die densitometrische Dichte der anti-PLP-Markierung ist abhangig von der noch vorhandenen
Menge an Myelin. Mit zunehmendem Grad der Demyelinisierung nehmen die Signalstarke der
anti-PLP-Markierung und damit auch die optische Dichte ab. Wenn Rag1/-knockout-M&use mit
Siponimod behandelt werden, sollte die densitometrische Dichte der anti-PLP-Markierung, laut
meiner Hypothese, mit der von Kontrolltieren vergleichbar sein.

Dies zeigt sich in Abbildung 16. Die Kontrollgruppe wies ein kraftiges, homogenes
Markierungsmuster auf. Die Siponimod-Behandlungsgruppe wies ein &dhnlich homogenes
Markierungsmuster auf. Die Kontrolltiere wiesen mit 92,37 % (+5,01) die héchste optische Dichte
auf, gefolgt von der Siponimod-Behandlungsgruppe mit einer optischen Dichte von 89,44 %
(£5,45). Die Vehikelgruppe zeigte die geringste optische Dichte mit einem Wert von 88,49 %
(£5,91) (Abbildung 15). Das zeigte sich auch in dem inhomogenen weniger kraftigen

Markierungsmuster des CC.



Abbildung 15 Immunhistochemische Markierung mit PLP an Hirnschnitten aus dem Rag1-/-Versuch

Dargestellt sind Hirnschnitte von Ma&usen aus dem Ragl/-Versuch, jeweils aus der Kontroll-, Vehikel- und Siponimod-

Behandlungsgruppe. Die Hirnschnitte stammen aus Region 265. Die Pfeile markieren fokale Demyelinisierungen im CC.
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Abbildung 16 Graphische Darstellung der optischen Dichte der anti-PLP-Markierung

Der Myelingehalt der Kontrollgruppe war sowohl in der LFB-PAS-Farbung als auch in der anti-PLP-
Markierung am hochsten. Der LFB-Score der Vehikelgruppe unterschied sich mit 2,10 deutlich,
wohingegen sich die PLP-Dichte der Vehikelgruppe mit 88,49 % (+5,91) nur wenig von der

Kontrollgruppe unterschied.

3.1.2 Lymphozyten-unabhéngige protektive Wirkung von Siponimod gegenliber Mikrogliose

Bisher wurde die Protektion durch Siponimod gegentiber einer Demyelinisierung untersucht. Eine
Aktivierung von Mikrogliazellen ware im Rahmen einer Cuprizone-Intoxikation zuséatzlich zu
erwarten. Das Ausmall der Mikrogliose wurde mittels einer immunhistochemischen anti-IBA1-
Markierung untersucht. In Hirnschnitten von fiinf Wochen mit Cuprizone intoxikierten Mdusen
konnte ein hoher Grad an aktivierten Mikrogliazellen nachgewiesen werden (vergleiche Abbildung

17). Meiner Hypothese folgend, sollte der Grad der Mikrogliaaktivierung in mit Siponimod
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behandelten Mausen geringer sein. Die optische Dichte der anti-IBA1-Markierung der Siponimod-
Behandlungsgruppe lag bei 21,69 % (+9,77) und war am ehesten mit der Kontrollgruppe, welche
eine optische Dichte von 14,81 % (+1,17) zeigte, vergleichbar. Das Markierungsmuster dieser
beiden Gruppen war schwach ausgepragt. Die Vehikelgruppe wies eine optische Dichte von
46,00 % (+12,63) auf. Dazu war ein kraftiges ausgepragtes Markierungsmuster im CC erkennbar. Es
konnte durch diese Werte bestatigt werden, dass die Mikrogliaaktivierung in Abwesenheit von
reifen Lymphozyten unter Siponimodbehandlung verringert werden konnte (Abbildung 18 und
Abbildung 19). Es ergab sich ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der Kontroll- und der

Vehikelgruppe.

Abbildung 17 Anti-IBA1 Markierung an Hirnschnitten von C57BL/6] —Mdusen

Es handelt sich um einen Hirnschnitt einer mit Cuprizone behandelten Wildtyp-Maus, Region 265, MalRstab 500um. Zu erkennen ist

eine deutliche Vermehrung von Mikrogliazellen im CC.



Abbildung 18 Immunhistochemische Markierung mit IBA1 an Hirnschnitten aus dem Ragl-/-Versuch

Dargestellt sind Hirnschnitte von Mausen aus dem Ragl/-Versuch, jeweils aus der Kontroll-, Vehikel- und Siponimod-

Behandlungsgruppe. Die Hirnschnitte stammen aus Region 265. Die Pfeile markieren eine gut sichtbare Vermehrung von

Mikrogliazellen im CC.
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Abbildung 19 Graphische Darstellung der optischen Dichte von IBA1

3.1.3 Lymphozyten-unabhéngige protektive Wirkung von Siponimod gegenliber Axonschdden

Zu den bisher untersuchten Effekten von Siponimod zahlen die Protektion gegeniiber
Demyelinisierung und Mikrogliose. Eine Schadigung von Axonen ware nach Cuprizone-Intoxikation
zusatzlich zu erwarten.

Das Amyloidvorlauferprotein (engl. amyloid precursor protein, APP) ist ein Protein, welches axonal
transportiert wird. Bei Axonschadigungen akkumuliert es in Form von Spharoiden und eignet sich
daher als Marker fir Axonschaden [130, 131].

Die Kontrollgruppe wies 0 Sphiroide/mm? (+0) und folglich keine Axonschiden auf. Die Anzahl der
Sphéroide der Vehikelgruppe lag bei 214,99 Sphiroiden/mm? (+143,3). Die Siponimod-

Behandlungsgruppe wies mit 33,44 Sphiroiden/mm? (+60,77) eine deutlich geringere Anzahl von
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APP-Sphéroiden als die Vehikelgruppe auf. (Abbildung 20 und Abbildung 21). Es lieR sich lediglich

ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und Vehikelgruppe feststellen.

Abbildung 20 Immunhistochemische Markierung mit APP an Hirnschnitten aus dem Rag1-/~-Versuch

Oben: Hirnschnitt aus dem Rag1/-Versuch aus der Siponimod-Behandlungsgruppe, Region 265.
Mitte: Hirnschnitt aus dem Rag1/-Versuch aus der Vehikel-Behandlungsgruppe, Region 265.

Unten: VergréRerung eines Bildabschnittes des mittleren Bildes, mCC, Region 265, die Pfeile markieren APP-Spharoide.
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Abbildung 21 Graphische Darstellung der Anzahl an APP-Sphdroiden pro mm2

3.1.4 Lymphozyten-unabhingige protektive Wirkung von Siponimod gegenliber dem Untergang
von Oligodendrozyten

Zusatzlich zu einer Demyelinisierung, Mikrogliose und axonalen Schadigung wéare nach Cuprizone-
Intoxikation ein Untergang von Oligodendrozyten zu erwarten.

Der Oligodendrozytentranskriptionsfaktor 2 (OLIG2) ist nuklear lokalisiert und dient als Marker fir
Oligodendrozyten aller Reifegrade [121].

Die Kontrollgruppe wies im Durchschnitt mit 594,67 OLIG2+ Zellen/mm? (£67,82) die hochste
Dichte an Oligodendrozyten auf. Dem folgte die Siponimod-Behandlungsgruppe mit 579,12

OLIG2+ Zellen/mm? (+166,6). Beide Gruppen wiesen ein ausgepragtes Markierungsmuster auf. Die
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Vehikelgruppe wies hingegen nur 320,06 OLIG2+ Zellen/mm? auf (+28,47) (Abbildung 22 und
Abbildung 23) und lieR ein schwacheres inhomogenes Markierungsmuster erkennen. Es liel sich

ein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der Vehikel- und Siponimod-

Behandlungsgruppe feststellen.
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Abbildung 22 Immunhistochemische Markierung von OLIG2 an Hirnschnitten aus dem Rag1-/-Versuch

Dargestellt sind Hirnschnitte von Mausen aus dem Ragl/-Versuch, jeweils aus der Kontroll-, Vehikel- und Siponimod-
Behandlungsgruppe. Die Hirnschnitte stammen aus Region 265. Eingekreist dargestellt sind Areale im CC, in denen keine

Oligodendrozyten markiert wurden. Die Pfeile markieren Ansammlungen von Oligodendrozyten.
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Abbildung 23 Graphische Darstellung der Dichte von OLIG2+ Zellen
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Die MS ist eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen des ZNS im jungen Alter in Europa. Sie ist
nach jetzigem Stand nicht kurativ behandelbar. Wie 1.4.3 zu entnehmen ist, sind die
Behandlungsmoglichkeiten der MS begrenzt. Dies betrifft besonders die progressiven
Verlaufsformen der MS. Lediglich verlaufsmodifizierende, symptomatische und Schubtherapien
sind verfligbar. Da viele Prozesse in der Krankheitsentstehung bis heute ungeklart sind, ergibt sich
ein groRer Forschungsbedarf. Tiermodelle und —versuche sind in der Forschung, unter Abwagung
ethischer und moralischer Aspekte, eine gangig eingesetzte Methode zur Untersuchung vieler
Forschungsaspekte. So auch in der Erforschung der MS.

In den folgenden Abschnitten dieser Dissertation werden die Methoden und das verwendete
Tiermodell der vorliegenden Arbeit beziiglich der Vor- und Nachteile sowie ihrer Grenzen unter

Beriicksichtigung des aktuellen Standes der Literatur diskutiert.

4.1.1 Das Cuprizone-Modell

Tiermodelle sind im Allgemeinen gute Verfahren, um Krankheiten zu erforschen.

Neben der reinen Untersuchung von Erkrankungen und deren Pathogenese bieten Tiermodelle die
Moglichkeit, Medikamente zu entwickeln bzw. den Wirkmechanismus von bestehenden
Medikamenten weiter zu erforschen. So zum Beispiel der Versuch von Selkirk et al. 2021, mit dem
herausgefunden werden sollte , welcher Effekt aus einer S1PR1- und S1PR5-Modulation durch
Ozanimod resultiert [132]. Trotz dessen sind weiterfihrende Versuche und anschlieffende
kontrollierte Studien an Menschen unerldsslich. Besonders, wenn es um die Entwicklung neuer
Medikamente geht. Die Moglichkeit bestehende Therapieoptionen im Tiermodell weiter zu
untersuchen, wurde auch in der vorliegenden Arbeit genutzt.

Das Cuprizone-Modell ist ein etabliertes und viel genutztes zytotoxisches Tiermodell. Bei genauer
Durchfilihrung ist es gut reproduzierbar und leicht durchzufiihren.

Es werden v.a. Zellen mit hoher Stoffwechselleistung, wie zum Beispiel Oligodendrozyten [126] ,
geschadigt. Daher kann besonders der Untergang von Oligodendrozyten und als Folge dessen eine
zentrale Demyelinisierung beobachtet werden. Auerdem gehen mit einer Cuprizone-Intoxikation

Axonschdden sowie eine Aktivierung von Mikrogliazellen einher.
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Durch vergangene Versuche lassen sich Schadigungen bestimmter Hirnregionen im Cuprizone-
Modell reproduzieren. Dazu zahlen v.a. das Corpus callosum sowie Cerebellum, Cortex, Thalamus
und Hippocampus [121].

Mit dem Cuprizone-Modell lassen sich daher De- und Remyelinisierungsprozesse untersuchen
[128]. Remyelinisierungsrozesse sind dabei zum Beispiel bei Fragestellungen nach Signalkaskaden
in Myelinreparaturmechanismen von Interesse [39].

Das Cuprizone-Modell weist auBerdem Ahnlichkeiten mit progressiven Verlaufsformen der MS
auf. In der SPMS konnten folgende Pathologien nachgewiesen werden: kortikale Demyelinisierung
[13], oxidativer Stress [133], kumulativer Axonverlust [14, 134], eine kaum geschadigte BHS [135],
und eine geringe Immunzellinfiltration [136]. Dies deckt sich mit einigen Pathologien des
Cuprizone-Modells. Dazu zdhlen akute kortikale Demyelinisierung [120], oxidativer Stress [137],
axonaler Schaden [122], geringe Schiaden an der BHS [138] und keine bis geringe
Immunzellinfiltration [125].

Fiir die vorliegende Arbeit stand Siponimod als mdgliche Behandlungsoption der SPMS im Fokus.
Da sich einige ausgewahlte Pathologien der SPMS mit dem Cuprizone-Modell darstellen lassen,
war dieses Tiermodell fiir die in der vorliegenden Arbeit zu untersuchenden Fragestellungen am
besten geeignet.

Trotz der Ahnlichkeiten zu progressiven Verlaufsformen der MS sollte beachtet werden, dass sich
bei Tiermodellen nicht alle Merkmale einer Krankheit, sondern nur Teilaspekte abbilden lassen.
Einige Erkrankungen, wie zum Beispiel die MS, kommen bei Tieren nicht vor und missen daher in
Form von spezifischen Symptomen nachgeahmt werden. Diesbeziiglich ist zum Beispiel das
Medikamenten-induzierte Parkinson-Maus-Modell zu nennen. Durch die Gabe von L-Dopa und
Carbidopa werden Parkinson-ahnliche Symptome verursacht. Auf dieser Basis konnten
Medikamente zur Symptombehandlung bei Parkinson-Patienten entwickelt werden. Da die
Symptome jedoch nur nachgeahmt wurden, ist eine Erforschung der auslésenden Faktoren der
Erkrankung und die Entwicklung krankheitsmodifizierender Therapien nicht moglich [139].

Wie im Medikamenten-induzierten-Parkinson-Maus-Modell ist der Schaden-ausldsende Faktor im
Cuprizone-Modell bekannt. Der genaue Pathomechanismus dahinter ist hingegen unklar. Avsar et
al. 2021 untersuchten dazu erste Ansatze, wie zum Beispiel die Signalkaskade pro- und
antiinflammatorischer Zytokine im Verlauf einer Cuprizone-Intoxikation [140]. Des Weiteren
lassen sich die Symptome im Cuprizone-Modell allein durch ein toxisches Agens, das Cuprizone,
Uber bereits kurze Zeit auslosen, wohingegen die Pathogenese der MS ,wie in 1.3 beschrieben,

deutlich komplexer ist und vermutlich bereits Jahre vor dem Auftreten erster Symptome beginnt.
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Ahnlich verhilt es sich mit dem Riickgang von Symptomen im Cuprizone-Modell durch eine
Remyelinisierung. Zwar tritt auch bei der MS zeitweilen ein teilweiser oder vollstandiger Riickgang
der Symptome auf, wird jedoch der gesamte Verlauf der Krankheit betrachtet, sind die Symptome
progredient.

Wenngleich sich das Cuprizone-Modell fiir die Untersuchung progressiver MS-Verlaufsformen
anbietet, konnen autoimmune Aspekte der Erkrankung weniger gut untersucht werden. Das liegt
an der kaum ausgepragten Einwanderung von Immunzellen in das ZNS im Cuprizone-Modell. Soll
dieser Aspekt untersucht werden, bietet es sich an, das Cuprizone-Modell mit einem anderen
Tiermodell, wie dem EAE-Modell, zu kombinieren [126]. Hier sollte klar abgewogen werden, ob
das Modell einen Nutzen bietet. Da Immunzellen fiir die Arbeitshypothese dieser Arbeit eine
untergeordnete Rolle spielten, war das Cuprizone-Modell fiir diesen Aspekt gut geeignet.

Wie alle anderen Tiermodelle auch, lasst sich das Cuprizone-Modell auRBerdem nicht direkt auf den
Menschen lbertragen, da sich Mensch und Maus physisch, zum Beispiel durch die Herzfrequenz,
Korpertemperatur und Lebenserwartung, sowie genetisch stark unterscheiden [141]. Sog.
humanisierte Mausmodelle, welche humane Gene, Zellen oder Gewebe aufweisen, wurden
bereits flir Studien zur Untersuchung von Autoimmunerkrankungen, darunter auch die MS,
genutzt [142]. Solche Modelle kbénnten alternativ fiir folgende Versuche angewendet werden.

Rein methodisch sind die Ergebnisse des Cuprizone-Modells abhangig von Alter, Geschlecht,
Gewicht und Tierlinie der Versuchstiere, den Versuchsprotokollen der Arbeitsgruppe (beinhaltet
Dosis und Dauer der Cuprizone-Applikation) sowie den Umgebungsbedingungen, wie Temperatur
und Luftfeuchtigkeit [143]. Unterschiede, die durch Dosis und Gewicht der Tiere hervorgerufen
wurden, konnten beispielsweise von Blakemore 1974 [144] und Ludwin 1978 [145] festgestellt
werden. Dies flhrt dazu, dass Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen schwerer miteinander zu
vergleichen sind.

Die Vorteile des Cuprizone-Modells iberwogen die potentiellen Nachteile fiir die Fragestellung
dieser Arbeit. Es erfolgte bereits ein Tierversuch mit Wildtyp-Mausen mit Cuprizone und
Siponimod durch unsere Arbeitsgruppe (1.7). Dadurch lag ein Arbeitsprotokoll vor, welches
potentiell auf Ragl/-knockout-Mduse Ubertragen werden konnte und eine gewisse
Vergleichbarkeit der Ergebnisse hinsichtlich der Methodik bot. So konnten die Ergebnisse der
Tierversuche innerhalb der Arbeitsgruppe verglichen werden. V.a. die Moglichkeit, Symptome der
progressiven MS mit dem Cuprizone-Modell zu untersuchen, bot einen besonderen Vorteil. Dass
die MS-Symptome lediglich nachgeahmt werden, war fir diesen Versuch kein Nachteil, da

folgende Frage untersucht werden sollte: ,Wirkt Siponimod auch in Abwesenheit von reifen
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Lymphozyten protektiv gegeniiber Demyelinisierung, Axonschaden, Mikrogliaaktivierung und
Oligodendrozytenuntergang?“. Um dieser Frage nachzugehen, war es nicht relevant, durch

welchen Pathomechanismus die Symptome generiert wurden.
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4.1.2 Die Ragl/-knockout Mauslinie

Die Ragl/-knockout-Mauslinie ist eine vielseitig genutzte Mauslinie, um Pathologien im Rahmen
von Immundefekten zu untersuchen [146].

Dazu zahlt das Modell des Omenn-Syndroms, in welchem die Ragl/-knockout-Mauslinie
verwendet wird [147]. Auch andere Erkrankungen kénnen mit der Ragl/-knockout-Mauslinie
untersucht werden. Als Beispiele sind hier mitochondriale Erkrankungen [148] und
Tumorerkrankungen, wie das orale Plattenepithelkarzinom [149], zu nennen [114].
Untersuchungen zu diesen Erkrankungen konnten zeigen, dass ein Ragl/2-knockout das Fehlen
von reifen Lymphozyten zur Folge hat. Dies lasst sich, wie in Kapitel 1.8 erwahnt, auf die gestorte
VDJ-Rekombination zuriickfiihren. Zur Uberpriifung meiner Arbeitshypothese war es essenziell,
dass auch in Abwesenheit reifer Lymphozyten Cuprizone-induzierte Schaden ausgeldst werden
kénnen.

Demyelinisierung, Axonschaden, gliale Schaden sowie Inflammation konnten bereits in Ragl/-
knockout-Méausen durch Cuprizone induziert werden [150]. Auch Hiremath et al. 2008 zeigten dies
[151]. Daher war anzunehmen, dass das Cuprizone-Modell in Kombination mit der Ragl/-
knockout-Mauslinie zur Beantwortung meiner Fragestellungen geeignet ist. Darilber hinaus
mangelt es an vergleichbaren Studien, die die Wirkung von Siponimod in der Rag1/-knockout-
Mauslinie bei gleichzeitiger Intoxikation mit Cuprizone untersuchen. Die Ubergeordnete
Fragestellung dieser Arbeit lautete: ,Wirkt Siponimod auch in Abwesenheit von reifen
Lymphozyten protektiv gegeniiber Demyelinisierung, Axonschaden, Mikrogliaaktivierung und
Oligodendrozytenuntergang?“. 4.1.1 kann entnommen werden, dass Immunzellen im Cuprizone-
Modell eine untergeordnete Rolle spielen.

Im Vergleich zu anderen Mauslinien spielen durch Lymphozyten vermittelte immunologische
Prozesse in Ragl/-knockout-Mausen ebenfalls eine untergeordnete Rolle. Die Ragl/-knockout-
Mauslinie war deshalb mit der Fragestellung und dem geplanten Versuch kompatibel und wurde

zur Untersuchung meiner Fragestellung verwendet.

4.1.3 |Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine der am haufigsten genutzten Methoden, um Strukturen sichtbar zu
machen und anschlieffend zu quantifizieren. Sie bietet die Mdoglichkeit eine Zielstruktur, also
Antigene, zu markieren. Die Immunhistochemie ist daher ein einfaches Hilfsmittel fiir die

Untersuchung und Auswertung von Versuchen.
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Bei der Immunhistochemie handelt es sich um eine indirekte Nachweismethode. Mittels
Primarantikorper lassen sich die zu untersuchenden Strukturen gut darstellen. Die
Primarantikorper selbst konnen das Ergebnis durch unspezifische Bindungen verfidlschen. Daher
wurden fur jede Markierung MalRnahmen ergriffen, um Verfadlschungen so gering wie moglich zu
halten. Dazu gehorte das Mitfiihren von Negativkontrollen und das sog. Blocken. Alle MaRRnahmen
kénnen 2.5.1 entnommen werden.

Die Qualitdt und das Alter der Schnitte kbnnen das Ergebnis beeinflussen. Aus diesem Grund

wurden alle Schnitte unter gleichen Bedingungen markiert.

4.1.4 Histologische Farbungen

Bei histologischen Farbungen handelt es sich um direkte Nachweismethoden. Mittels spezieller
Farbetechniken lassen sich die zu untersuchenden Strukturen anfarben. Auch diese Methode ist
weit verbreitet und wird eingesetzt, um Zielstrukturen farblich darzustellen und anschlieRend
auszuwerten. Histologische Farbungen sind einfach in der Anwendung und lassen sich bei genauer
Durchfiihrung gut reproduzieren. Die Farbeintensitdt hangt u.a. davon ab, wie gut die Qualitat der
Schnitte bzw. des Gewebes ist. Diese wird von Alter, Lagerung und Anfertigung der Schnitte
beeinflusst. Um Abweichungen so gering wie moglich zu halten, wurden fiir jede Farbung stets alle
Schnitte eines Versuchs zur gleichen Zeit und nach dem gleichen Protokoll bearbeitet. Das Alter
und die Lagerung der Farbeldsungen beeinflussen ebenfalls die Farbeintensitat, sodass diese

vorschriftsmaRig gelagert und bei Bedarf ersetzt wurden.

4.1.5 Quantifizierung der optischen Dichte und von Zelldichten

Im Allgemeinen handelt es sich bei der Quantifizierung der optischen Dichte bzw. von Zelldichten
um eine gute Methode, um Ergebnisse von Gewebeuntersuchungen Ubersichtlich und
vergleichbar zu machen. Damit eine einheitliche und vergleichbare Auswertung der Versuche
sichergestellt werden konnte, wurde die Quantifizierung mithilfe der Computerprogramme
»Image J“ und ,View Point” vorgenommen. Es sollten jedoch einige Aspekte beachtet werden, die
die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Da sich die Schnitte untereinander unterscheiden kdnnen, ist
es durchaus moglich, dass nicht jeder Schnitt mit derselben Belichtung und Einstellung gleich
aussieht. Die ROI aller Schnitte ist ebenso eine potentielle Quelle von Abweichungen, da die ROI
fur jeden Schnitt individuell durch den Begutachter bestimmt werden musste. Unterschiedlich
starke Intensitaten der immunmarkierten Zellen beeinflussen ebenfalls das Ergebnis. Mehrere
Methoden wurden genutzt, um diese Abweichungen moglichst gering zu halten. Die individuellen

ROIs wurden bericksichtigt, indem aus der Flache der markierten ROl und der Anzahl der
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gezahlten Zellen bzw. Partikel der Quotient bestimmt und im weiteren Verlauf verwendet wurde.
Alle Aufnahmen einer Versuchsreihe wurden zudem am selben Tag unter gleichen Bedingungen
angefertigt. Durch immer gleiche Mikroskopeinstellungen fiir die Schnitte einer Versuchsreihe

sollte die bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleistet werden.

Die optische Dichte ist u.a. abhangig von dem ausgewahlten Computerprogramm und Threshold.
Ein schlecht gewadhlter Threshold kdnnte einen unpassenden Schwellenwert nutzen. Fir zu

vergleichende Hirnschnitte wurde daher immer der gleiche Threshold verwendet.

Die Auswertung von Zelldichten und Vergabe von Scores durch den Begutachter ist nicht
vollstandig objektiv moglich, da dieser zum Beispiel eine gewisse Erwartungshaltung oder andere
Zahlkriterien als der Zweitbegutachter hat. Um dem entgegenzuwirken, wurden alle Schnitte vor
der Auswertung verblindet und anschlieBend durch zwei Begutachter ausgewertet. Pro
Versuchstier wurden auBerdem je zwei Schnitte ausgewertet und aus den Ergebnissen der

Mittelwert gebildet.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Siponimod eine Lymphozyten-unabhangige
Neuroprotektion vermittelt. Es ist also davon auszugehen, dass Siponimod auf Zellen des ZNS
Einfluss nimmt.

AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Cuprizone-induzierte Schaden auch im Rag1/-knockout-
Mausmodell auslésbar sind. Nachfolgend werden die Ergebnisse im Kontext der aktuellen

Literatur diskutiert.

4.2.1 Cuprizone-induzierte Schiden in Rag/-Mé&usen

In 3.1 wurden die Cuprizone-induzierten Schaden in Rag/-Mausen beleuchtet und dargelegt, wie
diese durch Siponimod moduliert wurden. Dazu zdhlten: Untergang von Oligodendrozyten und
Myelin, Storung der axonalen Integritdat und Aktivierung von Mikrogliazellen. Die
Gegenliberstellung der Kontrollgruppen mit den Vehikel-Behandlungsgruppen macht einen
deutlichen Unterschied in den genannten Aspekten mit einer Schadigung auf Seiten der Vehikel-
Behandlungsgruppe ersichtlich. Das lasst darauf schlieRen, dass das Cuprizone-Modell mit der Rag

/-Mauslinie kompatibel ist und ahnliche Schaden induziert wie es bei dem Cuprizone-Modell mit
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Wildtyp-Mausen der Fall ist. Zu erwdhnen ist, dass das Ausmal® der Schadigungen nicht mit
Wildtyp-Mausen eines Cuprizone-Versuches verglichen wurde. Eine direkte Gegeniberstellung
Cuprizone-induzierter Schaden von Rag/-Mausen und Wildtyp-Mausen kdnnte ein genaueres
Mal fur die Starke bzw. den Grad der Schadigungen geben. Darliber hinaus wurden nur vorher
festgelegte Pathologien des Cuprizone-Modells untersucht. Es ist denkbar, dass durch Cuprizone

auch andere Schaden in Rag/-Mausen induziert werden kénnen.

4.2.2 Siponimod-vermittelte Neuroprotektion

Die Neuroprotektion ist ein wichtiger Ansatzpunkt fiir die Behandlung der progressiven Formen
der MS. Da insbesondere das Behandlungsspektrum, im Gegensatz zu dem der RRMS, wenig
Optionen bietet. Bei der geringen Anzahl an Behandlungsoptionen fiir die progressive MS ist es
umso wichtiger zu verstehen, wie diese funktionieren und wie sie effizienter genutzt werden
konnen. Da die Rolle der Lymphozyten in der progressiven MS, wie bereits eruiert, wohl eine
untergeordnete Rolle spielt, ist deren, bereits gut belegte, Modulation weniger von Interesse fiir
die vorliegende Arbeit. Wichtiger war es, zu untersuchen, ob eine Lymphozyten-unabhangige
Neuroprotektion moglich ist, um in Zukunft an dieses Wissen ansetzen zu kdnnen.

Der Begriff der Neuroprotektion ist auflerdem nicht einheitlich definiert und umfasst verschiedene
Faktoren innerhalb verschiedener Arbeiten. Im Rahmen dieser Arbeit war Neuroprotektion wie
folgt definiert: Protektion gegeniliber Demyelinisierung, Axonschaden, Mikrogliose und Untergang
von Oligodendrozyten. Buonvicino et al. 2021 bspw. definieren Neuroprotektion im Sinne einer

Protektion gegenliber dem Verlust der Neurofilamentintegritat im CC [128].

Cohan und Kollegen zeigten, dass es starke Hinweise auf eine duale Wirkung von Siponimod gibt
[152]: die Unterdrickung inflammatorischer Autoimmunprozesse durch die Modulation von
Lymphozyten sowie die Neuroprotektion durch Modulation von Zellen des ZNS. Diese Hinweise
stlitzen meine Arbeitshypothese. Meine Ergebnisse deuten ebenfalls auf neuroprotektive Effekte
durch Modulation von Zellen des ZNS hin. Dazu zdhlten die Reduzierung der Demyelinisierung, der
Mikrogliose, der Axonschdaden und des Oligodendrozytenuntergangs. Aufgrund des von mir
genutzten Mausmodells (siehe 1.8) konnen diese Effekte nicht auf die Modulation von
Lymphozyten zuriickgefiihrt werden [153]. Zu erwdhnen ist, dass die immunhistochemischen
Markierung gegen PLP keine signifikanten Ergebnisse zeigte und in die Markierung gegen APP
lediglich eine Signifikanz der Ergebnisse zwischen der Kontroll- und Vehikelgruppe gezeigt werden

konnte. Der Unterschied der Ergebnisse zwischen der LFB/PAS Farbung und der
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immunhistochemischen Markierung mit anti-PLP ldsst sich folgendermalRen erklaren. Mit der
LFB/PAS Farbung lasst sich die chemische Beschaffenheit von Myelin und deren Veranderungen
darstellen. Die chemische Beschaffenheit dandert sich schneller als zum Beispiel Myelinproteine
abgebaut werden. Das wiederum ist ein Prozess der sich durch die immunhistochemische
Markierung mit anti-PLP darstellen ldsst. Durch die LFB/PAS Farbung lassen sich also friher
Veranderungen nachweisen. Mit einer langeren Versuchsdauer bzw. Cuprizone-Intoxikation waren
womoglich auch die Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in der anti-PLP Markierung

starker ausgefallen.

Der Untergang von Oligodendrozyten wurde in dieser Arbeit mit einer anti-OLIG2-Markierung
untersucht. OLIG2 ist ein sehr etablierter Marker fiir Oligodendrozyten [154]. Dabei exprimieren
alle Reifestufen von Oligodendrozyten OLIG2, sodass durch diesen Versuch nicht klar ist welchen
Reifegrad die nachgewiesenen Oligodendrozyten aufwiesen. Es konnte sich also um reife
Oligodendrozyten im Sinne einer Protektion handeln. Eine vermehrte Rekrutierung von
Oligodendrozytenvorlauferzellen unter Siponimod ware jedoch auch denkbar. Diese
Unterscheidung lasst sich mit OLIG2 als alleinigen Marker nicht bestimmen, kdnnte aber
Gegenstand folgender Versuche sein. Besonders im Hinblick auf die Untersuchung von

Remyelinisierungsprozessen.

Der Schutz vor einer Aktivierung von Mikrogliazellen war ebenfalls Bestandteil der Definition der
Neuroprotektion fiir diese Arbeit. Aus diversen Studien geht hervor, dass Mikrogliazellen in allen
Phasen der MS eine Rolle spielen. Sie spielen wohl aber eine duale Rolle, sodass sie je nach
reaktivem Phanotyp protektiv oder schadigend agieren kdnnen. Voet et al. postulieren, dass
Mikrogliazellen in friihen Phasen der MS noch protektive Funktionen erfiillen und erst durch eine
chronische Aktivierung zur Neurodegeneration beitragen [155]. Es gilt also zu diskutieren, ob eine
generelle Unterdriickung von Mikrogliazellen sinnhaft ist. Im Rahmen dieses Versuchs, welcher

progressive MS-Formen in den Vordergrund stellt, scheint die Neuroprotektion zu liberwiegen.
Fehlende Signifikanzen in einigen Aspekten der Arbeit konnten auf relativ kleine GruppengréRen
zurlickzuflihren sein, sodass die Ergebnisse kritisch betrachtet werden sollten. Zukiinftig sollten

daher Versuche mit grofReren Gruppen angeschlossen werden [156].

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse meine in 1.10 formulierte Arbeitshypothese.
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Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen aber lediglich, dass die Neuroprotektion durch Siponimod
Lymphozyten-unabhangig ist. Welche Zellen konkret moduliert werden und welche
Signalkaskaden von Siponimod moglicherweise induziert werden, konnte durch diese Studie nicht
identifiziert werden. Auf dieser Grundlage lassen sich nur Vermutungen anstellen, welche
Strukturen im ZNS von Siponimod direkt oder indirekt beeinflusst werden. Dazu zdhlen vermutlich
Zellen und Gewebe, welche S1PR exprimieren, beispielsweise Astrozyten und Oligodendrozyten.
Herauszufinden, um welche Zellen es sich dabei genau handelt, sollte Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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4.3 AbschlieRende Bemerkung

Die Modulation von S1PR durch Siponimod bietet eine vielversprechende Behandlungsoption fir
die SPMS. Ein moglicher Wirkmechanismus von Siponimod wurde in dieser Arbeit an einem
toxischen MS-Tiermodell untersucht.

Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, dass Siponimod eine Neuroprotektion unabhangig von einer
Lymphozytenmodulation vermittelt. Auf dem Boden dieser Erkenntnisse kénnten weiterfiihrend
spezielle Mauslinien oder Zellkulturen eingesetzt werden, welche sich auf die Exprimierung von
S1PR1 und S1PRS5 fokussieren. Dazu sind bereits Versuche von meiner Arbeitsgruppe durchgefihrt
worden [108].

Das detailliertere Wissen lber die Modulation von S1PR ist von klinischer Relevanz, um eine
gezieltere Behandlung der SPMS zu gewahrleisten und den Wirkmechanismus bereits genutzter
Medikamente besser verstehen zu kdnnen. Dariiber hinaus kdnnte dieses Wissen zu einem
besseren Verstdandnis der Krankheitsentstehung von MS verhelfen und damit die Pravention und

Heilungschancen verbessern.
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7 Material und Chemikalien

Tabelle 11 Material und Chemikalien

Chemikalie Hersteller/Firma | Bestellnummer
5X First Strand Puffer Invitrogen 1843648

10X PCR Puffer 1928063 (1952345)
3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Chromogen Dako K3468
3,3-Diaminobenzidin (DAB) + Substrat Dako K3468

Agarose (Standart) Roth 448275977
Brom Phenol Blau Roth 06894061
Chloroform/Trichlormethan Roth 428254651
Citronensdaure-Monohydrat Merck 5949-29-1
Cuprizone (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon) | Alfa Aesar A10628
Deckglaser (24x50mm) Menzel-Glaser 19 00 02450
Depex Serva 18243.02
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Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth T877.1
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck 1.06580.1000
DNTP mix peglab DM1-818107A
DTT Invitrogen 1790765
Easy Ladder | Bioline HTS1-516111
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat Roth X986.2
Elite ABC-Kit VECTASTAIN PK-6100
Eosin Y/G (gelblich) Merck 1,159,350,025
Essigsaure (Eisessig) J.T.Baker 6052
Ethanol 100 % Walter-CMP WAL642 6025
Ethanol 50 %, 70 %, 90 %, 96 % Walter-CMP WAL641 6025
Formaldehydl6sung 37 % Merck 1.03999. 1000
Formaldehydlésung 37 % Roth 7398.4
Futtermehl Ssniff V1530-000
Glycerol 87 % Roth 055223902
Immu-Mount™ — Shandon Thermo Scientific | 9990402
Kaliumchlorid Roth 6781.3
Kaliumdihydrogenphosphat Roth P018.2
Ketamin 10 % HFW Zul.-Nr. 27015.00.00
Kresylviolett (Acetat) Sigma C5042-10G
Lithiumcarbonat Merck 1.05680.0250
Magnesiumchlorid Bioline 1959416 (18067-017)
Mayers Hamalaunlésung Merck 1.09249.0500
Midori Green Nippon Genetics | 495MG29118
Europe GmbH
M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen 1823696
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My Taq DNS Plymerase Bioline PL307-B065950
MY TAq Red Reaction Buffer Bioline PL307-B065950
Natriumacetat, wasserfrei Merck 1.06268.0250
Natriumchlorid Roth 0962.2
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck 1.06346.1000
Natronlauge (NaOH) Merck 1.06469.1000
Normales Ziegenserum Vector S-1000
Paraffin, 57-60°C Merck 1.07158.9025
Perjodsaure Merck 1.00524.0100
PeqGold TriFast VWR Life Science | 011419-3
Propanol Roth 488277842
Random Primer Invitrogen 2000065
Salzsaure (HCl), 37 % Merck 1.00317.1000
Solvent Blue 38 Sigma $3382-25G
Superfrost Plus Objekttrager Thermo Scientific | JISO0AMNZ
Taq Polymerase VWR Life Science | BT-51203
Tris (PUFFERAN®) Roth AE15.2
UltraPure DNase/RNase freies destilliertes
Wasser (UP Wasser)
Wasserstoffperoxid 35 % (H203) Merck 1.08600.1000
Xylazin (Rompun® 2 %) Bayer Zul.-Nr.
6293841.00.00
Xylol J.T.Baker 8118.25

8 Puffer, Blockseren und Farbel6sungen

e PBS-Puffer (10x Lésung):

400 g Natriumchlorid
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PBS-Puffer (1x Lésung):

Tris-EDTA-Puffer:

Citratpuffer:

1X TAE-Puffer:

10X TAE-Puffer:

5X DNS loading Puffer:

Blockserum (1):

Blockserum (2):

0,35 % H»0::

10 g Kaliumchlorid
84 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
13,5 g Kaliumdihydrogenphosphat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,4 eingestellt

500 ml PBS (10x Losung)
4500 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,4 eingestellt

6,05 g Tris
1,85 g EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 9,0 eingestellt
11,5 g Citronensaure-Monohydrat
5000 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 6,0 eingestellt
200 mI10X TAE-Puffer
Mit Aqua dest auf 2 | auffiillen
96,88 g Tris Pufferan
22,854 ml 100% Essigsaure
40 ml 0,5M EDTA
Mit Aqua dest. auf 1,8 | auffiillen
pH auf 8 einstellen und mit Aqua dest. auf 2 | auffillen
57,4 ul 87 % Glycerol
42,6 ul Aqua dest.
eine Pipettenspitze Phenolblau
circa sechs Tropfen NaOH 1-2M
Verdiinnung 1:20
2,5 ml Normales Eselserum
47,5 ml PBS (1x)
Verdiinnung 1:20
2,5 ml Normales Ziegenserum
47,5 ml PBS (1x

Verdiinnung 1:100
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DAB-Komplex:

Fixierlosung:

Hamatoxylin-Farblésung:

Eosin-Farbl6sung:

Natriumacetat-Puffer

LFB-PAS-Farblosung:

1 ml H202(35%)
99 ml PBS
Verdiinnung 1:50
20 ul DAB-Chromogen
980 pl DAB-Substrat
4,6 g Natriumdihydrogenphosphat
8,0 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
100 ml Formaldehydldosung 37 %
900 ml destilliertes Wasser
filtriert und pH-Wert auf 7,4 eingestellt
250 ml Mayers Hamalaunldsung filtriert
0,2 % Losung (Eosin Y)
Agua dest.
ein Tropfen Essigsaure
/100 ml
1,088 g Natriumacetat
200 ml destilliertes Wasser
0,1 g Solvent Blue 38
100 ml 96 % Ethanol
0,5 ml 100 % Essigsaure

0,05 % Lithiumcarbonatlosung: 0,05 g Lithiumcarbonat

0,5 % Perjodsaure:

100 ml Aqua dest
1,5 g Perjodsaure

300 ml Aqua dest

Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC-Komplex): 2400 pl PBS

50 pl Reagenz A

50 ul Reagenz B
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11 Thesen

1.

10.

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS), bei der
es zur Infiltration peripherer Immunzellen in das ZNS, zur Aktivierung von Immunzellen

des ZNS und dem Untergang von Myelin und Oligodendrozyten kommt.

Nach der konsensbasierten S2k-Leitlinie existieren elf Medikamente zur Therapie der
schubférmigen MS, fur die sekundar progressive MS (SPMS) nur vier Medikamente.

Die Wirkweise von Siponimod beruht auf einer selektiven Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptor (S1PR)-Blockade, welche zu einer Modulation von Lymphozyten fihrt. Der
bisher vorherrschende Therapieansatz in der Medikamentenentwicklung der SPMS fokussiert
sich auf die Modulation von Lymphozyten.

Im Ragl/-knockout-Mausmodell lassen sich Cuprizone-induzierte Schaden, wie
Demyelinisierung, Mikrogliose und axonale Schadigungen, auslosen.

In dem Cuprizone-Tiermodell, einem toxischen Multiple Sklerose Tiermodell, ldsst sich
mittels Siponimod eine Zytoprotektion im Sinne von folgenden Faktoren vermitteln:
Protektion gegenliber Demyelinisierung, Mikrogliose, axonaler Schadigung und dem
Untergang von Oligodendrozyten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Cuprizone-induzierte Schiden auch im Ragl/-
knockout-Mausmodell auslésbar sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Siponimod unabhdngig von einer
Lymphozytenmodulation Einfluss auf Zellen des ZNS nimmt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Siponimod nicht nur immunmodulatorische
sondern auch zytoprotektive Effekte vermittelt.

Die Kenntnisse Uber die Funktionsweise von Siponimod sind essentiell zur
Weiterentwicklung der Therapieoptionen der SPMS sowie dem tieferen Verstandnis der
Pathogenese.

Zukilnftige Untersuchungen sollten sich mit der Verteilung von Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren (S1PRs) auf verschiedenen Zelltypen und deren Modulation unter Nutzung

von z.B. Zellkulturen und speziellen Mauslinien beschaftigen.
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