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1 Zusammenfassung

Multiple Sklerose stellt ein hdufiges neurologisches Krankheitsbild dar, fiir das es bisher
keine ursdchliche Therapie gibt und dessen palliative und symptomatische Therapie oft mit
einer Vielzahl an Nebenwirkungen einhergeht. Um die komplexe Pathophysiologie besser zu
verstehen, werden seit Jahrzehnten verschiedene Mausmodelle der Multiplen Sklerose
eingesetzt, aus deren Erforschung bereits neue Therapieoptionen hervorgegangen sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden das toxische Cuprizon-Modell und das immunologische EAE-
Modell verwendet, um mogliche positive Wirkungen des Gichtmedikaments Probenecid zu
untersuchen. Es sollte tiiberpriift werden, ob Probenecid im Cuprizon-Modell eine
Demyelinisierung des optischen Nervens verringert und ob eine Probenecid-Therapie im
EAE-Modell den Krankheitsverlauf der Versuchstiere giinstig beeinflusst. In beiden Modellen
sollten Zellzahlveranderungen mit durchflusszytometrischen Messungen verschiedener
Leukozyten-Populationen in Blut und Milz detektiert werden, um so mogliche Hinweise auf
eine immunologische Wirkung von Probenecid zu erhalten. Es wurde jeweils eine
Versuchsgruppe mit einer tiglichen intraperitonealen Probenecid-Injektion behandelt.

Im Cuprizon-Versuch wurden von den entnommenen optischen Nerven ultrastrukturelle
Querschnittsaufnahmen erstellt, auf denen die Axon-Durchmesser und g-ratios bestimmt und
mithilfe der Generalized Estimating Equation miteinander verglichen wurden. Hierbei zeigte
sich ein signifikant groBerer medianer Axon-Durchmesser der mit Cuprizon therapierten
Versuchsgruppe im Vergleich zu den Gruppen ohne Probenecid-Therapie, was einen
deutlichen Hinweis gibt, dass eine Probenecid-Therapie Demyelinisierungsvorgdnge mindert.
Die Ursache dieser Probenecid-Wirkung liegt moglicherweise in einer Reduktion von
oxidativem Stress oder in einem IL-1f3 vermittelten immunologischen Mechanismus, der sich
auch auf den Neuritenschaden, der als Folge der Demyelinisierung entsteht, auswirkt.
Interessant ist an dieser Stelle auch, dass die Demyelinisierung im optischen Nerven generell
geringer ausgeprigt war, als in anderen Hirnregionen. Nach Blut- und Milzentnahme wurden
die abgezihlten Leukozyten gefarbt und durchflusszytometrisch absolute und prozentuale
Zellzahlen verschiedener Leukozyten-Populationen bestimmt. In diesen Messungen fiel im
Cuprizon-Versuch besonders auf, dass der prozentuale Anteil der CD3'CD4'CD25"
Lymphozyten in der Standardfutter-Gruppe sowohl im Blut als auch in der Milz signifikant
hoher als in allen CPZ-Gruppen war, wihrend in den anderen Zellpopulationen keine
Unterschiede im Gruppenvergleich auftraten. Dass die Unterschiede fast ausschlieBlich in der

Population der CD25'-Zellen gefunden wurden, kann die These aufkommen, dass diese
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Zellen im CPZ-Modell vermindert auftreten, ohne dass dies durch eine Probenecid- oder
Solvent-Therapie beeinflusst wurde.

Die EAE-Tiere wurden mit einer MOG-Emulsion immunisiert und anschlieend tiglich
untersucht, um anhand eines Scores den Krankheitsverlauf zu beurteilen. Ab einem
bestimmten Krankheitsstadium wurden die Tiere mit Probenecid therapiert. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass eine Probenecid-Therapie den Krankheitsverlauf giinstig beeinflusst.
Es wurde ein Aufhalten der Symptomprogredienz gezeigt, die dosisabhingig war, da erst eine
Probenecid-Dosis von 250 mg pro kg Korpergewicht ausreichte, um eine positive
therapeutische Wirkung nachzuweisen. Da Probenecid Pannexin-Kandle und P2X7-
Rezeptoren blockiert, kann davon ausgegangen werden, dass dieser Angriffspunkt ein
Ausgangspunkt mehrerer Prozesse mit unterschiedlichen und weitreichenden Folgen darstellt,
von dem ausgehend verschiedene Mechanismen der Oligodendrozyten- und Neuronen-
Schiadigung ablaufen. Wahrscheinlich scheint hier einerseits ein Mechanismus, der ebenfalls
ausgehend von IL-1B iiber den Signalweg der Inflammasom-Aktivierung auf die Blut-
Hirnschranke und auf unterstiitzende Zellen des angeborenen Immunsystems wirkt,
andererseits aber auch direkt eine Wirkung auf T-Lymphozyten entfaltet. Gestiitzt wird dieser
Gedanke dadurch, dass im 250 mg EAE-Versuch der prozentuale Anteil der CD3"°CD4"
Zellen pro Milz die Anteile der Kontroll-Gruppe und der EAE/PBN iiberstieg. Man konnte
also hier davon ausgehen, dass bei zwar gleichgebliebener Treg-Anzahl, die Anzahl der
autoreaktiven CD4" T-Helferzellen in der EAE- und EAE/solvent-Gruppe am Ort der
Antigenprésentation im peripheren lymphatischen Organ zugenommen hat, wéhrend dies
durch ein Probenecid-Therapie unterblieb.

Diese Arbeit gibt Anhaltspunkte dafiir, dass Probenecid als Therapeutikum bei Multipler
Sklerose durchaus Sinn macht, da eine Therapie im Mausmodell nicht zu vernachlédssigende
Vorteile erbracht hat. Zusétzlich spricht das geringe Nebenwirkungsprofil in Verbindung mit
der langen Erfahrung im Umgang mit dem Medikament zumindest fiir eine unterstiitzende
Therapie. Es miissen jedoch einzelne Teilaspekte in weiterer Forschung genauer geklart
werden, um die Pharmakodynamik des Medikaments in Bezug auf die Pathophysiologie der

Multiplen Sklerose besser zu verstehen.



1 Summary

Multiple sclerosis is a common neurological disorder for which there is no causal therapy and
whose palliative and symptomatic therapy is often associated with a variety of side effects. In
order to better understand the complex pathophysiology, various mouse models of multiple
sclerosis have been used for decades, from which research new therapeutic options have
already emerged. In the present work, the toxic cuprizone model and the immunological EAE
model were used to investigate possible positive effects of the gout medication probenecid. It
should be examined whether probenecid in the cuprizone model reduces demyelination of the
optical nerve and if a probenecid therapy in the EAE model favorably affects the course of the
disease of the test animals. In both models, cell number changes should be detected by flow
cytometry measurements of different leukocyte populations in blood and spleen in order to
obtain possible evidence of an immunological effect of probenecid. One experimental group
was treated with a daily intraperitoneal injection of probenecid.

In the cuprizone test, the ultrastructural cross-sections were obtained from the extracted
optical nerves, on which the axon diameter and g-ratios were determined and compared with
the Generalized Estimating Equation. A significantly larger median axon diameter of the
cuprizone treated experimental group was compared with the groups without probenecid
therapy, which clearly indicates that a probenecid therapy reduces demyelination. The cause
of this probenecid effect may be a reduction in oxidative stress or in an IL-1B-mediated
immunological mechanism affecting neurite damage resulting from demyelination. It is also
interesting at this point that the demyelination in the optical nerves was generally less
pronounced than in other brain regions. After blood sampling and spleen removal, the
abolished leukocytes were stained and absolute and percentage cell numbers of different
leukocyte populations were determined by flow cytometry. In these measurements, the
percentage of CD3°CD4°CD25" lymphocytes in the standard feed group was significantly
higher in both the blood and spleen than in all CPZ groups, whereas in the other cell
populations there was no difference in the group comparison. The fact that the differences
were found almost exclusively in the population of the CD25" cells can lead to the thesis that
these cells are reduced in the cuprizone model without this being influenced by probenecid or
solvent therapy.

The EAE animals were immunized with an MOG emulsion and then examined daily to assess
the course of the disease by means of a score. From a certain stage of the disease the animals

were treated with probenecid. It was found that probenecid therapy had a favorable effect on
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the course of the disease. There was shown a dose-dependent positive therapeutic effect, a
dose of 250 mg per kg of body weight was needed to demonstrate a positive therapeutic
effect. Since Probenecid blocks pannexin channels and P2X7 receptors, it can be assumed that
this attack point is a starting point of several processes with different and far-reaching
consequences, starting with different mechanisms of oligodendrocyte and neuronal damage. It
is probable that on the one hand, a mechanism which also acts as a starting-point for IL-1p via
the signaling pathway of inflammasome activation on the blood-brain barrier and on
supporting cells of the innate immune system also appears to have an immediate effect on T-
lymphocytes. This idea is supported by the fact that in the 250 mg EAE experiment, the
percentage of CD3"CD4" cells per spleen exceeded the proportions of the control group and
the EAE/PBN. Thus, the number of autoreactive CD4" T helper cells in the EAE and
EAE/solvent group at the site of antigen presentation in the peripheral lymphatic organ has
increased while the Treg number remains the same, while this did not occur through a
probenecid therapy.

This work provides evidence that probenecid as a therapeutic agent in multiple sclerosis
makes sense, since a therapy in the mouse model has not led to negligible advantages. In
addition, the low side-effect profile in combination with the long experience with the drug
speaks at least for a supporting therapy. However, individual partial aspects have to be
clarified in further research in order to better understand the pharmacodynamics of the drug

with regard to the pathophysiology of multiple sclerosis.



2 Einleitung

2.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-inflammatorische Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), die durch Demyelinisierung und axonale Schidigung
zentraler Neurone gekennzeichnet ist (Gold et al., 2006). Die Erkrankung, von der weltweit
zirka 2,5 Millionen Menschen betroffen sind (Tullman, 2013), beginnt zumeist im frithen bis
mittleren Erwachsenalter und zeigt eine Haufung beziiglich des weiblichen Geschlechts
(Hauser and Oksenberg, 2006) und beziiglich auf industrialisierten Kontinenten wie Europa,
Nordamerika oder Australien lebenden Menschen (Noseworthy et al., 2000). Die klinische
Manifestation der MS ist abhéngig von der Lokalisation der demyelinisierten Herde im ZNS,
somit reicht sie von sensiblen und motorischen Ausfillen, liber Gesichtsfeldausfille bei
Entziindung des optischen Nervens, bis hin zu kognitiven Schwierigkeiten und Depressionen
(Compston and Coles, 2008). Bei ungefiahr 85% der Patienten tritt als hdufigste Verlaufsform
die sogenannte ,relapsing-remitting MS (RR-MS) auf, die durch schubformige Episoden
gekennzeichnet ist. Wihrend der Episoden treten neurologische Symptome auf, die sich iiber
eine langere Zeit wieder zuriickbilden (Remission), jedoch geht diese Verlaufsform meistens
in eine sekundir progrediente (SP-MS) iiber, bei der mehr und mehr eine dauerhafte
neurologische Symptomatik bestehen bleibt (Hauser and Oksenberg, 2006). Weiterhin kdnnen
wihrend der Schubepisode mit Magnetresonanztomographie demyelinisierte Herde in der
Weillen Substanz detektiert werden. Zirka 10% der Patienten zeigen von Krankheitsbeginn an
eine sich kontinuierlich verschlechternde Verlaufsform mit fortschreitender neurologischer
Symptomatik, die als primdr progrediente MS (PP-MS) bezeichnet wird. (Hauser and
Oksenberg, 2006). Es wird davon ausgegangen, dass die Pathogenese der MS auf
Immunsystem-vermittelter Inflammation beruht, jedoch auch von genetischen und
umweltbedingten Faktoren beeinflusst wird (Hemmer et al., 2015). Hier wird beispielsweise
verschiedenen Allelen des Gens HLA DRBI, das fiir die an der Antigenprédsentation
beteiligten Haupthistokompatibilititskomplexen II (MHC II)-Molekiile kodiert, eine
besondere Bedeutung fiir das vermehrte Auftreten der MS zugesprochen (Sawcer and
Hellenthal, 2011). Ein Umweltfaktor, der epidemiologisch mit einem erhéhten Risiko an MS
zu erkranken in Verbindung gebracht wird, ist die Infektion mit Epstein-Barr-Virus (Levin et
al., 2010). Diese Erkenntnis stirkt auch eine Hypothese der MS-Entstehung, wobei
autoreaktive T-Zellen durch infektiose Antigene in peripheren lymphatischen Organen

aktiviert werden und nach Einwandern ins ZNS eine Autoimmunreaktion auslosen. Die
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Entstehung beruht hier auf dem Mechanismus der sogenannten ,,molekularen Mimikry*
(Fujinami and Oldstone, 1985). Bei diesem Mechanismus konnen T-Zellen durch ein
exogenes mikrobielles Protein, das strukturelle Ahnlichkeit zu einem kdrpereigenen Protein
aufweist, aktiviert werden und sich so gegen diese korpereigenen Proteine, wie zum Beispiel
myelin basic protein (MBP), richten (Wucherpfennig and Strominger, 1995). Eine andere
Moglichkeit fiir die Entstehung autoreaktiver T-Zellen und damit eine Mdglichkeit der MS-
Entstehung besteht darin, dass im Thymus natiirliche, zufillig entstandene autoreaktive T-
Zellen nicht negativ selektiert werden, der Apoptose entgehen und vom Thymus aus in den
Korper und somit auch in ZNS gelangen (Yin et al., 2011). AuBlerhalb des Thymus fiihrt
vermutlich ein vermindertes Auftreten von regulatorischen T-Zellen (Tregs) bei MS-Patienten
dazu, dass die autoimmune Wirkung dieser autoreaktiven T-Zellen nicht von Tregs
unterdriickt wird (Viglietta et al., 2004). Neben dem "molekularen Mimikry" gilt die
sogenannte "bystander activation" als weitere Ursache, die zur Pathogenese der MS beitréigt.
In dem Fall flihrt eine mikrobielle Infektion zur Aktivierung von Antigenpridsentierenden
Zellen (APC), wie dendritischen Zellen, die dann wiederum vorformierte autoreaktive T-
Zellen aktivieren (Fujinami et al., 2006). Durch ,,molekulares Mimikry* oder ,,bystander
activation* entstandene ZNS-spezifische autoreaktive T-Zellen gelangen im Normalfall nicht
ins ZNS, da die Blut-Hirn-Schranke (BBB), die hauptsichlich aus Astrozyten und speziellen
Endothelzellen aufgebaut ist, neben korperfremden Stoffen auch Immunzellen am Ubertritt
ins ZNS hindert (Ortiz et al., 2014). Bei MS-Patienten wurde eine erh6hte Durchlissigkeit der
BBB festgestellt (Tofts and Kermode, 1989), was autoreaktiven T-Zellen die Migration ins
ZNS erleichtert. Nachdem diese ins ZNS eingewandert sind und ihr spezifisches
korpereigenes Antigen als pathogen erkannt haben, schiitten sie eine Vielzahl an Zytokinen
aus, die einerseits zur Demyelinisierung beitragen, aber andererseits auch die BBB zerstoren
und so die erleichterte Migration weiterer Immunzellen ermdglichen (Hemmer et al., 2015).
Neben weiteren Lymphozyten wandern auch Zellen des angeborenen Immunsystems, wie
Makrophagen, ins ZNS ein. An dieser Stelle setzt das Zweitlinientherapeutikum Natalizumab
an, ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der durch Hemmung des Integrin a4f1-
Molekiils, die Migration von Leukozyten iiber die BBB ins ZNS inhibiert und so die
Krankheitsprogression und die Anzahl der Schiibe und der demyelinisierenden Herde
signifikant vermindert (Polman et al., 2006; Yednock et al., 1992). Die eingewanderten
Makrophagen tragen zusammen mit Mikrogliazellen (Gold et al., 2006) durch
Stickstoffmonoxid (Redford et al., 1997), Matrixmetalloproteasen (Leppert et al., 2001) und
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Hauser and Oksenberg, 2006), aber auch CD8" T-Zellen
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(Salou et al., 2015), zur Entstehung von demyelinisierten Herden und Zerstérung oder
Blockade von Axonen, und damit auch der zugehorigen Neuronen, bei (Gold et al., 2006;
Hemmer et al., 2015). Es wird davon ausgegangen, dass gerade dieser zentrale Neuronen-
Verlust, der in Folge der Demyelinisierung oder direkt durch die toxischen Mediatoren
entsteht, die fortschreitende Progression der MS-Symptomatik verursacht (Filippi and Rocca,
2005; Neumann, 2003). Die heterogene Klinik der MS, ihre verschiedenen Verlaufsformen
und die autoimmun-vermittelte Pathogenese (Gold et al., 2006), die mit Demyelinisierung und
neuronaler Schiadigung einhergeht wurde in verschiedenen Mausmodellen der MS erforscht
und somit besser, wenn auch bisher noch unzureichend, verstanden. Gerade die hier
beschriebene autoimmune, durch T-Zellen vermittelte Pathogenese spiegelt sich im
Mausmodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), bei der durch

Immunisierung eine MS-dhnliche Erkrankung der Méuse ausgeldst wird, wider (Gold et al.,

2006).

2.2 Cuprizon-Modell

Diesem immunologischen Modell der EAE steht das toxische Cuprizon-Modell gegeniiber.
Zwar imitiert dieses die Komplexitét der autoimmunen Prozesse der Multiplen Sklerose beim
Menschen weniger gut, es lassen sich hier jedoch Prozesse der De- und Remyelinisierung
besser zeigen (Blakemore and Franklin, 2008). Cuprizon (Biscyclohexanonoxaldihydrazon,
CPZ) ist ein Chelator, der, systemisch verabreicht, vermehrte Kupferausscheidung der Mause
und eine Apoptose von Oligodendrozyten mit anschlieBender axonaler Demyelinisierung
bewirkt (Matsushima and Morell, 2001; Venturini, 1973). Erstmals wurde das CPZ-Modell
1966 von Carlton beschrieben, der bei Mdusen nach Cuprizongabe eine Demyelinisierung
bemerkte (Carlton, 1966). Der genaue Pathomechanismus, der ausschlieBlich zum Untergang
der Oligodendrozyten fiihrt, ohne dass andere Zellpopulationen betroffen sind, ist bisher nur
unvollstindig verstanden (Torkildsen et al., 2008). Eine Hypothese, die aufgekommen ist,
nachdem in Axonen von Cuprizon-behandelten Mausen eine immense Vergroflerung von
Mitochondrien festgestellt wurde (Suzuki, 1969), geht davon aus, dass der Kupferentzug eine
Schiadigung von Mitochondrien der Oligodendrozyten verursacht. Die Entstehung dieser
sogenannten ,,Megamitochondrien* (Wagner and Rafael, 1977) geht mit vermehrter Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in den Mitochondrien einher, die moglicherweise
durch Beeintrachtigung der Atmungskette und Storung daran beteiligten Enzyme und
Cofaktoren begiinstigt wird (Flatmark et al., 1980; Hoppel and Tandler, 1973; Praet et al.,

2014). Hinzu kommt eine Vergroflerung des Endoplasmatischen Retikulums (Hemm et al.,
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1971) mit Beeintrachtigung der Protein- und Lipidbiosynthese (Goldberg et al., 2013; Praet et
al., 2014). Oligodendrozyten erbringen hohe Syntheseleistungen fiir stindige
Myelinumbauprozesse, die einerseits Energie in Form von ATP und andererseits Proteine und
Lipide als Membranbausteine bendtigen. Vermutlich wird die Apoptose dieser Zellen
letztendlich durch eine Kombination aus Energiedefizit, insuffizienter Protein- und
Lipidsynthese und direkter Zellzerstorung durch oxidativen Stress hervorgerufen (Praet et al.,
2014; Zendedel et al., 2013). Erstaunlich ist hierbei, dass Oligodendrozyten—Progenitor-
Zellen (OPC), die anfalliger fiir ROS sind, nicht absterben (Butts et al., 2008). Im haufigsten
verwendeten Versuchsaufbau, der in dhnlicher Form auch von uns benutzt und von Hiremath
et. al. 1998 initiiert wurde, werden 8 Wochen alte C57BL/6 Miuse 6 Wochen lang (in
unserem Modell 20 Tage) einer 0,2%-igen CPZ-Didt unterzogen, was zunichst zur
Demyelinisierung und nach Futterumstellung auf Standardfutter zur spontanen Remission mit
Remyelinisierung flihrt (Hiremath et al., 1998). Ein Ausdehnung der didtetischen Fiitterung
auf einen Zeitraum von mindestens 12 Wochen zieht eine chronische Demyelinisierung mit
nur mangelhafter Remyelinisierung nach sich (Matsushima and Morell, 2001). Aufgrund
dieser Erkenntnisse war die Erforschung von akuter beziehungsweise chronischer
Demyelinisierung und Remyelinisierung mit einfachen Versuchsbedingungen, geringer
klinischer Symptomatik der Tiere und guter Reproduzierbarkeit verbunden (Praet et al., 2014;
Zendedel et al., 2013). Der komplexe Prozess der Remyelinisierung beginnt mit der
Proliferation von  Oligodendrozyten-Progenitor-Zellen. Diese wandern zu den
demyelinisierten Arealen, differenzieren sich zu Oligodendrozyten und umwickeln die
entmarkten Axone mit der Myelinmembran (,,axonwrapping®, (Zendedel et al., 2013))
(Franklin and Ffrench-Constant, 2008). Bevor dieser Vorgang ablaufen kann, kommt es
vermutlich zum Einwandern von Makrophagen und Mikrogliazellen, die Zelldetritus und
abgestorbene Oligodendrozyten phagozytieren und somit die Voraussetzung fiir eine
Ansiedlung neu differenzierter Oligodendrozyten schaffen (Voss et al., 2012). Dies bedeutet,
dass eine Remyelinisierung nur nach zuvor erfolgter Immunreaktion stattfinden kann. Die
Rolle, die T-Lymphozyten hierbei spielen, ist bisher nicht verstanden. Einerseits wird davon
ausgegangen, dass Lymphozyten nicht zur Pathogenese des CPZ-Modells beitragen
(Hiremath et al., 2008), was unter anderem dadurch erklirt wird, dass das Kupfer-abhédngige
und fiir die Proliferation von aktivierten T-Zellen notwendige Zytokin IL-2 in zu geringer
Menge vorhanden ist (Matsushima and Morell, 2001). Andererseits haben Mana et. al.
autoimmune T-Zellen in mit Cuprizon behandelten Méusen gefunden, die in vitro nach

Kontakt mit Myelinproteinen eine vermehrte Ausschiittung von IL-10 zeigten (Mana et al.,
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2009). Beim Cuprizon-Modell gibt es im Gegensatz zu immunologischen Modellen, wie der
MOG-induzierten EAE, kein Scoring-System, da die Miuse hier keine einheitliche Klinik
ausbilden. Die Symptomatik ist von mehreren Faktoren abhdngig, wie beispielsweise der
Lokalisation der Demyelinisierung, wobei die Maiuse unter anderem motorische und
koordinative Defizite, Verhaltensauffalligkeiten, Gewichtsverlust oder einen Hydrocephalus
zeigen (Praet et al., 2014). Obwohl die Pathogenese der Multiplen Sklerose sich von der des
Cuprizon-Modells unterscheidet, ist das Toxin-vermittelte Modell bestens geeignet, um die
De- und Remyelinisierung verstandlicher zu machen, um moglicherweise neue therapeutische
Ansitze fiir die menschliche Erkrankung zu etablieren, die nicht an immunologischen
Prozessen ansetzen (Procaccini et al., 2015). Durch die zusitzliche Anwendung des CPZ-
Modells konnten beispielsweise Deshmukh et. al. zeigen, dass eine signifikante Senkung des
klinischen Score-Werts im EAE-Modell weniger auf einer immunsuppressiven Wirkung des
Medikaments und viel mehr auf einer Beeinflussung von Remyelinisierungs-Vorgéingen

beruhte (Deshmukh et al., 2013).

2.3 Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) stellt ein immunologisches
Tiermodell der Multiplen Sklerose dar. Durch subkutane Immunisierung des Tiers mit
bestimmten Bestandteilen des zentralen Nervensystems (ZNS), wie myelin basic protein
(MBP), myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) oder proteolipid protein (PLP), oder
durch den Transfer antigenspezifischer T-Zellen (Ben-Nun et al., 1981) beginnt nach einer
Latenzphase ein inflammatorischer Prozess, der zur Schidigung neuronaler Myelinscheiden,
zur sogenannten Demyelinisierung, und der damit verbundenen Symptomatik fiihrt (Gold et
al., 2000).

Das EAE-Modell ist das am héufigsten verwendete immunologische Tiermodell in der
Forschung zur Pathogenese der Multiplen Sklerose, bei dem eine Immunisierung der Tiere
mit ZNS-Antigenen eine autoimmun-vermittelte Erkrankung des ZNS ausldst (Procaccini et
al., 2015). Erstmals wurde ein solches Modell 1933 beschrieben. Rivers et al. impften hierbei
wiederholt Rhesusaffen mit ZNS-Gewebe von Kaninchen, was nach einer Vielzahl von
Injektionen zu demyelinisierenden Schiddigungen im zentralen Nervensystem der Primaten
fiihrte (Rivers et al., 1933). Verbessert wurde die Technik durch die Kombination der
Antigeninjektion mit complete Freund's adjuvant (CFA) (Kabat et al., 1951) und spéter

zusétzlich durch eine Booster-Injektion mit Pertussis-Toxin (PTX) (Munoz and Mackay,



1984), wodurch mittlerweile eine einzelne Injektion ausreicht, um die gewiinschte
Immunreaktion bei dem Versuchstier hervorzurufen (Gold et al., 2006).

Die so injizierten Antigene werden von APC aufgenommen, prozessiert und in lokalen
Lymphknoten iiber MHC-II-Molekiile CD4" T-Helferzellen prisentiert. Nachdem die T-Zelle
mit ithrem T-Zellrezeptor (TCR) an das présentierte Antigen gebunden hat, schiittet die APC
eine Vielzahl an Mediatoren aus, darunter IL-12 und IL-23 (Cua et al., 2003), was zur
Aktivierung, Differenzierung und Proliferation der T-Zelle fiihrt. Die so entstandenen IFN-y
sezernierenden CD4" Thl- (Hofstetter et al., 2005) und IL-17 produzierenden Th17-Zellen
(Murphy and Stockinger, 2010) wandern ausgehend von dem sekundér lymphatischen Organ
durch den ganzen Korper des Tieres, aufgrund ihrer Aktivierung auch durch die
Bluthirnschranke (BBB) ins ZNS, wo sie auf ihr spezifisches Antigen treffen (Kuerten and
Lehmann, 2011; Targoni et al., 2001). Nach Antigenkontakt setzt die T-Zelle ithre humoralen
Botenstoffe frei und 16st eine Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spiét-Typ aus. Eine lokale
Inflammation mit Infiltration von Makrophagen und unspezifischen T-Zellen, die wiederum
eine Flut an Zytokinen und Sauerstoffradikalen ausschiitten, bewirkt schlieBlich die
Zerstorung der umliegenden Myelinscheide (Kuerten and Lehmann, 2011). Aufgrund noch
nicht verstandener Mechanismen kommt es nach einiger Zeit zum Abklingen der Entziindung.
Wenn die Nervenzelle mit ihrem demyelinisierten Axon und der zugehorige Oligodendrozyt
zu diesem Zeitpunkt noch intakt sind, beginnen ein Prozess der Remyelinisierung und ein
Riickgang der Symptomatik. Nichtsdestotrotz enden die dauerhaften Entziindungsvorginge
im ZNS in irreversibler Gewebeschiddigung (Kuerten and Lehmann, 2011; Trapp et al., 1998).
Wie auch die Multiple Sklerose beim Menschen kann die EAE unterschiedliche
Verlaufsformen annehmen; hierbei spiegelt sich die Methodik der EAE-Induktion aufgrund
Verwendung verschiedener Induktionsagenzien und Tierstimme in heterogener Klinik der
Tiere wider. So verlduft eine mit MOGs;s.s5 induzierte EAE bei C57BL/6 Miusen chronisch-
progredient (Mendel et al., 1995), wihrend eine Immunisierung von SJL/J Méusen mit
PLPj39.151 zu einer relapsing-remitting EAE fiihrt (Whitham et al., 1991). Im Unterschied zur
sehr heterogenen Klinik der menschlichen MS bildet sich in diesem Mausmodell eine
typische Symptomatik des Bewegungsapparates aus, die mit motorischen Ausfillen der
Schwanzmuskulatur beginnt, tiber die untere Extremitdt bis hin zu den Vorderldufen aufsteigt
und schlieBlich zu einer vollstindigen Tetraplegie des Tieres fiihrt. Gerade der Einsatz
transgener Méuse ermoglicht die Erforschung einzelner molekularer Mechanismen, die an der
Krankheitsentstehung beteiligt sind (Rangachari and Kuchroo, 2013). Ein Kritikpunkt an der
MOG-induzierten EAE bei Miusen hingegen besteht darin, dass die Schidigungen weniger
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durch Demyelinisierung, sondern grofBtenteils durch direkte Gewebezerstorung, auch von
Nervenzellen, hervorgerufen wird (Gold et al., 2006).

Die meisten EAE-Modelle basieren auf dem oben beschriebenen Mechanismus
antigenspezifischer CD4" T-Helferzellen, die entweder durch Immunisierung induziert oder
direkt transferiert werden. Da in entziindlichen Lisionen von MS-Patienten vermehrt CDS" T-
Zellen entdeckt wurden (Jacobsen et al., 2002; Monteiro et al., 1995; Woodroofe et al., 1986),
sind seit Anfang der 2000er Jahre EAE-Modelle aufgekommen, die auf einer durch
zytotoxische CD8" T-Zellen hervorgerufenen Pathogenese beruhen, beispielsweise durch den
Transfer MOG-spezifischer CD8" T-Zellen (Sun et al., 2001) und MBP-spezifischer CDS" T-
Zellen (Huseby et al., 2001). Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die ausgebildete
Symptomatik der Méuse nicht nur von der durch die CD4" T-Helferzellen hervorgerufenen
unterschied, sondern sogar groBere Ahnlichkeit (Salou et al., 2015) zur menschlichen MS-
Symptomatik aufwies (Huseby et al., 2001; Na et al., 2008; Saxena et al., 2008). Obwohl
diese Ergebnisse starke Indizien fiir eine zentrale Rolle der CD8" Zellen in der
Proinflammation darstellen, gibt es andererseits auch Beweise dafiir, dass sie die
Immunreaktion bremsen und den Krankheitsverlauf der EAE verbessern (York et al., 2010).
Ortega et al. beispielsweise konnten zeigen, dass regulatorische CD8" T-Zellen eine direkte
Zerstorung pathogener CD4" T-Helferzellen bewirken (Ortega et al., 2013). Wie genau diese
regulatorischen Mechanismen ablaufen ist bisher noch nicht vollstindig geklart und
Gegenstand derzeitiger Forschung.

Eine weitere T-Zell-Unterart, die an der Entstehung der autoimmunen Entziindungsvorginge
beteiligt ist, stellt die CD4 CD25 FoxP3" T-Zelle (Treg) dar. Einerseits schiitzten in Mause
transferierte Tregs diese vor einer klinischen Manifestation der EAE (Kohm et al., 2002),
wihrend auf der anderen Seite eine anti-CD25-Antikorper-Gabe vor der Induktion diesen
Schutz verminderte (Reddy et al., 2004). FoxP3 (forkhead box protein P3) stellt hierbei einen
fiir die Treg-Entwicklung entscheidenden Transskriptionsfaktor dar, dessen Verlust mit
schwerer Immundefizienz, sowohl bei der Maus als auch beim Menschen, einhergeht
(Zozulya and Wiendl, 2008). Zusétzlich fiihrte eine Verminderung von Tregs zu vermehrter
Ausschiittung Autoimmunreaktion-begiinstigender Zytokine wie IL-17 und IFN-y (O'Connor
and Anderton, 2008; Reddy et al., 2005). Diese Erkenntnisse konnen ein Hinweis darauf sein,
dass Tregs einen entscheidenden Einfluss darauf nehmen, ob sich iiberhaupt eine autoimmune
Erkrankung ausbildet (O'Connor and Anderton, 2008), in dem sie moglicherweise die
Interaktion zwischen Antigenprésentierender Zelle (Dendritischer Zelle) und naiver T-Zelle

im sekunddr lymphatischen Organ storen und die Moglichkeit der Krankheitsentstehung
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mindern (Tadokoro et al., 2006) oder durch Zytokinausschiittung (u.a. IL-10) die Aktivitat
pathogener T-Zellen direkt inhibieren (Zozulya and Wiendl, 2008). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass CD4 'CD25 FoxP3" T-Zellen, die IL-10 produzieren, vor allem wéhrend der
Remissionsphase im ZNS vorkommen, was nahelegt, dass Tregs, und hier auch IL-10,

mitverantwortlich fiir den Symptomverlauf der EAE sind (McGeachy et al., 2005).

2.4 Pannexin und Probenecid

Pannexin, hier speziell Pannexinl (Panx1), ist ein im menschlichen Korper fast ubiquitér
vorkommendes Glykoprotein, das wenig selektive Kanéle in Zellmembranen bildet. Diese
Kanidle lassen eine transmembranire Passage zelluldrer und extrazelluldrer Substanzen, wie
Anionen, Kationen und auch Adenosintriphosphat (ATP), zu (Dahl and Keane, 2012).
Pannexin-Kanéle wurden erstmal im Jahr 2000 beschrieben, als Panchin et al. nach Innexinen,
Gap Junction-bildenden, nur in wirbellosen Tieren vorkommenden Proteinen, in Wirbeltieren
suchten. Aufgrund ihrer strukturellen Homologie zu Connexinen und der Sequenzhomologie
zu Innexinen wurden diese neu entdeckten Kanalproteine, die den Namen ,,Pannexine®
erhielten, als neue Art von Gap Junction-Proteinen bezeichnet (Panchin et al., 2000). Im
Unterschied zu Gap Junctions jedoch, die jeweils aus zwei Hemikanélen, sogenannten
Connexonen aus je sechs Connexinen, zusammengesetzt sind und interzelluldre Austausch-
Verbindungen bilden, gibt es bisher keine Anhaltspunkte dafiir, dass Pannexine physiologisch
interzelluldre Kanéle bilden oder eine vergleichbare Funktion erfiillen (Dahl and Locovei,
2006). Vielmehr schaffen sie ausschlieBlich eine Verbindung zwischen Zytoplasma und
Extrazellularraum (Dahl and Locovei, 2006; Dahl and Keane, 2012). Die
Offenwahrscheinlichkeit eines Panx1-Kanals unterliegt verschiedenen Mechanismen: So
fiihren beispielsweise mechanische Stimulation (Bao et al., 2004), ein Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration (Locovei et al., 2006b), ein Abfall der extrazelluldren
Sauerstoffkonzentration (Locovei et al., 2006a) und auch ein ATP-vermittelter Mechanismus
zur Aktivierung des Kanals. Die Aktivierung durch ATP erfolgt hierbei durch die Interaktion
purinerger metabotroper P2Y- (Locovei et al., 2006b) und ionotroper P2X7-Rezeptoren
(P2X7R) mit dem Panx1-Kanal, wobei davon ausgegangen wird, dass eine direkte Protein-
Protein-Wechselwirkung zwischen dem nicht selektiven Kationenkanal P2X7 und dem
Panx1-Kanal besteht (Dahl and Keane, 2012; Locovei et al., 2007). Schon vor Entdeckung
des Panx1 und dessen Auftreten mit dem P2X7R wurde eine Beteiligung des P2X7R an der
angeborenen Immunantwort postuliert, als Ferrari et al. eine ATP induzierte, P2X7R-

vermittelte IL-1PB Freisetzung in menschlichen Makrophagen feststellten (Ferrari et al., 1997,
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Pelegrin and Surprenant, 2006), wobei aber auch die Inhibition von Panxl die IL-1B
Freisetzung aufhebt (Pelegrin and Surprenant, 2006). IL-18 ist ein von Makrophagen
sezerniertes pyrogenes Zytokin, das lokale und systemische Entziindungsvorginge auslost
und somit einen Teil des angeborenen Immunsystems darstellt (Dinarello, 1998; Martinon et
al., 2002). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ATP einerseits {iber den P2X7R,
dhnlich wie bei der Glutamat-induzierten AMPA- oder Kainat-Rezeptoraktivierung (Alberdi
et al., 2002), einen Kalziumeinstrom in Oligodendrozyten und somit deren Zelltod auslost und
dass andererseits eine P2X7R-Blockade Demyelinisierungsprozesse vermindert und eine
Besserung der klinischen EAE-Symptomatik bewirkt (Matute et al., 2007). Ein weiterer
Mechanismus, der zum Zelluntergang im ZNS fiihrt, ist die ATP-induzierte Inflammasom-
Aktivierung tiber den P2X7R und den Panxl-Kanal (Silverman et al., 2009). Das
Inflammasom stellt, als Teil des angeborenen Immunsystems, einen Multiproteinkomplex dar,
dessen Kaskade in einer Aktivierung von Caspase-1 miindet. Diese bewirkt im letzten Schritt
die IL-1B-Aktivierung und Freisetzung, wodurch letztendlich eine Entziindungsreaktion und
Zellzerstorung ausgelost wird (Martinon et al., 2002). Hierbei bindet wahrscheinlich
extrazellulires ATP an den P2X7R, was eine durch direkte Protein-Protein-Interaktion
ausgeloste Offnung des Panx1-Kanals bewirkt. Durch den offenen Kanal stromt
intrazelluldres ATP nach extrazelluldr und kann somit wiederum an den P2X7R binden, um
das Signal autokrin zu verstidrken (Dahl and Keane, 2012). Dahl und Keane sehen in diesem
»2Mechanismus der ATP-Signalverstirkung® die eigentliche Bedeutung des Panx1-Kanals an
der Inflammasom-Aktivierung. Steigt die extrazellulire ATP-Konzentration {iber einen
Schwellenwert an, so kommt es iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus zum
Schlielen des Panx1-Kanals (Qiu and Dahl, 2009), was eine iiberschieBende Aktivierung und
sekunddre Gewebeschiddigung verhindert (Dahl and Keane, 2012). Diese sekundire
Gewebeschadigung ist Folge des primdren Zelluntergangs, der wiederum direkt durch eine
traumatische Verletzung, beispielsweise eine Blutung, entsteht (Mautes et al., 2000). Dies
bedeutet, dass nicht nur Zellen im Gebiet der Verletzung zugrunde gehen, sondern auch
zunichst nicht beteiligte in deren Umgebung. Hierfiir konnte die P2X7R- und Panx1-Kanal-
vermittelte Inflammasomaktivierung mitverantwortlich sein (Dahl and Keane, 2012), da
untergehende Zellen P2X7R-aktivierende Substanzen, wie ATP (Adamson and Leitinger,
2014), freisetzen und Panxl-Kandle auch direkt, beispielsweise durch niedrige
Sauerstoffkonzentrationen, gedffnet werden. Diese Aktivierung ist so massiv, dass
moglicherweise der negative Riickkopplungsmechanismus versagt und eine iiberschie3ende

Aktivierung vermehrte Zellschidigung bewirkt (Dahl and Keane, 2012). Dieser vermehrte
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Zelluntergang wurde auch bei murinen T-Zellen beobachtet, nachdem sie mit ATP behandelt
wurden. Hierbei fiihrte eine zuvor erfolgte Blockade der Panx1-Kanéle durch Probenecid zu
einer Reduktion des T-Zelluntergangs (Shoji et al., 2014). Daher ist Panx1 nicht nur an der
angeborenen Immunantwort, sondern auch an der erworbenen, und hier vor allem an der T-
Zell-vermittelten Immunantwort, beteiligt (Adamson and Leitinger, 2014). Es konnte gezeigt
werden, dass von aktivierten T-Zellen durch Panx1-Kanéle freigesetztes ATP purinerge P2X-
Rezeptoren aktiviert (Schenk et al., 2008) und somit {iber P2X7-Rezeptoren moglicherweise
autokrin der Signalverstirkung und parakrin der T-Zellaktivierung in der Umgebung dient
(Yip et al., 2009). Dartiber hinaus hatte eine Blockade der Panx1-Kanile in menschlichen und
murinen T-Zellen eine Inhibition der IL-2-Transkription, ein fiir die lymphozytére
Proliferation und Differenzierung notwendiges Zytokin, zur Folge (Woehrle et al., 2010).
Panx1-Kandle, auch im Zusammenhang mit P2X7R und ATP, sind sowohl an der
Immunantwort, als auch direkt an Zellschdadigungsmechanismen beteiligt. Die Beeinflussung
dieses Proteins hat in Mausmodellen bereits Erfolge gezeigt, beispielsweise konnten Hainz et
al. zeigen, dass die Behandlung mit dem Panx1-Inhibitor Probenecid bei EAE-Miusen eine
verminderte klinische Symptomatik im Vergleich zu nicht-behandelten EAE-Méiusen
verursachte (Hainz et al., 2016).

Probenecid (PBN; 4-Dipropylsulfamoylbenzoesdure) ist ein Medikament, das urspriinglich
hergestellt wurde, um die renale Penicillin-Ausscheidung zu reduzieren und somit dessen
Plasmaspiegel zu erhdhen (Robbins et al., 2012). In den proximalen Tubuluszellen der Niere
hemmt PBN den organischen Anionen-Transporter (OAT), der fiir die Wiederaufnahme
verschiedener in der Niere frei filtrierter Anionen, darunter auch Penicillin und Harnsédure,
notig ist (Roch-Ramel and Guisan, 1999). Diese Eigenschaft des PBNs ist auch der Grund
dafiir, dass es heute teilweise noch, wenn auch nicht als Mittel der Wahl, in der Gichttherapie
zur Anwendung kommt. Silverman et al. haben herausgefunden, dass PBN auch Pannexin-
Kanidle blockiert und somit moglicherweise bei Gichtpatienten nicht nur durch erhohte
Harnsdureausscheidung, sondern auch durch Verminderung von Entziindungsvorgéngen zur
Symptomlinderung beitrdgt (Silverman et al., 2008). Aufgrund seiner inhibitorischen
Wirkung auf den Panxl-Kanal, dessen Beteiligung an angeborener und erworbener
Immunantwort, der langjdhrigen Erfahrung mit dem Medikament PBN und der geringen
Nebenwirkungsrate, konnte die Blockade des Panx1-Kanals durch das Medikament PBN eine
Moglichkeit darstellen inflammatorische Vorgédnge therapeutisch zu mindern (Dahl and
Keane, 2012). Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass PBN auch eine Pannexin-

unabhingige, direkte Inhibition von P2X7R hervorruft (Bhaskaracharya et al., 2014).
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2.5 Hypothesen

2.5.1 Cuprizon-Modell

Hypothese 1.1:Eine Therapie mit Probenecid im Cuprizon-Modell fiihrt zu Verédnderungen
von T-Zellpopulationen in der Milz und im Blut.

Hypothese 1.2:Eine Therapie mit Probenecid im Cuprizon-Modell fiihrt zu einer
verminderten Demyelinisierung des optischen Nerven. In diesem Modell
wurden bisher keine ultrastrukturellen Untersuchungen durchgefiihrt, daher
liegt der Schwerpunkt der Untersuchung des toxischen Cuprizon-Modells in

der Elektronenmikroskopie.

2.5.2 EAE-Modell

Hypothese 2.1:Eine Therapie mit Probenecid im EAE-Modell verringert die klinische
Symptomatik der Versuchstiere.

Hypothese 2.2:Eine Therapie mit Probenecid im EAE-Modell fiihrt ebenfalls zu

Veranderungen von T-Zellpopulationen in der Milz und im Blut.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien und Gerite
Tab. 3-1: Materialliste
Material Firma

0,2% Cuprizon-Futter
Aceton

anti- mouse CD25 0,2 mg/ml
Anti-CNPase Antikorper
Anti-MBP Antikorper

APC anti-mouse CD4

BD Facsflow Sheath Fluid
Benzyldimethylamine
Bleinitrat

CD3 0,5 mg/ml

CD4 0,2 mg/ml

Chloroform

Deckgldser @ 12mm
DEPEX mounting medium
Diaminobenzidin-Losung
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4*2H20)

Dodenyl Succinic Anhydride
Eisessig (Essigsdure)

EM bed-812 Einbettmedium
Eosin G
Erythrozytenlysepuffer
Ethanol

FOX P3 0,5 mg/ml

Fresubin Trinknahrung
Héamatoxilin (nach Ehrlich)
HCl

Heparin-Natrium 5.000 i.E./ml
Hooke Kit™ MOG35-55/CFA Emulsion
PTX

Horse radish Peroxidase Antikorper
IFN-y 0,5 mg/ml

IL-10 0,5 mg/ml

ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
BioLegend, San Diego, USA

abcam®, Cambridge, UK

Sigma-Aldrich, Tautkirchen, Deutschland
BioLegend, San Diego, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Science Services GmbH, Miinchen, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Science Services GmbH, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrales Chemikalienlager der UdS

BioLegend, San Diego, USA

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrales Chemikalienlager der UdS

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Hooke Laboratories, Inc., Lawrence, USA

BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
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Tonomycin

Isofluran

Isofluran Verdampfer
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
Ketavet (100mg/ml)
Kresylviolett

Kupfer Grid 1.2 Schlitznetze
Lithium-Carbonat
Luxol-Fast-Blue (LFB)
Magnesiumchlorid (MgCl12)
Methylbenzoat

Methylenblau

Monensin
Mononatriumzitratdihydrat
Nadic Methyl Anhydride
NaOH Suprapurum
Natriumcacodylat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumchlorid (NaCl, 0,9%)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Zitrat

Normales Ziegenserum (NGS)
Objekttrager

Osmiumtetroxid
Parafilmpapier
Paraformaldehyd

Pioloform

Probenecid
Propylenglykolmonomethyletheracetat
Rinderserumalbumin (BSA)
Rinderserumalbumin-Lésung
Rompun (2%)

Roti-Histokitt Eindeckmedium
Rotihistol

Roti-Plast (Paraffin)

Saponin

Standardnagerfutter
Streckblattchen

Tissue-Tek® O.C.T™ Compound

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland
Harvard Instruments, Massachusetts, USA
Griissing, Filsum, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS
Pfizer, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland
Sigma-Aldrich, Tautkirchen, Deutschland
ARCOS Organics, Nidderau, Deutschland
Sigma-Aldrich, Tauftkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
BioLegend, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Tauftkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS

Kuraray Europe GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, C6lbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Sakura Finetek Europe, Staufen, Deutschland
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Tris Base
Trypanblau
Wasserstoffperoxid
Xylol

Zellsieb (70 pm)

Zitonensduremonohydrat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Acros organics, Geel, Belgien

Zentrales Chemikalienlager der UdS

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Zentrales Chemikalienlager der UdS
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Tab. 3-2: Gerditeliste

Gerite

Firma

BD FACSCalibur

Bench: Hera Safe KS
Diamantmesser

Inkubator: HERAcell 1501

Kamera (ORCA-D2)

Kamera Olympus MegaView I11
Leica EM UC7 Ultramikrotom
LUNA-II™ Automated Cell Counter
Mikroskop Zeiss Apotome 2
Mikroskop: PrimoVert

Mikrotom Leica RM 2025
pH-Meter Seven Easy
Transmissionselektronenmikroskop
FEI Tecnai G2

Wasserbad

Zentrifuge Biofuge Primo R
Zentrifuge Fresco 17

Zentrifuge: Megafuge 16R

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
DiATOME, Hatfield, USA

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Visitron Systems, Puchheim

Olympus, Hamburg, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Logos Biosystems, Westburg, Belgien

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Mettler Toledo, Zwingenberg, Deutschland
FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA

Memmert, Schwabach, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
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3.2 Versuchstiere des CPZ-Modells

3.2.1 Haltung der CPZ-Tiere

Im toxischen Modell der Multiplen Sklerose verursacht die Verabreichung von Cuprizon eine
Demyelinisierung im ZNS der Méuse. Fiir die Versuche im Cuprizon-Modell wurden acht
Wochen alte, ménnliche Miuse des Stammes C57BL/6J aus Eigenzucht verwendet. Die
Haltung der Méuse erfolgte unter standardisierten Bedingungen in einem zwolf Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 20°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50% in der Tierhaltung am Institut fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
(Universititsklinkkum des Saarlandes und Medizinische Fakultit der Universitidt des
Saarlandes) in Homburg. Die Tiere bekamen Standardnagerfutter der Firma ssniff
Spezialdidten GmbH, welchem 0,2% Cuprizon (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
beigemischt war. Das Futter wurde bei 4-6°C gelagert und taglich frisch in die Mauskifige
gelegt. Trinkwasser war zu jeder Zeit verfiigbar. Der Umgang mit den Tieren, die Haltung
und die Versuchsdurchfiihrung entsprachen den Vorgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes
und wurden vom zustindigen Referat des saarldndischen Ministeriums fiir Umwelt und
Verbraucherschutz genehmigt. Die Cuprizon-Versuche wurden von Frau Dr. rer. nat. Nadine

Hainz (Abteilung Frau Univ.-Prof. Dr. rer. physiol. Carola Meier) durchgefiihrt.

3.2.2 Einteilung der Versuchsgruppen des CPZ-Modells

Die Méuse wurden in 4 Gruppen eingeteilt. Als Therapiegruppe des CPZ-Modells diente die
Gruppe CPZ/PBN (n=12): C57BL/6J-Maéuse, die zehn Tage die Cuprizondiét erhielten und
weitere zehn Tage Cuprizon-Didt mit téglicher intraperitonealer Injektion von 100mg
Probenecid pro kg Korpergewicht. Die anderen Gruppen waren die Gruppe Standardfutter
(n=6): C57BL/6J-Tiere, die zwanzig Tage Standardfutter erhielten, die Gruppe CPZ/solvent
(n=10): C57BL/6J-Tiere, die zehn Tage Cuprizon-Didt erhielten und weitere zehn Tage
Cuprizon-Didt mit taglicher intraperitonealer Solvent-Injektion und die Gruppe CPZ/CPZ
(n=11): C57BL/6J-Tiere mit zwanzig Tagen Cuprizon-Diit.
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Tab. 3-3: Einteilung der CPZ-Tiere nach Versuchsgruppen

Gruppe Behandlung n
CPZ/CPZ 20d CPZ 11
CPZ/solvent 10 d CPZ + 10 d CPZ und Solvent 10
CPZ/PBN 10d CPZ+ 10 d CPZ und PBN 12
Standardfutter 20 d Standardfutter 6

| CPZ-Futter ‘
CPZ/CPZ | | |

Tag 1 10 20

Solvent i.p. tiglich

| CPZ-Futter |

CPZ/solvent i i |
Tag 1 10 20

PBN i.p. tiglich

| CPZ-Futter ‘

CPZ/PBN | I |
Tag 1 10 20

| Standardfutter |

Standardfutter | I |
Tag 1 10 20

Abb. 3-1. Versuchsgruppen des CPZ-Modells

3.2.3 Probenecid-Behandlung

Die Maiuse erhielten eine Dosis von 100 mg/kg Korpergewicht Probenecid pro
Behandlungstag. Zur Herstellung von 5 ml Probenecid-Losung wurden 50 mg PBN (w/v) in
150 ul 2 N NaOH (v/v), 850 ul 1M Tris, 4 ml NaCl in 0,9% NaCl in dest. H,O und 12,5 pl 2

N HCI gelost. Das Solvent hatte die gleiche Zusammensetzung ohne Probenecid.
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3.3 Versuchstiere des EAE-Modells

3.3.1 Haltung der EAE-Tiere

Im inflammatorischen EAE-Modell der Multiplen Sklerose entwickeln die Méduse nach
Immunisierung motorische Defizite, die téglich anhand eines Scores (s.u.) erfasst wurden.
Hierzu wurden auch téglich der Gesundheitszustand und das Gewicht der Méuse kontrolliert.
Fiir die EAE-Versuche wurden weibliche Méuse des Stammes C57BL/6J von Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland bezogen. Die 11 bis 12 Wochen alten Tiere wurden in
einem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 20°C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50% in der Tierhaltung am Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene (Universititsklinikum des Saarlandes und Medizinische Fakultét
der Universitit des Saarlandes) in Homburg gehalten. Standardfutter und Trinkwasser war
standig verfiigbar. Nachdem die Tiere erste Symptome zeigten, wurde zusitzlich Futter und
Wasser, auch in Form hochkalorischer Fresubin-Trinknahrung (Fresenius Kabi Deutschland
GmbH), in Bodenndhe bereitgestellt. Der Umgang mit den Tieren, die Haltung und die
Versuchsdurchfiihrung entsprachen den Vorgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes und
wurden vom zustindigen Referat des saarldndischen Ministeriums fiir Umwelt und
Verbraucherschutz genehmigt. Die EAE-Versuche wurden von Frau Dr. rer. nat. Nadine

Hainz (Abteilung Frau Univ.-Prof. Dr. rer. physiol. Carola Meier) durchgefiihrt.
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3.3.2 Einteilung der Versuchsgruppen des EAE-Modells

3.2.2.1 Versuchsgruppen des EAE 100 mg Probenecid Versuchs

Im EAE 100 mg Probenecid Versuch waren 3 Gruppen vorgesehen. Bei allen Tieren wurde
eine EAE, wie unten beschrieben, induziert. Die klinische Symptomatik jedes Tieres wurde ab
dem ersten Tag tdglich beurteilt und bei Erreichen eines Score-Wertes von mindestens 1,0 an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen, wurde bei dem entsprechenden Tier, je nach
Gruppenzugehorigkeit, eine tigliche intraperitoneale Injektion mit 100 mg/kg KG Probenecid
(Gruppe EAE/PBN, n=7) oder Solvent (Gruppe EAE/solvent, n=9) fiir 14 Tage durchgefiihrt.
Die Tiere der Gruppe EAE (n=4) erhielten keine Therapie. Auch hier entsprach die
Zusammensetzung der PBN-Losung und des Solvents zur intraperitonealen Injektion der des

CPZ-Modells.

Tab. 3-4: Einteilung der EAE-Tiere des EAE 100mg Probenecid Versuchs nach Versuchsgruppen
Gruppe Immunisierung Therapie n
EAE Hooke Kit™ MOGs;s.55 keine 4
EAE/solvent Hooke Kit™ MOGs3s.55 Solvent 9
EAE/PBN Hooke Kit™ MOGs;s.55 Probenecid 7
o | | |
EAE-Induktion Symptome Euthanasie
Solvent i.p. taglich
EAE/solvent | | |
EAE-Induktion Symptome Euthanasie
PBN ip. tdglich
EAE/PBN | | — |
EAE-Induktion Symptome Euthanasie
Abb. 3-2. Schematische Darstellung der Gruppe EAE des therapeutischen EAE-Ansatzes
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3.2.2.2 Versuchsgruppen des EAE 250 mg Probenecid Versuchs

Im EAE 250mg Probenecid Versuch waren 4 Gruppen vorgesehen. Bei allen Tieren der
Gruppen EAE, EAE/solvent und EAE/PBN wurde eine EAE, wie unten beschrieben
induziert, die Kontroll-Gruppe erhielt weder eine Immunisierung noch eine Behandlung. Die
klinische Symptomatik jedes Tieres wurde ab dem ersten Tag tdglich beurteilt und bei
Erreichen eines Score-Wertes von 2,0 wurde bei dem entsprechenden Tier, je nach
Gruppenzugehorigkeit, eine tigliche intraperitoneale Injektion mit 250 mg/kg KG Probenecid
(Gruppe EAE/PBN, n=9) oder Solvent (Gruppe EAE/solvent, n=10) fiir 20 Tage
durchgefiihrt. Die Tiere der Gruppe EAE (n=6) erhielten keine Therapie. Auch hier entsprach
die Zusammensetzung der PBN-Losung und des Solvents zur intraperitonealen Injektion der

des CPZ-Modells.

Tab. 3-5: Einteilung der EAE-Tiere des EAE 250mg Probenecid Versuchs nach Versuchsgruppen
Gruppe Immunisierung Therapie n
EAE Hooke Kit™ MOGs;s.55 keine 6
EAE/solvent Hooke Kit™ MOGs3s.55 Solvent 10
EAE/PBN Hooke Kit™ MOGs;s.55 Probenecid 9
Kontrolle keine keine 8
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EAE-Induktion Symptome Euthanasie

Solvent i.p. taglich

EAE/solvent [ [ |

EAE-Induktion Symptome Euthanasie
PBN i.p. taglich
EAE/PBN ‘ | |
EAE-Induktion Symptome Euthanasie
Score
Kontrolle [ [ |
keine EAE-Induktion Euthanasie
Abb. 3-3. Versuchsgruppen des EAE 250 mg Probenecid Versuchs
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3.3.3 Induktion der EAE

Die Tiere wurden mindestens 7 Tage vor Versuchsbeginn in die Tierhaltung zur
Akklimatisierung  eingebracht. Zur Induktion der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis wurde das Hooke Kit™ MOGs;s.5s/CFA Emulsion mit PTX (cat. no. EK-
2110) (Hooke Laboratories, Inc., Lawrence, USA) verwendet. Das Kit enthélt zum einen eine
Emulsion aus MOGss_ss und CFA (complete Freund's adjuvant), die bereits in 1ml Spritzen
mit je 1mg MOGss.ss abgefiillt ist, und zum anderen ein Injektionsflischchen mit
gefriergetrocknetem  Pertussis-Toxin (PTX). GemiB3 Herstellerangaben wurde die
Immunisierung der Tiere durchgefiihrt. Die Immunisierung der Tiere fand in der Tierhaltung
statt, um Transportstress zu vermeiden. Zunachst wurden die Tiere gewogen und anschlieSend
mit einer Isofluran-Sauerstoff-Inhalationsnarkose (5% Isofluran in Sauerstoff) anisthesiert.
Unter Narkose erfolgte dann die Injektion mit je 0,1 ml MOGs3s5.55/CFA Emulsion subkutan in
den oberen und unteren Riicken. So wurde jede Maus mit einer Gesamtdosis von 0,2 mg
MOG;3s.ss immunisiert. Das gefriergetrocknete Pertussis-Toxin (PTX) wurde in 0,9% NaCl
gelost und bei 4-6°C gelagert. 4 h nach der Immunisierung erhielt jede Maus eine
intraperitoneale 250 ng/kg KG PTX Injektion. Als Booster wurde die PTX-Injektion weitere

24 h spiter in gleicher Dosierung wiederholt.
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3.3.4 EAE-Score

Die Tiere wurden tdglich gewogen und ihre Symptomatik anhand des folgenden Scores

eingeteilt:

Grad 0,0
Grad 0,5
Grad 1,0
Grad 1,5
Grad 2,0

Grad 2.5
Grad 3,0
Grad 3,5

Grad 4,0
Grad 5,0

keine Symptome

Lahmung (Parese) der Schwanzspitze

Parese des gesamten Schwanzes oder leichte Ataxie

Schwanzparese und leichte Schwéche der Hinterbeine

einseitige schwere Hinterbein-Parese oder mittelgradige Ataxie mit
Gangunsicherheit

beidseitige schwere Hinterbein-Parese

komplette beidseitige Hinterbein-Parese

komplette beidseitige Hinterbein-Parese und Schwiche eines Vorderbeins oder
schwere Ataxie mit dem Unvermdgen zu laufen

Lahmung aller vier Extremititen (Tetraplegie)

Tod

Bei Erreichen des Score-Werts 3,5 beziehungsweise bei einem Gewichtsverlust von iiber 20%

des Korpergewichts vor der Immunisierung erfolgte ein vorzeitiges Ausscheiden des

entsprechenden Tieres aus dem Versuch.
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3.4 Durchflusszytometrische Methode

3.4.1 Organentnahme

Die Tiere wurden mit Hilfe einer intraperitonealen Ketavet/Rompun-Injektion (100 mg
Ketaminhydrochlorid pro kg KG und 10 mg Xylazin pro kg KG) narkotisiert. Nachdem das
Versuchstier keine Reaktion auf Reflexpriifung sowohl der oberen als auch der unteren
Extremititen zeigte, wurde es auf einer Préparationsplatte mit Nadeln fixiert, Thorax und
Abdomen mit Ethanol benetzt und der Brustkorb erdffnet. AnschlieBend wurde mit einer
Kaniile die Spitze des linken Ventrikels des noch schlagenden Herzens punktiert, um so zirka
0,5 ml Blut in einer heparinisierten Spritze aufzuziehen. Danach wurde der Situs der Maus
erdftnet, die Milz freipripariert und entnommen. Weiterhin wurden Gehirn und die optischen

Nerven konserviert.

3.4.2 Milzpriparation

Um phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) herzustellen, wurden
100 g NaCl, 2,5 g KCl, 7,12 g Na,HPO4, 2 g H,O und 2,5 g KH,PO4 in 800 ml Aqua bidest.
gelost, der pH wurde auf 7,4 eingestellt und die Losung mit H,O auf 1 Liter aufgefiillt.

Die Milz wurde in ein 50 ml Falcon mit 10 ml Ndhrmedium gegeben und bis zum folgenden
Versuchsschritt auf Eis gelagert. Danach wurde sie in einer Petrischale mithilfe einer Schere
mechanisch zerkleinert und mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb (70 um
Porengrofle), das auf einem 50 ml Falcon auflag, gepresst. Das Sieb wurde mehrmals mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) nachgespiilt und das Falcon anschliefend auf 30 ml
mit PBS aufgefiillt.

Die so gewonnene Zellsuspension wurde 5 min bei 250 g zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.
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3.4.3 Erythrozytenlyse

Das nach Zentrifugieren entstandene Zellpellet wurde in 5 ml Erythrozytenlysepuffer geldst,
die Suspension mehrmals resuspendiert und bei 20°C 15 min inkubiert.

Durch Zugabe von 10 ml PBS mit 0,2% BSA (Bovines Serumalbumin) wurde die Reaktion
gestoppt und die Zellsuspension erneut durch ein Zellsieb (70 um) filtriert.

AnschlieBend wurde wiederum 5 min bei 250 g und 20°C zentrifugiert und der entstandene
Uberstand verworfen. Es erfolgte ein Waschschritt: Das Zellpellet wurde in 30 ml PBS geldst,
erneut 5 min bei 250 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das jetzt entstandene

Zellpellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen, um die Zellzahl zu bestimmen.

3.4.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe des automatischen Cell Counters Luna II von
Logos Biosystems (Westburg, Belgien). Die in 1 ml PBS geloste Zellsuspension wurde 1:40
mit PBS vorverdiinnt und danach mit 1:2 mit Trypanblau gefédrbt, um intakte Zellen von toten
Zellen unterscheiden zu konnen. Nach Befiillen der Cell Counter Slides berechnete der Luna
IT Cell Counter unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors (hier F=1:80) automatisch

die Zellzahl pro ml.

3.4.5 Antikorperfirbung

3.4.5.1 Farbung mit Oberfldchenantikdrpern

Um die Zellen mit den Antikdrpern zu firben, wurde jeweils zu 10° Zellen 10 pl
Antikorperlosung (CD3, CD4, CD25) in der jeweiligen, wie in der Tabelle angegebenen,
Verdiinnung hinzugegeben.

Darauthin erfolgte eine 45-miniitige Inkubation im Dunkeln bei 20°C. Nach der Inkubation
wurde die Suspension zweimalig mit 500 ul PBS gewaschen und jeweils 5 min bei 20°C mit
400 g zentrifugiert. Das nach dem zweiten Waschschritt entstandene Zellpellet wurde in 300

ul FACSflow-Fliissigkeit aufgenommen, um im darauffolgenden Schritt gemessen zu werden.
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3.4.5.2 Farbung mit intrazelluldren Antikérpern

Nach der Zellzdhlung wurden 106 Zellen in 1 ml Zellkulturmedium im Brutschrank (5%
CO02, 37°C) fiir 5 h inkubiert und mit Monensin 1000x (BioLegend), lonomycin (I mg/ml
Stocklosung; 100 ng/ml Endkonzentration) und PMA (1 mg/ml Stocklosung; 50 ng/ml
Endkonzentration) stimuliert. Anschlieend folgte die extrazelluldre Farbung, wozu die Zellen
zunéchst zweimal mit PAB (PBS + 0,5% BSA + 0,01% NaNj3) gewaschen und je 5 min bei
400g zentrifugiert wurden. Danach wurde das Zellpellet in 90 pl PAB resuspendiert, 10 pl
APC anti-mouse CD4 (1:100) hinzugegeben und 30 min bei 20°C inkubiert. Zu Anfang des
Fixierungsschrittes wurden die Zellen wiederum zweimal mit PAB gewaschen und je 5 min
bei 400 g zentrifugiert, worauf ein Resuspendieren der Zellen in 50 ul 4% PFA in PBS folgte
mit anschliefender zehnminiitiger Inkubation bei 20°C im Dunkeln. Im Permeabilisations-
Schritt wurden die Zellen erneut zweimal mit PAB gewaschen und je 5 min bei 400 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml PAB aufgenommen und iiber Nacht bei 4°C im
Kiihlschrank gelagert, um am Folgetag intrazellular gefirbt zu werden. Dazu wurde die
Suspension 5 min bei 400 g zentrifugiert, das entstandene Zellpellet in 100 ul PAB + 0,5%
Saponin aufgenommen und je 10 pl der folgenden Antikorper in der unten angegebenen
Konzentration hinzugegeben: FoxP3, IFN-y, IL-10. Es folgte eine einstiindige Inkubation im
Dunkeln, eine darauffolgende zweimalige Waschung mit PAB + 0,1% Saponin und je
flinfminiitige Zentrifugation bei 400 g. Nach einer Aufnahme des Zellpellets in 300 ul PAB
konnte die FACS-Messung durchgefiihrt werden.

Tab. 3-6: Auflistung der Antikdrper

Antikorper Fluorochrom Verdiinnung Inkubation
CD3 0,5 mg/ml FITC 1:500 45 min, 20°C
CD4 0,2 mg/ml APC 1:800 45 min, 20°C
CD25 0,2 mg/ml PE 1:200 45 min, 20°C
FOX P3 0,5 mg/ml Alexa Fluor 488  1:200 45 min, 20°C
IL-10 0,5 mg/ml FITC 1:500 45 min, 20°C
IFN-y 0,5 mg/ml FITC 1:500 45 min, 20°C
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3.5 Lichtmikroskopie

3.5.1 Paraffineinbettung

Zur Fixierung wurden die Gehirne iiber Nacht in 4%-iges Paraformaldehyd (PFA) gelegt. Am
ndchsten Tag wurden die Organe entnommen und nach Waschen in PBS, fiir 3 h gewissert.
Danach erfolgte die Entwésserung durch aufsteigende Isopropanol-Reihe (70%, 80%, 90% je
1,5 h und 100% zweimal 1,5 h). Als Intermedium wurde Methylbenzoat verwendet, in dem
die Probe dreimal 1,5 h inkubierte, bevor die Substanz zweimal je 2 h durch
Paraffininkubation ersetzt wurde. Erwiarmtes, fliissiges Paraffin mit einem Schmelzpunkt von
58°C (Roti-Plast, 6642.2) wurde in Ausgie3formen gegeben, das Organ darin ausgerichtet, ein
Paraffinblockhalter hinzugegeben und dieser mit Paraffin bis zum Rand aufgefiillt, um

folgend auf 20°C abzukiihlen und auszuhérten.

3.5.2 Anfertigung der Paraffinschnitte

Nach Aushirtung wurden die Gewebeblocke durch Abtragung iiberschiissigen Paraffins
geformt und in die Trimmvorrichtung eingebracht. Das Anfertigen der 4 um dicken Schnitte
erfolgte durch Mikrotomie (Mikrotom Leica RM 2025). Die ersten Probeschnitte wurden
unter dem Mikroskop bewertet und das Mikrotom gegebenenfalls nachjustiert. Die
entstandenen Gewebeschnitte wurden mit Hilfe eines Pinsels aufgenommen und in ein 37°C
warmes Wasserbad gegeben. Danach wurden sie mit einem Objekttriger aufgenommen und
auf einer auf 40°C erwiarmten Warmeplatte 30 min getrocknet. Eine Weitertrocknung fand bei

37°C uiber Nacht statt.

3.5.3 Hamatoxylin-Eosin-Firbung der Paraffinschnitte

Zur Herstellung 0,1%-iger Eosin-Losung wurde 0,4 g Eosin-Pulver mit 400 ml Aqua dest.
und 2-3 Tropfen Essigsdure vermengt. Zundchst wurden die Schnitte entparaffiniert. Dazu
wurde dreimal je 5 min mit Xylol, zweimal je 5 min mit 100%-igem, einmal 5 min mit 90%-
igem und ebenfalls einmal 5 min mit 80%-igem Isopropanol inkubiert. Die nun
entparaffinierten Schnitte wurden 8 min in Hamatoxylin sauer nach Ehrlich iiberfiihrt, in
Aqua dest. gewaschen und 12 min unter flieBendem Wasser gebldaut. Nach erneutem
Schwenken in Aqua dest. wurden sie fiir 2,5 min in die 0,1%-ige Eosinlosung eingebracht und
in 90%-1gem Isopropanol geschwenkt. Durch zweimal 5 miniitiger Inkubation in Isopropanol

und dreimal 5 miniitiger Inkubation in Xylol erfolgte im letzten Schritt die Entwésserung.
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3.5.4 Luxol-Fast-Blue-Firbung der Paraffinschnitte

Um 0,2%-ige LFB-Losung herzustellen, wurde 0,8 g LFB-Pulver langsam nach und nach in
einem Stoffgemisch aus 400 ml 96%-igem Ethanol und 2 ml Eisessig aufgelost. 0,1%-ige
Kresylviolett-Losung wurde durch vermengen von 0,1 g Kresylviolett mit 100 ml Aqua dest.
und 1 ml 10%-iger Essigsdure angefertigt. Im ersten Schritt wurde die Entparaffinierung
durchgefiihrt. Die Objekttrager wurden dreimal je 5 min mit Xylol, zweimal je 5 min mit
100%-igem und einmal 5 min mit 90%-igem Isopropanol gewaschen, um dann iiber Nacht bei
60°C in der 0,2%-igen LFB-Losung zu inkubieren. Am zweiten Tag erfolgte eine je 2-
miniitige Waschung in 90%-igem und 70%-igem Ethanol und in Aqua dest. Nach je 10 sec
Schwenken in 0,05%-iger Lithium-Carbonat-Losung und 70%-igem Ethanol, wurden die
Schnitte fiir 5 min in 0,1%-ige Kresylviolett-Losung gelegt, um darauffolgend 30 sec mit
Aqua dest., 1 min mit 96%-igem Ethanol, 1 min mit 96%-iger Ethanol-Eisessig und 1 min mit
96%-igem Ethanol gespiilt zu werden. Die Entwédsserung wurde entsprechend dem HE-

Protokoll durchgefiihrt.

3.5.5 Diaminobenzidin-Firbung der Paraffinschnitte

Zur Herstellung von 10 mM Citratpuffer mit einem pH Wert von 6,0 wurden 0,265 g
Zitonensdauremonohydrat und 2,57 g Mononatriumzitratdihydrat in 1000 ml Aqua dest. gelost.
Um 3%-ige Wasserstoffperoxid-PBS-Losung mit einem pH Wert von 7,4 zu erzeugen, wurde
4,28 ml 35%-ige Wasserstoffperoxid-Losung mit 45,72 ml PBS vermischt. Auch bei dieser
Farbemethode erfolgte im ersten Schritt eine Entfernung des Einbettungsmaterials der
Gewebeschnitte. In diesem Fall wurden die Objekttriager dreimal 5 min in Xylol, zweimal 5
min in 100%-iges Isopropanol und je 3 min in 95%-iges, 90%-iges und 70%-iges Ethanol und
in Aqua dest. Uberfiihrt, um danach 30 min bei 95°C im Citrat-Puffer zu inkubieren. Um zu
verhindern, dass die Antikorper unspezifische Bindungen eingehen wurden vor
Antikorperinkubation diese moglichen Bindungen durch Zugabe von 5%-igem Normal Goat
Serum (NGS) blockiert. AnschlieBend erfolgte {iber Nacht bei 4°C die
Primérantik6rperinkubation mit Myelin Basic Protein (MBP) Antikérpern in einer
Verdiinnung von 1:100 in PBS und mit Cyclic Nucleotide Phosphodiesterase (CNPase)
Antikorpern in einer Verdliinnung von 1:200 in PBS. Am 2. Tag wurde nach zweimal 2-
miniitiger PBS-Waschung, 10-miniitiger 3%-iger Wasserstoffperoxid-Inkubation und erneuter
zweimal 2-miniitiger PBS-Waschung der jeweilige Horse radish Peroxidase Antikorper in
einer Verdiinnung von 1:500 hinzugegeben 45 min bei 20°C inkubiert und erneut zweimal 2

min mit PBS gewaschen. Auf diesen Schritt folgte dann die die Firbung mit
32



Diaminobenzidin-Lésung mit einer Inkubationszeit von 4 min bei den MBP-gefarbten, und 5
min bei den CNPase-gefarbten Objekttrigern und Negativkontrollen. Zum Stoppen der
Férbereaktion wurden die Schnitte in PBS geschwenkt und fiir 2 min in Aqua dest. gelegt. Im
letzten Schritt erfolgte die Entwésserung durch Waschen in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(3 min 70%, 6 min 90%, zweimal 5 min 100% Isopropanol, dreimal 5 min Xylol). Bei allen

Farbungen wurden am Ende die Objekttriger mit DePexmounting medium eingedeckt.
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3.6 Transmissionselektronenmikroskopie

3.6.1 Epon-Einbettung

Nach der Organentnahme wurde der Optische Nerv zunichst in 0,4 M Cacodylat-Puffer bei
4°C gelagert, um anschlieBend nach Luft (1961) und Glauert (1975) von Hand in Epon
eingebettet zu werden.

Um 0,4 M Cacodylat-Puffer herzustellen, wurden 42,8 g Natriumcacodylat in 250 ml Aqua
bidest. gelost. Mit 0,1 N Salzsdure wurde der pH-Wert der Losung zwischen 7,4 und 7,6
eingestellt. Nach Auffiillen der Losung auf 500 ml mit Aqua bidest. wurde filtriert. Die 0,1 M
Losung wurde durch weitere Verdiinnung mit Aqua bidest. aus der 0,4 m Cacodylat-
Pufferlosung hergestellt.

Zur Herstellung der Epon-Fertigmischung (A+B) wurden zwei Stammldsungen hergestellt,
Stammlosung A aus 116 ml Dodenyl Succinic Anhydride + 72,33 ml EM bed-812, und
Stammlosung B aus 100 ml EM bed-812 und 89 ml Nadic Methyl Anhydride, die in einem
1:1 Verhéltnis vermischt wurden. Diese Mischung wurde 5:1 mit Benzyldimethylamine
vermengt.

Zur Einbettung wurde der Nerv am ersten Tag viermal je 10 min in 0,1 molarem Cacodylat-
Puffer gewaschen und danach fiir 4 h in 2%-ige Osmiumtetroxid-Lésung in 0,1 M Cacodylat-
Puffer zur weiteren Fixierung gestellt. Die entstandenen Osmium-Abfille wurden mit
Ascorbinsdure in Methanol neutralisiert und entsorgt. Danach wurde die Probe wiederum
viermal fiir je 5 min mit Aqua dest. gewaschen und iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank
gelagert. Am zweiten Tag wurde der Nerv durch Behandeln mit aufsteigenden Alkohol-
Losungen entwéssert. Zunéchst dreimal je 5 min in 70%-iger Ethanol-Losung, dann je 30 min
in 80%-igem, 90%-igem, 96%-igem, 100%-igem wasserfreiem Ethanol und dreimal in 100%-
igen wasserfreiem Aceton. Darauthin wurde der optische Nerv je 1 h in eine 3:1 Aceton-
Epon-Mischung und eine 1:1 Aceton-Epon-Mischung eingelegt und iiber Nacht schloss sich
eine Infiltration bei 20°C mit einer 1:3 Aceton-Epon-Mischung an. Am dritten Tag wurde das
Material mit reinem Epon fiir 1 h bei 40°C und wiederum fiir 1 h bei 20°C mit reinem Epon
behandelt. Im letzten Schritt folgte die Orientierung der Nerven in den mit reinem Epon
gefiillten Silikoneinbettformen mit anschlieBender Auspolymerisation fiir mindestens 48 h bei

60°C.
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3.6.2 Herstellung der Ultradiinnschnitte

Die auspolymerisierten Blocke mit den optischen Nerven wurden zunéchst in die gewlinschte
Form gebracht und angespitzt. AnschlieBend erfolgte an einem Leica EM UC7 Ultramikrotom
bei 6°C Schneidewinkel (45°C Messerwinkel) das Zuschneiden mit Hilfe eines
Diamantmessers (Diatome ultra) in 65 nm — 68 nm dicke Schnitte. Die Ultradiinnschnitte

wurden auf Kupfer Grid 1.2 Schlitznetze (Plano) aufgezogen.

3.6.3 Befilmung der Grids

Um die Befilmung vorzubereiten, wurde das Vorratsgefdl der Befilmungsapparatur mit
Pioloform befiillt, nachdem diese zuvor mit Chloroform ausgespiilt worden war. Mit
Kernseife und Aqua dest. wurden die Objekttriger gereinigt und mit fusselfreiem Tuch
getrocknet. Die pneumatische Wanne wurde mit Aqua dest. bis Erreichen des Meniskus
gefiillt. Darauf folgend wurde der Objekttrager mittels Pinzette in Pioloform getaucht, wobei
die Losung nach 1 min mit konstanter Geschwindigkeit abgelassen wurde. Nach weiteren 30
sec wurde der Objekttriger fiir mindestens 30 min in eine Objekttragerbox gestellt, getrocknet
und der Objekttrager rundherum eingeritzt. AnschlieBend wurde mittels sauberen Glasstabs
der Meniskus der zuvor mit Aqua dest. liberfiillten pneumatischen Wanne abgestrichen. Der
Objekttrager wurde angehaucht bis sich ein Kondenswasser-Film gebildet hatte und danach
langsam bei 45°C vom Rand der Wanne ins Wasser gelassen. Dadurch schwamm der
Pioloform-Film auf der Wasseroberfliche, worauf der Objekttrager vorsichtig herausgezogen
und verworfen werden konnte. Dabei ist zu beachten, dass die Wasseroberflaiche auf keinen
Fall mit den Handen beriihrt wird, da der Fettfilm der Haut ausreicht, um den Pioloform-Film
stark zu verunreinigen. Erschien der Film auf der Wasseroberfldche silberfarben und hatte er
eine glatte Struktur ohne Staubpartikel oder Schmutz, wurde er mit Grids belegt. Die raue
Seite der Kupfer-Grids sollte hierbei nach unten, die gldnzende nach oben zeigen. Nachdem
Parafilmpapier auf dem Film abgerollt worden war, wurde beides herausgezogen und zum

Trocken in einer Petrischale abgelegt.
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3.6.4 Kontrastierung der Grids

Zur Kontrastierung der Ultradiinnschnitte wurde Bleicitrat nach Reynolds (1963) verwendet.
1,33 g Bleinitrat und 1,76 g Zitronensdure Natrium-Salz wurden in 30 ml frisch abgekochtem
Aqua dest. gelost und fiir 30 min bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert. AnschlieBend wurde 1 N
NaOH Suprapurum bis zu einem pH-Wert von 11,95 hinzugegeben und mit Aqua dest. auf 50
ml aufgefiillt. Die Ultradiinnschnitte wurden 5 min auf einzelnen Tropfen der Bleicitratlosung
nach Reynolds kontrastiert, mit Aqua dest. gewaschen und zuletzt bei 20°C an der Luft

getrocknet.

3.6.5 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Pro Grid wurden 3 Anschnitte des optischen Nerven aufgenommen. Pro Anschnitt wurden 3
Ubersichtsaufnahmen in 6000-facher VergroBerung und 3 Detailaufnahmen in 16500-facher
VergroBerung gemacht (Transmissionselektronenmikroskop FEI Tecnai G2; FEI Company,
Hillsboro, Oregon, USA; Kamera Olympus MegaView III; Olympus, Hamburg,
Deutschland).
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3.6.6 g-ratio

In den Querschnittsdetailaufnahmen der optischen Nerven wurde die sogenannte g-ratio
bestimmt. Die g-ratio entspricht dem Quotienten aus Axon-Durchmesser ohne Myelinscheide
und Axon-Durchmesser (Axon mit Myelinscheide) (Guy et al., 1991). Damit entspricht die g-
ratio einem objektivierten MaB fiir die Dicke der Myelinscheide, das unabhingig von dem in
der Auswertung benutzten Bildformat ist. Theoretisch kann dieser Quotient Werte zwischen 0
und 1 annehmen. 1, wenn das Axon komplett demyelinisiert ist. Immer kleiner wird der g-
ratio-Wert, beziehungsweise immer mehr geht der Wert gegen 0, je groBer der

Myelinscheiden-Durchmesser wird.

Abb. 3-4. Berechnung der g-ratio

g-ratio = Quotient aus Axon-Durchmesser ohne Myelinscheide (weil) und Axon-Durchmesser (Axon mit

Myelinscheide, schwarz)
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Unter Beriicksichtigung struktureller und funktioneller Gesichtspunkte, liegt der theoretisch
optimale Wert der g-ratio bei 0,76-0,77 (Chomiak and Hu, 2009) und der gemessene
Mittelwert bei 0,76-0,81, wobei ein Mittelwert von 0,81 fiir Axone des optischen Nervs,
hauptsichlich jedoch bei Ratten, angegeben wird (Benninger et al., 2006; Chau et al., 2000;
Chomiak and Hu, 2009; Guy et al., 1989). In optischen Nerven von C57BL/6-Mausen fanden
Millet et al. einen g-ratio-Mittelwert von 0.7064 (Millet et al., 2012).

3.6.7 Auswertung der Aufnahmen

Ausgewertet wurden elektronenmikroskopische Querschnittsaufnahmen von optischen
Nerven in den Vergréferungen 6000-fach (entspricht einer Flache von 14.5 uym x 10,6 pm),
als Ubersichtsaufnahme, und 16500-fach (entspricht einer Fliche von 5.3 pm x 3,9 um) als
Detailaufnahme. Bei der Ubersichtsauswertung wurden alle Axone auf einem Bild gezihlt,
sowohl myelinisierte als auch demyelinisierte. Aus diesen beiden Werten wurde fiir jede
Aufnahme der Quotient x aus demyelinisierten und myelinisierten Axonen gebildet (x =
demyelinisiert / myelinisiert). Die Ubersichtsquotienten aus allen Aufnahmen eines Tiers
wurden gemittelt, sodass pro Tier ein Quotienten-Mittelwert ausgerechnet wurde. Dieser
wurde nun auf die Detailaufnahmen in 16500-facher VergroBerung (5.3 pm x 3,9 pm)
iibertragen, um hier die dem Quotienten entsprechende Anzahl an myelinisierten und
demyelinisierten Axonen zu vermessen. Wurde beispielsweise ein Quotient von 0,2 ermittelt,
so wurden 2 demyelinisierte und 10 myelinisierte Axone pro Detailaufnahme vermessen.
Gemessen wurde mit Lineal auf in DIN A4 ausgedruckten Schwarzweilauftnahmen, was sich
als effizienteste Methode herausstellte. MaBeinheiten spielen hierbei keine Rolle, da die g-
ratio einem Quotienten mit gleicher Einheit in Zdhler und Nenner entspricht. Somit spielt es
ebenfalls keine Rolle, welche Ausdruckgrofle zum Vermessen benutzt wird. Pro Bild wurden
mindestens 12 g-ratios bestimmt, je nach Ubersichtsquotient auch mehr als 12. Da pro Tier
mindestens 9 Detailaufnhahmen ausgewertet wurden, kommt man bei jedem Tier auf iiber 100

g-ratio Messwerte.
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3.7 Datenverarbeitung und statistische Analyse

3.7.1 Durchflusszytometrie

Die gemessenen FACS-Werte wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Office 2007) iibertragen. Fiir die statistische Analyse und die Erstellung der Graphiken
erfolgte die Aufnahme der Daten in GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc, La Jolla,
USA). Nach Histogramm-Darstellung zur Uberpriifung auf Normalverteilung wurden die stets
nicht-normalverteilten Daten mithilfe des Kruskal-Wallis Test als Globaltest und des Dunn's
multiple comparisons-Test als post-hoc Test im Gruppenvergleich gegeneinander aufgetragen.
Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]. Ein
Signifikanzniveau von p<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. (*p<0,05;

*4p<0,01; **+%p<0,001).

3.7.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Die manuell gemessenen g-ratio-und Axon-Durchmesser-Mediane wurden jeweils in Excel-
Tabellen aufgelistet. Fiir die statistische Analyse erfolgte die Aufnahme der Daten in IBM
SPSS statistics 23. Da pro Tier 9 Aufnahmen, die von drei Anschnitten eines optischen
Nerven gemacht wurden, ausgewertet und so jeweils 9 Bildmediane bestimmt wurden, wurde
eine Generalized Estimating Equation-Analyse (GEE) durchgefiihrt, um den Zusammenhang
zwischen Versuchsgruppen und g-ratio bzw. Axon-Durchmesser zu beschreiben. G-ratio bzw.
Axon-Durchmesser wurde dabei jeweils als quantitative abhéngige Variable und die
Versuchsgruppe als kategoriale unabhidngige Variable modelliert. Die Ergebnisse wurden als
Regressionskoeffizienten mit 95%-Konfidenzintervallen angegeben. Ein Signifikanzniveau
von p<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Die zugehdrigen Abbildungen
wurden mit GraphPad Prism 6 erstellt. Aus allen Bildmedianen der Tiere einer Gruppe wurde

ein Median pro Gruppe mit zugehorigem Interquartilsrange bestimmt.
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3.7.3 EAE-Score

Die bestimmten Score-Werte wurden in Excel-Tabellen aufgelistet und anschlieBend in
GraphPad Prism 6 iibertragen. Die Gruppenmittelwerte wurden in Abhéngigkeit vom Tag
nach Immunisierung bzw. Behandlungstag gegeneinander aufgetragen. Zusétzlich wurden fiir
jeden Tag die nicht-normalverteilten Daten mithilfe des Kruskal-Wallis Tests als Globaltest
und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc Test im Gruppenvergleich
gegeneinander aufgetragen. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1.
Quartil; 3. Quartil]. Ein Signifikanzniveau von p<0,05 wurde als statistisch signifikant

angenommen. (*p<0,05; **p<0,01).
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse des CPZ-Modells

4.1.1 Durchflusszytometrie

In der durchflusszytometrischen Messung wurden bei jedem Tier Leukozyten bzw.
Leukozyten-Untergruppen pro 100ul Blut und pro Milz als absolute und prozentuale
Zellzahlen quantifiziert und nach statistischer Analyse im Gruppenvergleich gegeneinander
aufgetragen. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3.
Quartil].

In der Blutanalyse zeigten sich signifikante Unterschiede beziiglich der absoluten
Leukozyten-Zellzahl, wobei die Standardfutter-Gruppe mit 225,5 *10°/100 ul [147.,5 *10°/100
ul; 360,8 *10°/100 pl] die groBte mediane Anzahl an Leukozyten aufwies. Diese unterschied
sich sowohl von der Leukozyten-Zellzahl der CPZ/CPZ-Gruppe (43,6 *10°/100 pl [20,4
*10°/100 pl; 65,9 *10°/100 pl], p<0,05), als auch von der der CPZ/PBN-Gruppe (35,7
*10°/100 pl [28,1 *10°/100 ul; 81,8 *10°/100 ul], p<0,05) signifikant, jedoch nicht von der
der CPZ/solvent-Gruppe. Prozentual lag der Anteil an Lymphozyten an allen Leukozyten bei
allen Gruppen ungefihr im selben Bereich. Der prozentuale Anteil der CD3'CD4"
Lymphozyten an allen Lymphozyten unterschied sich ebenfalls im Gruppenvergleich nicht
signifikant. Beim Gruppenvergleich der CD3"CD4'CD25" Lymphozyten an allen CD3"CD4"
Lymphozyten konnten jedoch signifikante Unterschiede zwischen der Standardfutter-Gruppe
und den Gruppen CPZ/CPZ (5,2% [4,4%; 5,6%], p<0,05), CPZ/solvent (4,8% [4,4%; 5,5%],
p<0,05) und CPZ/PBN (4,7% [4,1%; 5,8%], p<0,01) festgestellt werden. Die Standardfutter-
Gruppe wies hier mit 7,9% [6,7%; 8,9%] den groBten Anteil an CD3'CD4'CD25"
Lymphozyten auf.
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Abb. 4-1. Zellzahlen pro 100 pl Blut im CPZ-Versuch

Die Abbildung zeigt die Zellzahlen pro 100 pl Blut im Gruppenvergleich nach statistischer Analyse mithilfe des
nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-
hoc Test. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]. In Graphik A wird
die absolute Leukozyten-Zellzahl dargestellt. Die Standardfutter-Gruppe, die die grofite Anzahl an Leukozyten
aufwies, unterschied sich signifikant von der Leukozyten-Zellzahl der CPZ/CPZ-Gruppe und der der CPZ/PBN-
Gruppe, nicht jedoch von der der CPZ/solvent-Gruppe. Die in Graphik B abgebildete prozentuale Anzahl an
Lymphozyten wies keine Unterschiede im Gruppenvergleich auf. Auch im Gruppenvergleich der prozentualen
CD3°CD4" Lymphozyten-Zellzahlen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (Graphik C). Der
Anteil der CD3°'CD4°CD25" Lymphozyten an allen CD3°CD4" Lymphozyten in der Standardfutter-Gruppe

iiberstieg den prozentualen Anteil dieser Zellen in den anderen Gruppen (Graphik D).
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Die Auswertung der absoluten Leukozyten-Zellzahlen der Milz zeigte keine signifikanten
Unterschiede im Gruppenvergleich. Auch in den Gruppenvergleichen der prozentualen
Lymphozyten-Zellzahlen pro Milz an allen Leukozyten und der prozentualen CD3'CD4"
Lymphozyten-Zellzahlen an allen Lymphozyten konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu unterschied sich die Standardfutter-Gruppe mit einem
prozentualen Anteil der CD3'CD4'CD25" Lymphozyten an allen CD3'CD4" Lymphozyten
von 20,1% [16,7%; 22,6%] signifikant von der Gruppe CPZ/CPZ mit 9,6% ([8,7%; 10,5%],
p<0,001), von der Gruppe CPZ/solvent mit 10,7% ([9,6%; 13,7%], p<0,05) und von der
Gruppe CPZ/PBN mit 10,2% ([9,2%; 11,9], p<0,01).
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Abb. 4-2. Zellzahlen pro Milz im CPZ-Versuch

Die Abbildung zeigt die Zellzahlen pro Milz im Gruppenvergleich nach statistischer Analyse mithilfe des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc
Test. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]. Graphik A stellt die
absoluten Leukozyten-Zellzahlen dar, die im Gruppenvergleich keine Unterschiede zeigten. Die in Graphik B
abgebildeten prozentualen Lymphozyten-Zellzahlen und in Graphik C veranschaulichten prozentualen
CD3°CD4" Lymphozyten-Zellzahlen wiesen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf. Bezogen auf den
Anteil der CD3'CD4'CD25" Lymphozyten an CD3'CD4" Lymphozyten war der Anteil der Standardfutter-
Gruppe signifikant grofer als der der tibrigen Gruppen.
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4.1.2 Lichtmikroskopie

Die in Paraffin eingebetteten histologischen Schnitte des Corpus callosum der Tiere wurden
nach HE-, LFB-, MBP-, CNPase-Fiarbung unter dem Lichtmikroskop betrachtet, um in dieser
Region Demyelinisierungsprozesse histologisch sichtbar zu machen. Hierzu wurden zunichst
nur Schnitte von Tieren der Standardfutter- und CPZ/CPZ-Gruppe aufgelegt, um
herauszufinden ob sich hierbei augenscheinliche Unterschiede zeigen, die anschlieend
quantifiziert —und  statistisch  miteinander  verglichen = werden  konnen.  Als
Demyelinisierungsprozess wurden im ersten Schritt eine subjektiv verminderte Anfarbung
bzw. ausgesparte, nicht angefirbte Areale gewertet. Beim Betrachten der histologischen
Schnitte konnten jedoch keine Tendenzen im Gruppenvergleich gesehen werden. Es wurde
daher auf  weitere = Auswertung  verzichtet und eine  Auswertung  von
transmissionselektronischen Querschnittsautnhahmen optischer Nerven durchgefiihrt.

Eine HE-Firbung wurde angefertigt, um einen Uberblick zu bekommen, da sich eine
mogliche strukturelle Verdnderung mit groBer Wahrscheinlichkeit auch in den spezifischeren
Farbungen gezeigt hitte. Jedoch wurden keine Unterschiede zwischen CPZ/CPZ- und
Standardfutter-Gruppe gefunden. Auch in der LFB-Férbung, die Myelin blau férbt, und in der
MBP-Firbung, die einen spezifischen Myelinbestandteil anfarbt und die sich somit zur
Quantifizierung einer verringerten Myelindichte eigenen miissten, konnten keine
Unterschiede festgestellt werden. Die CNPase-Farbung hingegen, in der ein Enzymbestandteil
des Myelins immunhistochemisch nachgewiesen wurde, zeigte bei einigen Aufnahmen der
CPZ/CPZ-Gruppe eine verminderte Anfiarbung gegeniiber Aufnahmen der Standardfutter-

Gruppe. Hier waren die Unterschiede jedoch zu inkonstant, um diese zu quantifizieren.
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Abb. 4-3. Lichtmikroskopische Aufnahmen des Corpus callosum nach HE-Féarbung
Der GroBenbalken in A, der fiir alle Aufnahmen gilt, steht in A und B fiir eine Lange von 200 um, in C und D

fiir eine Lénge von 100 pm. Die Abbildung zeigt reprasentative Frontalschnitte des Corpus callosum nach HE-
Féarbung eines CPZ/CPZ-Tieres (A und C) und eines Standardfutter-Tieres (B und D).
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Abb. 4-4. Lichtmikroskopische Aufnahmen des Corpus callosum nach LFB-Féarbung

Der GroBlenbalken in A, der fiir alle Aufnahmen gilt, steht in A und B fiir eine Lénge von 200 pm, in C und D
flir eine Lange von 100 pm. Die Abbildung zeigt reprisentative Frontalschnitte des Corpus callosum nach LFB-

Férbung eines CPZ/CPZ-Tieres (A und C) und eines Standardfutter-Tieres (B und D).
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Abb. 4-5. Lichtmikroskopische Aufnahmen des Corpus callosum nach MBP-Immunhistochemie
Der GroBenbalken in A, der fiir alle Aufnahmen gilt, steht in A und B fiir eine Lange von 200 um, in C und D

fiir eine Lange von 100 um. Die Abbildung zeigt représentative Frontalschnitte des Corpus callosum nach MBP-
Immunhistochemie eines CPZ/CPZ-Tieres (A und C) und eines Standardfutter-Tieres (B und D).
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Abb. 4-6. Lichtmikroskopische Aufnahmen des Corpus callosum nach CNPase-Immunhistochemie

Der GroBenbalken in A, der fiir alle Aufnahmen gilt, steht in A und B fiir eine Lange von 200 um, in C und D
fiir eine Lange von 100 pm. Die Abbildung zeigt reprisentative Frontalschnitte des Corpus callosum nach
CNPase-Immunhistochemie eines CPZ/CPZ-Tieres (A und C) und eines Standardfutter-Tieres (B und D).
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4.1.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Auf ultrastruktureller Ebene war nach 20 Tagen CPZ-Diét in der Gruppe CPZ/CPZ (A) eine
starke Demyelinisierung zu erkennen, wéihrend diese in der Standardfutter-Gruppe, die die
physiologische Situation zeigt, unterblieb. Zum Vergleich sind ebenfalls reprisentative
Aufnahmen von der scheinbehandelten Gruppe CPZ/solvent (C, D) und der Probenecid-
therapierten Gruppe CPZ/PBN gezeigt. Um die unterschiedlich starke Demyelinisierung zu

quantifizieren, wurden Axon-Durchmesser- und g-ratio-Auswertungen angeschlossen.

mra

Abb. 4-7. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des optischen Nerven

Der GroBlenbalken in A, der fiir alle Aufnahmen gilt, steht fiir eine Lédnge von 1 pum. In A steht eine
reprasentative Aufnahme der Gruppe CPZ/CPZ, die eine starke Demyelinisierung zeigt, einer Aufnahme der
Gruppe Standardfutter (B) ohne demyelinisierte Axone gegeniiber. Die mittlere Reihe représentiert zwei
Aufnahmen der Gruppe CPZ/solvent (C, D) und die unterste Reihe beinhaltet zwei Aufnahmen der Gruppe
CPZ/PBN (E, F). Es sind deutliche Unterschiede zwischen den Aufnahmen zu sehen, die Quantifizierung dieser
wird im Folgenden anhand des Axon-Durchmesser- und g-ratio-Vergleichs dargestellt.
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Um erste morphologische Unterschiede in den verschiedenen Versuchsgruppen zu
quantifizieren, wurden die Axon-Durchmesser auf transmissionselektronischen Aufnahmen
des optischen Nervens gemessen. Die so bestimmten medianen Axon-Durchmesser wurden
mithilfe der GEE miteinander verglichen, wobei die Gruppe CPZ/CPZ als Referenz-Gruppe
definiert wurde. Hierbei zeigte sich, dass der Axon-Durchmesser der Standardfutter-Gruppe
um 0,173 pm ([0,125 pm; 0,221 pm], p<0,001) groBer und der Axon-Durchmesser der
Gruppe CPZ/PBN um 0,133 um ([0,084 um; 0,182 um], p<0,001) groBer war, als der Axon-
Durchmesser der CPZ/CPZ-Gruppe. Hingegen unterschied sich der Median der CPZ/solvent-
Gruppe nicht signifikant von dem der CPZ/CPZ-Gruppe (0,027 pm [-0,028 um; 0,081 pum],
p=0,335). Der grofte mediane Axon-Durchmesser wurde mit 0,76 pm [0,70 um; 0,80 um] in
der Standardfutter-Gruppe festgestellt, die Gruppe CPZ/PBN wies einen Wert von 0,72 um
[0,70 um; 0,74 pm] auf, die Gruppe CPZ/solvent 0,63 um [0,60 pm; 0,66 pm] und die
Gruppe CPZ/CPZ 0,59 um [0,55 um; 0,64 pum)].

CPZICPZA V
CPZ/solvent- I——A—I
CPZ/PBN - ——
Standardfutter- | ——
v R & >

Regressionskoeffizient [um]

Abb. 4-8. GEE-Analyse der Axon-Durchmesser

Darstellung der Regressionskoeffizienten mit 95%-Konfidenzintervallen nach GEE-Analyse der medianen
Axon-Durchmesser bezogen auf die Gruppe CPZ/CPZ. Es zeigten sich signifikante Unterschiede sowohl
zwischen den Gruppen CPZ/PBN und CPZ/CPZ, als auch zwischen Standardfutter und CPZ/CPZ, jedoch nicht
zwischen CPZ/solvent und CPZ/CPZ.
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Weiterhin wurden auf transmissionselektronischen Aufnahmen von optischen Nerven g-ratios
der Axone berechnet, um tiber die Axon-Durchmesser-Auswertung hinaus die Breite der
Mpyelinschicht beziehungsweise den Grad der Demyelinisierung objektiv zu bestimmen und
diese Eigenschaft innerhalb der Versuchsgruppen zu vergleichen. Die bestimmten g-ratio
Bildmediane wurden mithilfe der GEE im Gruppenvergleich gegeneinander aufgetragen.
Hierbei wurde die Gruppe CPZ/CPZ als Referenz-Gruppe definiert. In dieser Auswertung
zeigte sich die g-ratio der Standardfutter-Gruppe um den Wert 0,104 ([-0,160; -0,048],
p<0,001) kleiner als die g-ratio der Gruppe CPZ/CPZ. Auch die g-ratio, die in der
CPZ/solvent-Gruppe bestimmt wurde, unterschied sich von der g-ratio der CPZ/CPZ-Gruppe
um -0,063 ([-0,119; -0,007], p=0,028). Die g-ratio der CPZ/PBN-Gruppe unterschied sich
nicht signifikant von der medianen g-ratio der CPZ/CPZ-Gruppe (-0,012 [-0,102; 0,079],
p=0,798). Die kleinste mediane g-ratio wurde mit 0,75 [0,74; 0,77] in der Standardfutter-
Gruppe festgestellt, die Gruppe CPZ/PBN wies einen Wert von 0,82 [0,80; 0,92] auf, die
Gruppe CPZ/solvent 0,80 [0,79; 0,81] und die Gruppe CPZ/CPZ 0,84 [0,82; 0,92].

CPZ/CPZ+ A
CPZ/solvent- i
CPZ/PBN- : - '
Standardfutter- ——
RS N
Regressionskoeffizient
Abb. 4-9. GEE-Analyse der g-ratios

Darstellung der Regressionskoeffizienten mit 95%-Konfidenzintervallen nach GEE-Analyse der medianen g-
ratios bezogen auf die Gruppe CPZ/CPZ. Es zeigten sich signifikante Unterschiede sowohl zwischen den
Gruppen CPZ/solvent und CPZ/CPZ, als auch zwischen Standardfutter und CPZ/CPZ, jedoch nicht zwischen
CPZ/PBN und CPZ/CPZ.
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4.2 Ergebnisse des EAE-Modells

4.2.1 EAE-Score

Die folgenden Auswertungen wurden mir von Frau Dr. rer. nat. Nadine Hainz zur Verfiigung
gestellt.

Nach Immunisierung der Tiere wurde deren klinische Symptomatik tdglich gemall des im
Methodenteil angegebenen Scoring-Systems beurteilt. Bei Ausscheiden bzw. Euthanasie eines
Tieres wurde dessen Score-Wert auf 5 gesetzt und das Tier bis Versuchsende unter diesem
Wert weitergefiihrt. Die téglichen mittleren Score-Werte der Tiere einer Gruppe wurden
bestimmt und im Gruppenvergleich als Verlaufskurve gegeneinander aufgetragen. Es war zu
beobachten, dass sich bei den immunisierten Tieren ungefdhr ab dem 12. Tag eine beginnende
Symptomatik ausbildete, die im Verlauf zunahm. Klinisch erkennbare unerwiinschte

Wirkungen der Probenecid- oder Solvent-Therapie konnten nicht festgestellt werden.

Ergebnisse EAE 100 mg Probenecid Versuch
Im EAE 100 mg Probenecid Versuch nahmen die Tiere der Gruppe EAE die grofiten mittleren
Score-Werte an. Ein signifikanter Unterschied im Gruppenvergleich konnte jedoch an keinem

Tag festgestellt werden.
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4- —— EAE/solvent
-~ EAE
3
o
O
0 2-
1-
0' T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26
Tage nach Immunisierung
Abb. 4-10. Krankheitsverlauf der Tiere im EAE 100 mg Probenecid Versuch

Dargestellt ist der Krankheitsverlauf der Tiere des EAE 100 mg Probenecid Versuchs in Abhédngigkeit vom Tag
nach der Immunisierung. Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied im Gruppenvergleich festgestellt

werden. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Mittelwert pro Gruppe pro Tag.
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Ergebnisse EAE 250 mg Probenecid Versuch

Im EAE 250 mg Probenecid Versuch wurde nach Erreichen eines Score-Wertes von 2,0 den
entsprechenden Tieren jeweils Probenecid bzw. Solvent verabreicht. Die klinische
Symptomatik der Gruppen EAE und EAE/solvent nahm im Gegensatz zur klinischen
Symptomatik der Gruppe EAE/PBN weiter deutlich zu. Um hier Unterschiede zwischen den
Gruppen auszumachen, wurden die tdglichen Score-Werte der einzelnen Gruppen nach
statistischer Auswertung mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als
Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc Test miteinander
verglichen. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3.
Quartil].

Beispielhaft sind bestimmte Tage im Folgenden aufgefiihrt. Zu Beginn der Therapie (Tag 0)
lag der mediane und zugleich minimale Score-Wert jeder Gruppe bei 2,0, sodass von einem
gleichen Startpunkt ausgegangen werden konnte. Dabei konnte an Tag 5 ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppe EAE/PBN mit einem medianen Score von 2,5 [1,5; 2,5]
und Gruppe EAE mit 3,0 ([2,5; 3,0], p<0,05) festgestellt werden. An Tag 7 unterschied sich
die Gruppe EAE/PBN mit einem medianen Score von 2,0 [1,5; 2,25] sowohl von der Gruppe
EAE mit 2,75 ([2,5; 3,5], p<0,01), als auch von der Gruppe EAE/solvent mit 2,5 ([2,5; 2,5],
p<0,05). Diese Unterschiede blieben bis zum Versuchsende an Tag 20 bestehen. Wéhrend die
Gruppen EAE (5,0 [4,375; 5,0], Tag 20) und EAE/solvent (5,0 [3,0; 5,0], Tag 20) bis zu einen
medianen Score von 5,0 anstiegen, wies die Gruppe EAE/PBN am letzten Tag einen
medianen Score-Wert von 2,0 [1,0; 2,75] auf. Interessanterweise konnte zusitzlich beobachtet

werden, dass die klinische Symptomatik einiger Tiere der Gruppe EAE/PBN riicklaufig war.
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Abb. 4-11. Krankheitsverlauf der Tiere im EAE 250 mg Probenecid Versuch

Dargestellt sind die Krankheitsverldufe der Tiere des 250 mg PBN Therapie-Versuchs in Abhédngigkeit vom (A)
Tag nach der Immunisierung und (B) Behandlungstag. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als

Mittelwert pro Gruppe pro Tag.
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Abb. 4-12. Klinische Symptomatik an einzelnen Behandlungstagen im EAE 250 mg Probenecid Versuch

Die Abbildung zeigt die klinische Symptomatik der Tiere an einzelnen Behandlungstagen im Gruppenvergleich
nach statistischer Analyse mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's
multiple comparisons-Tests als post-hoc Test. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1.
Quartil; 3. Quartil]. Hierbei stellt Tag 0 (A) den Ausgangspunkt der klinischen Symptomatik zu Beginn der
Therapie dar. Graphik B zeigt den Vergleich an Tag 4, Graphik C Tag 5, an dem ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen EAE/PBN und EAE beobachtet werden konnte. Ab Tag 7 (D) unterschied sich die
Gruppe EAE/PBN signifikant von den beiden anderen Gruppen. Dieser Unterschied wurde bis zum
Versuchsende noch deutlicher. Hierfiir sind beispielhaft Tag 12 (E) und Tag 20 (F) dargestellt.

56



4.2.2 Durchflusszytometrie

Ergebnisse EAE 100 mg Probenecid Versuch

Die durchflusszytometrisch bestimmten absoluten und prozentualen Zellzahlen pro 100 pl
Blut und pro Milz wurden nach nicht-parametrischer Analyse mithilfe des Kruskal-Wallis-
Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc Test
gegeneinander aufgetragen. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1.
Quartil; 3. Quartil]. Sowohl in der Blutanalyse, als auch in der Analyse der Zellzahlen pro

Milz zeigten sich in keiner Zellpopulation signifikante Unterschiede im Gruppenvergleich.
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Abb. 4-13. Zellzahlen pro 100 pl Blut im EAE 100 mg Probenecid Versuch

Die Abbildung stellt die Zellzahlen pro 100 pl Blut der verschiedenen Zellpopulationen nach statistischer
Analyse mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple
comparisons-Tests als post-hoc Test dar. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1.
Quartil; 3. Quartil]. Graphik A zeigt hierbei die absoluten Zellzahlen der Leukozyten pro 100 pl Blut, Graphik B
die prozentualen Anteile der Lymphozyten, Graphik C die prozentualen Anteile der CD3'CD4" Lymphozyten an
allen Lymphozyten und Graphik D die prozentualen Anteile der CD3°CD4'CD25" Lymphozyten an allen
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CD3'CD4" Lymphozyten. Es wurden in keiner Zellpopulation signifikante Unterschiede im Gruppenvergleich
y yt g
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Zellzahlen pro Milz im EAE 100 mg Probenecid Versuch nach Oberflichenfarbung

Die Abbildung stellt die Zellzahlen pro Milz der verschiedenen Zellpopulationen nach statistischer Analyse

mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-

Tests als post-hoc Test dar. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil].

Graphik A zeigt hierbei die absoluten Zellzahlen der Leukozyten pro Milz, Graphik B die prozentualen Anteile

der Lymphozyten, Graphik C die prozentualen Anteile der CD3'CD4" Lymphozyten an allen Lymphozyten und
Graphik D die prozentualen Anteile der CD3'CD4'CD25" Lymphozyten an allen CD3'CD4" Lymphozyten. Es

wurden in keiner Zellpopulation signifikante Unterschiede im Gruppenvergleich gefunden.
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Abb. 4-15. Zellzahlen pro Milz im EAE 100 mg Probenecid Versuch nach intrazellulérer Farbung

Die Abbildung stellt Zellzahlen pro Milz der verschiedenen Zellpopulationen nach intrazelluldrer Féarbung und
nach statistischer Analyse mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's
multiple comparisons-Tests als post-hoc Test dar. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median
[1. Quartil; 3. Quartil]. Graphik A zeigt hierbei die prozentualen Zellzahlen der IFN-y" Leukozyten pro Milz,
Graphik B die prozentualen Anteile der FoxP3" Lymphozyten und Graphik C die prozentualen Anteile der IL-
10" Lymphozyten an allen Lymphozyten. Es wurden in keiner Zellpopulation signifikante Unterschiede im

Gruppenvergleich gefunden.
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Ergebnisse EAE 250 mg Probenecid Versuch

Um festzustellen, ob sich die unterschiedlichen Krankheitsverldufe im Auftreten von
spezifischen Immunzellen widerspiegeln wurden auch in diesem Teilversuch
durchflusszytometrisch bei jedem Tier Leukozyten bzw. Leukozyten-Untergruppen pro 100
ul Blut und pro Milz als absolute und prozentuale Zellzahlen quantifiziert und nach
statistischer Analyse mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest
und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc Test im Gruppenvergleich
gegeneinander aufgetragen. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1.
Quartil; 3. Quartil].

In der Blutanalyse zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der absoluten
Leukozyten-Zellzahl. Im Gruppenvergleich der prozentualen Lymphozyten unterschied sich
die Kontroll-Gruppe mit einem Median von 66,3% [62,7%; 73,5%] signifikant von der
Gruppe EAE/solvent (44,0% [25,9%; 57,1%], p<0,01), jedoch nicht von den Gruppen EAE
(44,7% [40,2%; 62,3%], p>0,05) und EAE/PBN (59,4% [51,5%; 67,2%], p>0,05). Der
prozentuale Anteil der CD3"CD4" Lymphozyten an allen Lymphozyten war bei der Kontroll-
Gruppe mit 17,7% [12,8%; 19,7%] am geringsten und signifikant kleiner als der Anteil der
EAE-Gruppe (26,2% [23,3%; 31,1%], p<0,05), er unterschied sich jedoch nicht vom
prozentualen Anteil der EAE/PBN- (22,7% [17,3%; 26,7%], p>0,05) und EAE/solvent-
Gruppe (23,6% [20,8%; 27,4%], p>0,05). Im Gruppenvergleich der CD3'CD4'CD25"
Lymphozyten an CD3"CD4" Lymphozyten traten keine Unterschiede auf.
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Zellzahlen pro 100 pl Blut im EAE 250 mg Probenecid Versuch

Die Abbildung zeigt die Zellzahlen pro 100 pl Blut im Gruppenvergleich nach statistischer Analyse mithilfe des

nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-

hoc Test. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]. Die in Graphik A

dargestellte absolute Leukozyten-Zellzahl wies keine signifikanten Unterschiede auf. In Graphik B wird die

prozentuale Lymphozyten-Zellzahl gezeigt. Die Kontroll-Gruppe, die den grofiten Anteil an Lymphozyten

aufwies, unterschied sich signifikant von der Lymphozyten-Zellzahl der EAE/solvent-Gruppe, nicht jedoch von

denen der EAE- und EAE/PBN-Gruppe. Der in Graphik C abgebildete prozentuale Anteil an CD3'CD4"

Lymphozyten der Kontroll-Gruppe war signifikant kleiner als der der EAE-Gruppe, die den groften Anteil

aufwies, unterschied sich jedoch nicht von EAE/PBN- und EAE/solvent-Gruppe. Im Gruppenvergleich der
CD3°CD4°CD25" Lymphozyten an CD3"CD4" Lymphozyten traten keine Unterschiede auf (D).
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In der Zellanalyse der Milz wies die Kontroll-Gruppe mit 40,4 *10° [34,5 *10% 61,0 *10°]
Leukozyten pro Milz die grofite Anzahl auf. Diese war signifikant grofer als die der Gruppen
EAE mit 17,8 *10° ([11,2 *10%; 36,4 *10°], p<0,01), EAE/solvent mit 20,2 *10° ([17,6 *10°;
29,8 *10°], p<0,01) und EAE/PBN mit 27,4 *10° ([21,2 *10% 27,8 *10°], p<0,05). Der
prozentuale Anteil der Lymphozyten an allen Leukozyten war wiederum bei der Kontroll-
Gruppe am grofiten (86,8% [75,1%; 87,5%]) und signifikant groBer als der der EAE/solvent-
Gruppe (71,3% [66,8%; 74,5%], p<0,01), unterschied sich jedoch nicht von denen der EAE-
(72,6% [61,3%; 81,7%], p>0,05) und EAE/PBN-Gruppe (77,8% [75,5%; 78,8%], p>0,05).
Beziiglich der CD3°CD4" Lymphozyten an allen Lymphozyten iiberstieg der prozentuale
Anteil der EAE-Gruppe mit 24,0% [20,1%; 24,4%] signifikant die Anteile der EAE/PBN- mit
18,1% ([17,0%; 18,9%], p<0,05) und der Kontroll-Gruppe mit 17,8% ([15,0%; 19,6%],
p<0,05), kein Unterschied hingegen wurde zwischen der EAE- und der EAE/solvent-Gruppe
(20,9% [18,0%; 22,3%], p>0,05) gefunden. Im Gruppenvergleich der prozentualen Anteile
der CD3'CD4'CD25" Lymphozyten an CD3'CD4" Lymphozyten traten keine Unterschiede
auf. Bei der intrazelluldren Farbung iiberstieg die Kontroll-Gruppe mit einem prozentualen
Anteil von 3,3% [2,3%; 8,8%] IFN-y" Leukozyten an allen Lymphozyten die Gruppe EAE
mit 1,1% ([0,9%; 3,0%], p<0,05) und die Gruppe EAE/PBN mit 1,3% ([1,0%; 1,6%],
p<0,01). Im Gruppenvergleich der FoxP3" Lymphozyten und IL-10" Lymphozyten wurden

keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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Abb. 4-17. Zellzahlen pro Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch nach Oberflachenfarbung

Die Abbildung zeigt die Zellzahlen pro Milz im Gruppenvergleich nach statistischer Analyse mithilfe des nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's multiple comparisons-Tests als post-hoc
Test. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]. In Graphik A wird die
absolute Leukozyten-Zellzahl dargestellt, hierbei wies die Kontroll-Gruppe die groite Anzahl an Leukozyten
auf, die sich von allen iibrigen Gruppen signifikant unterschied. In Graphik B wird die prozentuale
Lymphozyten-Zellzahl gezeigt. Die Kontroll-Gruppe, die den grofiten Anteil an Lymphozyten aufwies,
unterschied sich signifikant von der Lymphozyten-Zellzahl der EAE/solvent-Gruppe, nicht jedoch von denen der
EAE- und EAE/PBN-Gruppe. Der in Graphik C abgebildete prozentuale Anteil an CD3°CD4" Lymphozyten der
Kontroll-Gruppe war signifikant kleiner als der der EAE-Gruppe, die den grofiten Anteil aufwies. Dieser Wert
der EAE-Gruppe war ebenfalls signifikant groBer als der Anteil der EAE/PBN-Gruppe. Im Gruppenvergleich der
CD3'CD4'CD25" Lymphozyten an CD3"CD4" Lymphozyten traten keine Unterschiede auf (D).
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Abb. 4-18. Zellzahlen pro Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch nach intrazellulérer Farbung

Die Abbildung stellt Zellzahlen pro Milz der verschiedenen Zellpopulationen nach intrazelluldrer Farbung und
nach statistischer Analyse mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests als Globaltest und des Dunn's
multiple comparisons-Tests als post-hoc Test dar. Die quantitativen Merkmale wurden beschrieben als Median
[1. Quartil; 3. Quartil]. Graphik A zeigt hierbei die prozentualen Zellzahlen der IFN-y" Leukozyten pro Milz,
Graphik B die prozentualen Anteile der FoxP3" Lymphozyten und Graphik C die prozentualen Anteile der IL-
10" Lymphozyten an allen Lymphozyten. Der Anteil der IFN-y" Leukozyten der Gruppe Kontrolle war
signifikant groBer als die der Gruppen EAE und EAE/PBN. Dariiber hinaus zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer Probenecid-Therapie in zwei
Mausmodellen der Multiplen Sklerose zu untersuchen. Im CPZ-Modell sollte die
Demyelinisierung im optischen Nerven untersucht und die Hypothese iiberpriift werden, ob
Probenecid eine Demyelinisierung verringert. Im EAE-Modell stand die klinische
Symptomatik der Versuchstiere im Mittelpunkt. In beiden Modellen sollten die zelluldren
Veranderungen in Blut und Milz durchflusszytometrisch festgehalten werden.

Probenecid ist ein bekanntes Medikament, das seit tiber 60 Jahren als Therapeutikum beim
Menschen zugelassen ist (Talbott, 1953). Diese langjdhrige Erfahrung im Umgang mit dem
Medikament in Verbindung mit einem geringen Nebenwirkungsprofil (Talbott, 1953)
sprechen fiir einen Einsatz von Probenecid iiber die Gichttherapie hinaus. Auflerdem wurde
bereits gezeigt, dass sich Probenecid im EAE-Mausmodell eignet, die EAE-Symptomatik
zumindest hinauszuzdgern (Hainz et al., 2016). Hierbei wurde die Substanz praventiv
eingesetzt. Die priaventive Applikation vor eigentlichem Krankheitsbeginn entspricht jedoch
weniger den Therapieansdtzen der menschlichen MS, bei der bisher keine primér- praventiven
MafBnahmen im Vordergrund stehen. Daher wurde in weiteren Versuchen ein therapeutischer
Ansatz gewdhlt, um der tatsidchlichen MS-Situation zu entsprechen.

Im CPZ-Modell ist beschrieben, dass eine Demyelinisierung am deutlichsten im Corpus
callosum detektiert werden kann (Matsushima and Morell, 2001; Steelman et al., 2012). Aus
diesem Grund wurden zunichst Frontalschnitte des Gehirns im Bereich des Corpus callosum
histologisch angefarbt, um diese unter dem Lichtmikroskop zu betrachten. Hierzu wurden vier
verschiedene Farbungen durchgefiihrt, die alle nur inkonstante Unterschiede zeigten, die nicht
zu quantifizieren waren. Eine mdgliche Erkldrung, warum sich in der Lichtmikroskopie keine
Verdnderungen zeigten, ist, dass die Demyelinisierung nach 20 Tagen CPZ-Didt zu gering
und bei zu wenigen Axonen ausgepriagt war, um diese mit der zu wenig detaillierten Methode
der Lichtmikroskopie zu identifizieren. Diese Annahme konnte spdter in der
transmissionselektronenmikroskopischen ~ Untersuchung, die eine  Differenz  im
Gruppenvergleich im Bereich von zehntel Mikrometern angab, verifiziert werden.

Aus diesen transmissionselektronenmikroskopischen ultrastrukturellen Querschnitts-
aufnahmen des optischen Nervens wurde zundchst eine Untersuchung der Axon-Durchmesser
durchgefiihrt. Hier trat die grofte Diskrepanz zwischen den Standardfuttertieren und der
Gruppe CPZ/CPZ, also der nicht behandelten Gruppe, auf. Dies war zu erwarten, da durch die

20-tiagige CPZ-Diit eine Demyelinisierung ausgeldst wurde, die durch eine Verminderung der
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Myelinschicht auch eine Abnahme des Axon-Durchmessers mit sich zog. FEine
Demyelinisierung gleicher Art ist ebenfalls in der CPZ/solvent-Gruppe nachgewiesen worden.
Der mediane Axon-Durchmesser der CPZ/PBN-Gruppe unterschied sich jedoch signifikant
von dem der CPZ/CPZ-Gruppe, aber nicht von dem der Standardfutter-Gruppe. Da sich die
CPZ/PBN- und CPZ/solvent-Gruppe nur im Probenecid-Zusatz in der intraperitonealen
Injektion unterschieden, ist anzunehmen, dass Probenecid eine Wirkung dahingehend zeigt,
dass der Axon-Durchmesser im optischen Nerven wihrend der CPZ-Diét nicht in dem Malle
abnimmt, wie das in den Gruppen ohne PBN-Therapie der Fall war. Es konnte daher
geschlussfolgert werden, dass Probenecid die Demyelinisierung verringert oder verzogert und
somit die postulierte Hypothese zutrifft.

Ein Nachteil dieser Annahme stellt dar, dass der Axon-Durchmesser nicht direkt mit dem
Ausmal der Myelinscheide korreliert, da dieser auch noch den Durchmesser des Neuriten
beinhaltet. Der Begriff ,Neurit“ bezeichnet in dieser Arbeit einen efferenten Nervenzell-
Fortsatz ohne Myelinscheide, der Begriff ,,Axon* steht flir einen Neuriten, der von einer
Mpyelinscheide umgeben ist. Die CPZ-Diét wirkt sich jedoch in dieser Auspriagung auf die
Oligodendrozyten, die die Myelinscheide im optischen Nerven bilden, aus und nicht auf die
Neuronen, ein Teil derer der Neurit darstellt (Procaccini et al., 2015), was dafiir spricht, dass
der Axon-Durchmesser valide Informationen liefert, um Demyelinisierung zu quantifizieren.
Trotzdem wurde zusétzlich, als weitere Auswertung, die g-ratio, ein objektiver Parameter fiir
die Dicke der Myelinscheide, bestimmt, der unabhingig von Zu- oder Abnahmen des
Neuriten-Durchmessers ist. Der hierbei festgestellte grofte g-ratio-Median in der Gruppe
CPZ/CPZ zeigt, dass in der CPZ/CPZ-Gruppe die am weitesten fortgeschrittene
Demyelinisierung erfolgte. Geht man von der Axon-Durchmesser-Auswertung aus, wére zu
erwarten gewesen, dass eine kleinere g-ratio in der mit Probenecid therapierten Gruppe
CPZ/PBN auftritt, die g-ratio der Gruppe CPZ/solvent jedoch im Bereich der der Gruppe
CPZ/CPZ liegt. Im Gegenteil zu diesen Erwartungen unterschied sich die g-ratio der
CPZ/PBN-Gruppe nicht signifikant, jedoch die g-ratio der CPZ/solvent-Gruppe signifikant
von der der CPZ/CPZ-Gruppe. Beim Betrachten der Aufnahmen und der einzelnen Messwerte
fiel auf, dass dies zustande gekommen sein kann, da sich ein Tier der Gruppe CPZ/PBN
komplett von den anderen Tieren derselben Gruppe durch eine massive Demyelinisierung
unterschied, was zu einer so gro3en Range der g-ratio der Gruppe CPZ/PBN fiihrte. Es miisste
in weiteren Untersuchungen mit einer groBeren Anzahl an Tieren pro Gruppe {iiberpriift
werden, inwiefern dieses Ergebnis der kleinen Gruppengrofle geschuldet ist, oder ob der Wert

auch bei einer groBBeren Versuchstieranzahl konstant bleibt.
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Man geht jedoch auch davon aus, dass groflere g-ratio-Werte mit einer stdrkeren
Remyelinisierung einhergehen (Recks et al., 2013). Nachdem ein Neurit vollstindig
demyelinisiert ist, kann eine g-ratio von 1 angenommen werden. Im Durchschnitt verkleinert
sich dieser Wert im Prozess der Remyelinisierung, was dazu fiihrt, dass Axone im
Anfangsstadium der Remyelinisierung ebenso hohe g-ratio-Werte annehmen, wie Axone im
Endstadium der Demyelinisierung. Somit ist eine aussagekriftige Messung von
Demyelinisierung schwierig, wenn De- und Remyelinisierung in einem auszuwertenden
Bereich gleichsam ablaufen (Zendedel et al., 2013). Ein Vorteil des toxischen CPZ-Modells
liegt darin, dass die CPZ-Didt zu einer kontinuierlichen Demyelinisierung fiihrt, die nach 3
Wochen CPZ-Diét erstmals signifikant gemessen werden kann und nach 5-6 Wochen zu einer
nahezu vollstindigen Demyelinisierung fortgeschritten ist (Hiremath et al., 1998). Der
Prozess der Remyelinisierung wird jedoch erst durch eine Futterumstellung auf Standardfutter
ausgelost (Blakemore, 1973; Gudi et al., 2014). Da eine Versuchsdauer von 20 Tagen vorlag
und die Tiere wahrend der gesamten Zeit CPZ-Futter bekamen, ist davon auszugehen, dass
Remyelinisierungs-Prozesse in der Gruppe CPZ/CPZ eine eher untergeordnete Rolle spielen
und sich Axone mit hohen g-ratio-Werten im Stadium der Demyelinisierung befinden. Diese
Annahme wurde durch die Ergebnisse auch bestdtigt. Beachtet werden muss hierbei, dass
diese Zeitangaben aus Untersuchungen des Corpus callosum hervorgehen. Neuere
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass unterschiedliche Hirnregionen unterschiedlich
von der CPZ-induzierten Pathologie betroffen sind (Goldberg et al., 2015). In dieser
Untersuchung wurde ebenfalls festgestellt, dass, im Gegensatz zu den hier gezeigten
Ergebnissen, im Tractus opticus keine Demyelinisierung selbst nach 5 Wochen CPZ-Diit
abgelaufen war (Goldberg et al., 2015). Da der Tractus opticus jedoch eine Fortsetzung des
optischen Nerven darstellt, in dem die Axone der gleichen retinalen Ganglienzellen wie im
optischen Nerven verlaufen, wire die logische Konsequenz, dass dieser durch die CPZ-
induzierte Demyelinisierung in gleicher Weise betroffen wire. Da dies jedoch nicht der Fall
zu sein scheint, kommt die Frage auf, welche Unterschiede in diesen beiden Hirnregionen
dazu fiihren, dass das gleiche Axon im optischen Nerv demyelinisiert, wihrend es im Tractus
opticus von einer CPZ-induzierten Myelinpathologie nicht betroffen ist. Goldberg et al. haben
jedoch  den  Tractus  opticus  ausschlieBlich  lichtmikroskopisch  und  nicht
elektronenmikroskopisch untersucht. Mdglich wére also auch, dass nach 5 Wochen CPZ-Diit
die Demyelinisierung im Tractus opticus noch zu gering ausgeprdgt war, um diese
lichtmikroskopisch zu detektieren. Wéire diese Annahme richtig und es gidbe keine

Unterschiede zwischen Oligodendrozyten im Bereich des optischen Nervens und
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Oligodendrozyten im Bereich des Tractus opticus, stellt sich jedoch auch die Frage, warum
Oligodendrozyten im optischen Nerven bzw. im Tractus opticus weniger anfillig zu sein
scheinen, als beispielsweise Oligodendrozyten im Corpus callosum.

Eine interessante Frage ist auch, warum eine Demyelinisierung bei einigen Axonen friither
auftritt beziehungsweise schneller voranschreitet, widhrend andere Axone in direkter
Nachbarschaft davon weniger betroffen sind. Moglicherweise hingt die Anfilligkeit der
Axone im toxischen CPZ-Modell auch vom der Ausgangsgrofe der Axone ab, sodass
anfianglich schwach myelinisierte zusétzlich noch stiarker demyelinisieren. Xiu et al. haben
beispielsweise gezeigt, dass eine Abnahme von myelinisierten Axonen im Corpus callosum
wihrend einer 6 wochigen CPZ-Diét hauptsichlich bei diinneren Axonen auftrat und sich im
Vergleich zur Standardfutter-Gruppe keine Unterschiede bei Axonen iiber 0,8 um zeigten
(Xiu et al., 2016).

Weiterhin muss die Morphologie der Myelinpathologie miteinbezogen werden.
Beispielsweise muss bei der Lamellenstruktur der Umwicklungen beachtet werden, ob ein
groBerer Abstand zwischen einzelnen Lamellen vorliegt, oder ob diese dicht gepackt sind.
Eine geschadigte Myelinscheide mit wenigen isolierenden Lamellen, die grofle
Zwischenrdume aufweisen, fiihrt ebenso zu einer niedrigen g-ratio, wie eine nicht geschiadigte
Mpyelinscheide mit vielen isolierenden Lamellen ohne sichtbare Zwischenrdume. Diese
Tatsache schwécht natiirlich die Aussagekraft der g-ratio, aber auch die der Axon-
Durchmesser-Auswertung, was dazu fiihren muss, dass eine alleinige Angabe von g-ratio und
Axon-Durchmesser nicht unbedingt ausreichen kann. Hier kann eine Beschreibung weiterer
morphologischer Merkmale, wie die der Lamellenstruktur, eine im g-ratio- oder Axon-
Durchmesser-Gruppenvergleich getroffene Aussage untermauern oder schwichen. Um eine
solche Verfilschung zu vermeiden, wurden in dieser Arbeit Bereiche der Axone mit einer sich
auflosenden Lamellenstruktur nicht in die Messung einbezogen.

Nichtsdestotrotz wurde in der Axon-Durchmesser-Auswertung gezeigt, dass Probenecid einen
Effekt auf Demyelinisierungs-Vorgédnge hat, wenn auch nicht bei jedem Versuchstier, was aus
der Beurteilung der g-ratio-Auswertung hervorgeht. Die Frage, die sich zwangsldufig stellt,
ist, wie Probenecid auf den pathologischen Mechanismus der CPZ-induzierten
Myelinpathologie einwirken kann. Es wird angenommen, dass die Verabreichung von CPZ
eine vermehrte Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine durch Mikroglia zur Folge hat
(Pasquini et al.,, 2007). Diese inflammatorische Komponente kann ein moglicher
Angriffspunkt von Probenecid sein. Uber Pannexin-1 Kanile wird das Inflammasom, ein Teil

des angeborenen Immunsystems, aktiviert, was in der Freisetzung des proinflammatorischen
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Zytokins IL-1B miindet, wodurch ein Entziindungsgeschehen ausgel6st werden kann
(Martinon et al., 2002). Die Blockade dieser Pannexin-1 Kanéle durch das Medikament
Probenecid kann eine Mdglichkeit darstellen inflammatorische Vorgédnge therapeutisch zu
mindern (Dahl and Keane, 2012). Der Mechanismus wird weiter unten genauer erldutert. Das
Vorkommen von IL-1B steht jedoch auf der anderen Seite mit einer besseren
Remyelinisierung in Zusammenhang (Mason et al., 2001), was diese These schwécht. Eine
Inflammation-hemmende Therapie durch Probenecid kann mdglicherweise auch den
Neuritenschaden, der nach Demyelinisierung aufgrund des nicht mehr vorhandenen Schutzes
durch die Myelinscheide eintreten kann, positiv beeinflussen, da eine verminderte
Inflammation wohl mit einer geringeren axonalen Schidigung einhergeht (Zendedel et al.,
2013).

Neben der inflammatorischen Komponente wird davon ausgegangen, dass oxidativer Stress
zur Cuprizon-induzierten Myelinpathologie beitrdgt. In vitro wurde bereits gezeigt, dass
Probenecid oxidativen Stress und neuronalen Zelltod vermindert (Du et al., 2016). Dies starkt
die Annahme, dass eine Reduktion des oxidativen Stresses in den Oligodendrozyten durch
Probenecid eine weitere Moglichkeit darstellt, wie Probenecid eine Demyelinisierung
verringert. Neben der direkten oxidativen Schéddigung durch reaktive Sauerstoffspezies
konnen diese moglicherweise auch zusétzlich zu einer Inflammasom-Aktivierung fiihren
(Zhou et al., 2010), was eine Verbindung zwischen beiden vermuteten Pathomechanismem
herstellt. Somit kann auch diese sekundédr durch reaktive Sauerstoffspezies entstandene
Inflammation ebenfalls durch Probenecid vermindert werden.

Hinzu kommt, dass im CPZ-Modell massiv erhohte p38-mitogenaktivierte Proteinkinase-
Werte gefunden (p38 MAPK) wurden (Solti et al., 2015). Diese fiihren unter anderem zur
Produktion von oxidativem Stress und induzieren Apoptose (Miloso et al., 2008). Gleichzeitig
wird diese Signalkaskade im ZNS von IL-1f aktiviert (Srinivasan et al., 2004), wodurch eine
Inhibition von IL-1p durch Probenecid eine Inhibition des p38 MAPK-Signalwegs und damit
eine verminderte ROS-Produktion und herabgesetzte Apoptose-Rate zur Folge hitte. Ob
dieser p38-Anstieg im CPZ-Modell auch im Zusammenhang mit IL-1f steht, miisste noch
geklart werden.

Interessanterweise war der prozentuale Anteil der CD3°CD4°CD25" Lymphozyten in der
Standardfutter-Gruppe sowohl im Blut als auch in der Milz signifikant hoher als in allen CPZ-
Gruppen, wihrend in den anderen Zellpopulationen keine Unterschiede im Gruppenvergleich
auftraten. Moglicherweise hat hier eine geringe systemische Begleit-Inflammation durch die

CPZ-Diit eine Endothelaktivierung mit nachfolgender Reduktion der Lymphozyten bewirkt
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(Dimitrov et al., 2009; Nourshargh and Alon, 2014). Gegen diese Vermutung spricht, dass die
Unterschiede fast ausschlieBlich in der Population der CD25" Zellen gefunden wurden. Also
kann die These aufkommen, dass diese Zellen im CPZ-Modell vermindert auftreten, ohne
dass dies durch eine Probenecid- oder Solvent-Therapie beeinflusst wurde. Scheld et al. haben
den relativen Anteil CD4 CD25 FoxP3" Zellen in zervikalen Lymphknoten von CPZ- und
Standardfutter-Tieren miteinander verglichen und herausgefunden, dass hierbei die CPZ-Diit
Immunzellzahlen nicht beeinflusst. Der Anteil der CD4 CD25 FoxP3" Zellen war in deren
CPZ-Gruppe sogar signifikant leicht erhoht, was ein abweichendes Ergebnis zu unserer
Untersuchung darstellt (Scheld et al., 2016). Der Unterschied in diesen beiden
Untersuchungen stellt der intrazellulire Marker FoxP3" dar, der spezifisch regulatorische T-
Zellen nachweist. Diese sind zwar auch CD25", es gibt aber auch CD25" Zellen, die nicht
zwangsliufig FoxP3" sind, da CD25" auch von aktivierten T-Helferzellen exprimiert wird
(Plitas and Rudensky, 2016). Somit konnte die verminderte Zahl CD3'CD4'CD25"
Lymphozyten daran liegen, dass eine verminderte Aktivierung der T-Helferzellen
stattgefunden hatte. In jedem Fall miisste eine Unterscheidung der CD25" T-Zellen mittels
FoxP3"-Anfirbung durchgefiihrt werden, um eine sichere Aussage treffen zu konnen. Herder
et al. haben eine verminderte FoxP3'-Expression im ZNS von Miusen eines Virus-
induzierten Mausmodells der Multiplen Sklerose nach Verabreichen von CPZ-Futter
gefunden (Herder et al., 2012). Dies spricht in dem von uns durchgefiihrten Versuch fiir eine
Erniedrigung der Tregs, die die Immunantwort herabsetzen (Plitas and Rudensky, 2016) und
die Toleranz gegeniiber korpereigenen Antigenen erhdhen (Kleinewietfeld and Hafler, 2014),
was zur Folge hitte, dass eine durch CPZ ausgeloster verminderter Schutzmechanismus im
Anschluss zu einer erhohten Anfilligkeit flir eine Autoimmunantwort im CPZ- Modell fiihrt.
Scheld et al. haben Tiere nach mehrwochiger CPZ-Didt im Anschluss mit MOG-Peptid
immunisiert bzw. autoreaktive MOG-spezifische Lymphozyten in diese transferiert. Sie haben
herausgefunden, dass erst durch die vorausgehende CPZ-Diét ein Auftreten von Immunzellen
in bestimmten Teilen des Gehirns erfolgte. Die Begriindung war, dass erst eine
neurodegenerative Vorschidigung eine Invasion von Immunzellen ermédglicht. Ubertragen auf
die MS konnte somit eine Neuroprotektion ,,neurodegenerative” und ,,inflammatorische
Aspekte* verbessern (Scheld et al., 2016). Aus diesem Grund wére es interessant zu sehen, ob
eine Probenecid-Therapie eine positive Wirkung mit sich bringt. Unsere Untersuchungen
zeigten, dass Probenecid moglicherweise neuroprotektiv wirken kann. Folglich wire es
moglich, dass durch eine Probenecid-Therapie die durch CPZ induzierten neurodegenerativen

Prozesse positiv beeinflusst und so ein Auftreten von MOG-spezifischen Lymphozyten in
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deren Modell vermindert oder sogar verhindert werden kann. Dies wurde im EAE-Modell
auch bereits nachgewiesen. Untersuchungen des Riickenmarks von Méusen haben gezeigt,
dass eine Probenecid-Therapie die Anzahl von T-Lymphozyten signifikant verringert (Hainz
etal., 2016).

Auch die CPZ/solvent-Gruppe zeigte eine Verdnderung in der g-ratio im Vergleich zur
CPZ/CPZ-Gruppe. Diese beiden Gruppen unterschieden sich jedoch nur durch den tdglichen
Umgang und die intraperitoneale Injektion, was die Moglichkeit offenlésst, dass auch damit in
Verbindung stehende Ursachen auf Demyelinisierung einwirken. Eine Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse durch den Umgang mit den Tieren
oder die tiglichen Injektionen (Deutsch-Feldman et al., 2015) verzogert moglicherweise den
Untergang von Oligodendrozyten und eine damit verbundene Demyelinisierung.

In weiterer Forschung konnte der Versuchsautbau etwas abgedndert werden, beispielsweise
durch Verldangerung der Versuchsdauer. Bei Betrachten der Aufnahmen fiel auf, dass bei
einigen Tieren bereits eine grole Anzahl an demyelinisierten Axonen vorlag, wéhrend bei
Tieren der gleichen Gruppe nur geringe Verdnderungen zu beobachten waren. Diese
Veridnderungen konnten sich moglicherweise iiber einen ldngeren Zeitraum mitteln, was einen
noch besseren Vergleich der Gruppen ermdéglicht. Da sich im CPZ-Modell ohne
therapeutische Intervention erst nach 5-6 Wochen eine komplette Demyelinisierung zeigt
(Kipp et al., 2009), wire dieser Zeitraum anzustreben. Moglicherweise kann hier eine langere
Probenecid-Therapie die Demyelinisierung verlangsamen.

Der Beginn der Therapie stellt ebenfalls einen wichtigen Punkt dar. Da ein Oligodendrozyten-
Zelltod im CPZ-Modell bereits nach ca. 1 Woche beginnt (Gudi et al., 2014), liegt bei einer
Probenecid-Therapie ab dem 10. Tag ein therapeutischer Ansatz vor, der die Situation der
menschlichen Multiplen Sklerose am besten widerspiegelt.

Auch der Wechsel zu einem anderen Mausmodell der Multiplen Sklerose, wie beispielsweise
der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, die eher auf die immunologische
Komponente der MS-Pathologie abzielt, kann vielleicht die Hypothese, dass eine Therapie
mit Probenecid eine giinstige Wirkung auf Demyelinisierungsvorginge hat, weiter
untermauern. Hier wurde bereits gezeigt, dass die Wirkung von Probenecid dosisabhéngig ist,
da eine niedrige Dosis von 100 mg/kg KG pro Tag nicht ausgereichte, um den klinischen
Score der Tiere signifikant zu verbessern. Eine Dosis von 250 mg/kg KG pro Tag konnte ein
Fortschreiten der Symptomatik erfolgreich aufhalten.

Nichtsdestotrotz wurde in der Untersuchung gezeigt, dass Probenecid einen Einfluss auf

Vorgénge, die in Zusammenhang mit Demyelinisierungs-Prozessen im CPZ-Modell stehen,
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hat. Dieser erscheint zundchst gering, konnte sich jedoch bei einer Probenecid-Therapie liber
einen ldngeren Zeitraum, mit hoherer Probenecid-Dosis oder in einem anderen Mausmodell
starker auspriagen.

Die tédgliche Score-Untersuchung der Tiere in den EAE-Versuchen hat gezeigt, dass
Probenecid im EAE-Modell den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann (Hainz et al.,
2017). Schon in vorangegangen Untersuchungen filihrte eine praventive Probenecid-Therapie,
eine Verabreichung vor dem Auftreten erster Symptome, zu einer signifikanten Verbesserung
der Klinik der Tiere (Hainz et al., 2016). Der protektive Ansatz ist nur bedingt iibertragbar auf
die Therapie der MS nach dem Auftreten von Symptomen (Constantinescu et al., 2011), ldsst
gegebenenfalls aber Riickschliisse auf eine mogliche Schubprophylaxe durch Probenecid zu.
Um den therapeutischen Effekt von Probenecid in der symptomatischen Phase der
Erkrankung zu untersuchen, wurden die Probenecid- bzw. Solventgaben in einem zweiten
Versuchsansatz erst bei Erreichen des Scores 1,0 (EAE 100 mg Probenecid Versuch) bzw. 2,0
(EAE 250 mg Probenecid Versuch) begonnen. Die Behandlung mit 100 mg Probenecid pro
kg KG brachte keinen signifikanten Vorteil fiir Tiere der EAE/PBN- im Vergleich zur EAE-
und EAE/Solvent-Gruppe. Auf der einen Seite konnte hier ein zu weit fortgeschrittenes
Krankheitsstadium vorliegen, wodurch eine Probenecid-Therapie zu diesem Zeitpunkt nichts
mehr niitzte, um ein Voranschreiten der Symptomatik aufzuhalten bzw. diese sogar zu
vermindern. Auf der anderen Seite zeigte die Gruppe EAE/PBN jedoch die geringsten Score-
Werte, wenn sich diese auch nicht signifikant von den Score-Werten der anderen Gruppen
unterschieden. Folglich konnte jetzt vermutet werden, dass Probenecid zwar eine Wirkung
zeigt, die Dosis von 100 mg jedoch zu gering war, um diese Wirkung signifikant zu belegen.
Diese These wird auch dadurch gestiitzt, dass in der durchflusszytometrischen Untersuchung
des EAE 100 mg Probenecid Versuchs in keiner Lymphozyten-Population in der Milz oder im
Blut Unterschiede durch eine Probenecid-Therapie festgestellt werden konnten. Zu beachten
ist jedoch, dass eine nicht systemische aktive ZNS-Infektion nicht zwangsldufig
Verdnderungen im peripheren Blut oder in lymphatischen Organen hervorrufen muss. Obwohl
die Immunisierung durch eine subkutane Injektion und somit das infektidse Geschehen
aullerhalb des ZNS beginnt, konnte diese nach 20 Tagen hauptséchlich im ZNS ablaufen.
Andererseits ist bekannt, dass sich im EAE-Modell nur ein verschwindend geringer Teil der
autoreaktiven T-Zellen im ZNS aufhilt, wahrend die meisten im Blut und den peripheren
lymphatischen Organen zirkulieren (Targoni et al., 2001).

Aus diesem Grund wurde ein zweiter therapeutischer Versuchsansatz durchgefiihrt, in dem

die Probenecid-Dosis auf 250 mg/kg KG pro Tag erh6ht und die Tiere erst ab einem Score-
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Wert von 2,0 behandelt wurden. Dieser abgednderte Versuch konnte deutlich zeigen, dass
eine Probenecid-Therapie im Schnitt ein Voranschreiten der klinischen Symptomatik der
Maus im EAE-Modell verhindert, da die mit Probenecid therapierten Gruppe EAE/PBN in
threm Score wihrend der Behandlung nicht weiter anstieg. Sieht man sich jedoch die
einzelnen Score-Werte der Tiere dieser Gruppe am letzten Versuchstag an (s. Abb. 4-12), féllt
auf, dass bei 4 von 9 Tieren die klinische Symptomatik sogar deutlich abgenommen hat. Dies
spricht natiirlich dafiir, dass die Therapie nicht nur ein Voranschreiten aufhélt, sondern auch
eine Symptomverbesserung mit sich bringt. Auch dieser Teilversuch konnte nochmals durch
eine Verlingerung des Behandlungszeitraums oder durch einen Behandlungsbeginn bei
geringerer Klinik modifiziert werden.

Die Frage, die hier aufkommt, ist, welche Prozesse im EAE-Modell durch Probenecid
beeinflusst werden, um den Vorteil der EAE/PBN-Gruppe gegeniiber der EAE- und
EAE/solvent-Gruppe zu verursachen. Man hat herausgefunden, dass Probenecid Pannexin-
Kanidle und P2X7-Rezeptoren blockiert (Silverman et al., 2008). Daher kann davon
ausgegangen werden, dass dieser Angriffspunkt an fast ubiquitir vorkommenden Pannexin-
Kanidlen und P2X7-Rezeptoren ein Ausgangspunkt mehrerer Prozesse mit unterschiedlichen
und weitreichenden Folgen darstellt, von dem ausgehend verschiedene Mechanismen der
Oligodendrozyten- und Neuronen-Schadigung ablaufen.

Diese ATP-abhingigen Panxl1-Kandle und P2X7-Rezeptoren sind an der Inflammasom-
Aktivierung, die in einer Freisetzung des Zytokins IL-18 miinden, maBgeblich beteiligt. IL-11
ist ein proinflammatorisches Zytokin, das pyrogen wirkt, verschiedene Arten von Leukozyten
aktivieren kann (Dinarello, 2011) und schlieBlich in einer Entziindungsreaktion mit
Zellzerstorung miindet. Im EAE-Modell ist IL-1 generell eines der entscheidenden Zytokine,
ohne das eine EAE-Entstehung nicht mdglich ist, da Méuse, die den Interleukin-1-Rezeptor
nicht exprimieren, keine EAE-Symptomatik entwickeln (Pare et al., 2017; Schiffenbauer et
al., 2000). Weiterhin wurde festgestellt, dass eine Therapie mit IL-1-Rezeptor-Antagonisten
eine verminderte Symptomatik im EAE-Modell bewirkt (Martin and Near, 1995) und eine
Probenecid-Behandlung in vitro aufgrund seiner Eigenschaft als Inhibitor von Pannexin-
Kanélen und P2X7-Rezeptoren zu einer verminderten Expression und Ausschiittung von IL-
1B in bestimmten Zellen fiihrt (Kanjanamekanant et al., 2014). Aufgrund dieser Tatsachen
kann also geschlussfolgert werden, dass in Folge einer verminderten Inflammasom-
Aktivierung durch Probenecid, eine verminderte Ausschiittung von IL-1B zu einer
verminderten klinischen Symptomatik fiihrt. Die Voraussetzung hierfiir muss jedoch sein,

dass Probenecid auf bestimmte Zellen wirkt, die direkt oder indirekt an einer Schidigung von
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Oligodendrozyten im ZNS beteiligt sind. Diese Zellen sind also auf der einen Seite Zellen, die
IL-1B ausschiitten, wie Makrophagen und Neutrophile Granulozyten, und auf der anderen
Seite Zellen, die von IL-1f aktiviert werden, wie Lymphozyten. Von Pare et al. wurde die
Beteiligung von IL-1B in der Pathogenese des EAE-Modells detailliert rezensiert: Nachdem
aktivierte Leukozyten, Neutrophile Granulozyten und Monozyten ins ZNS eingewandert sind,
schiitten die Neutrophilen Granulozyten und die aus den Monozyten entstandene
Makrophagen IL-1B aus (Levesque et al, 2016). Das Zytokin wirkt einerseits auf
Endothelzellen der BBB, wodurch es zu einer erhdhten Durchlédssigkeit der BBB kommt, was
zu einer erleichterten und vermehrten Migration von weiteren Entziindungszellen fiihrt. Diese
Migration wird dadurch verstérkt, dass die Endothelzellen ebenfalls Zytokine ausschiitten, die
weitere Entziindungszellen auf der vaskuldren Seite zur Migration anregen und auf der
perivaskuldren Seite als positiver Riickkopplungsmechanismus zu einer vermehrten IL-1(3-
Produktion fiihren. Als weitere Eigenschaft bewirken die von Endothelzellen ausgehenden
Zytokine eine Differenzierung der Makrophagen zu Antigenprésentierenden Zellen, die
ihrerseits eine Reaktivierung der eingewanderten autoreaktiven CD4  Lymphozyten
verursachen (Pare et al., 2017). Diese reaktivierten myelin-spezifischen T-Zellen setzen
wiederum Zytokine, die Mikroglia und andere eingewanderte Immunzellen aktivieren, frei
und schidigen mit diesen gemeinsam durch Ausschiittung von Enzymen, freien Radikalen
und anderen zytotoxischen Stoffen die Myelinscheide und darauthin auch die nicht mehr
geschiitzten Neuriten (Fletcher et al., 2010).

Im Gegensatz zum CPZ-Versuch, bei dem Unterschiede im Gruppenvergleich der Zellzahlen
nur in der Population der CD25" Zellen auftraten, zeigten sich in den EAE-Versuchen in
dieser Population keinerlei Differenzen. Vergleicht man hier die Zahlen der Standardfutter-
Gruppe des CPZ-Modelles mit den EAE-Gruppen und der Kontroll-Gruppe beider EAE-
Versuche, so liegen alle prozentualen Werte der CD3'CD4 CD25" Lymphozyten im Bereich
um 20%, wihrend alle Gruppen, die eine CPZ-Diét erhielten Werte um 10% zeigten. Diese
Verminderung der prozentualen CD3'CD4'CD25" Lymphozyten-Anteile kann nicht auBer
Acht gelassen werden. Geschlussfolgert bedeutet dies, dass eine CPZ-Diit eine recht starke
selektive Abnahme an CD25" Zellen zur Folge hat.

Daneben konnen interessanterweise proinflammatorische Thl7-Zellen, denen eine
Autoimmunerkrankung-begiinstigende Komponente und eine entscheidende Rolle an der
EAE-Entstehung zugesprochen wird, aus immunsuppressiv wirkenden FoxP3" Tregs
entstehen (Koenen et al., 2008). Diese Differenzierung wird durch IL-1p begiinstigt und

gesteigert. Hinzu kommt, dass IL-1-Rezeptorantagonisten die Anzahl IL-17-produzierender
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Zellen vermindern (Koenen et al., 2008). Weiterhin vermindert IL-1 eine Expression von
FoxP3 in bestimmten T-Lymphozyten, was moglicherweise entscheidend zur Differenzierung
der regulatorischen T-Zelle zur Th17-Zelle beitrdgt (Ikeda et al., 2014). Somit kann IL-1 das
Gleichgewicht zwischen proinflammatorischen und immunsuppressiven T-Zellen hin zur
Seite der proinflammatorischen T-Zellen verlagern, so dass autoreaktive T-Zellen einer
Immunsuppression entgehen und ihre autoimmune Komponente entfalten konnen (Ikeda et
al., 2014; Pare et al., 2017). Die Schlussfolgerung, die sich daraus ziehen lief3e, ist, dass im
Gegenzug durch eine Verminderung von IL-1B, beispielsweise durch eine Probenecid-
Therapie, eine vermindertes Auftreten von CD4" Th17-Zellen und ein vermehrtes Auftreten
von regulatorischen T-Zellen in den mit Probenecid therapierten Versuchsgruppen
nachzuweisen ist. Ein Indiz fiir diese Vermutung gibt die prozentuale Zellzahl an CD3°CD4"
Lymphozyten in der Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch. Hier konnte eine signifikant
niedrigere Zellzahl der Gruppe EAE/PBN im Vergleich zur Gruppe EAE festgestellt werde,
wihrend sich die Gruppe EAE/solvent von der Gruppe EAE nicht unterschied.

Interessant ist hier, dass der prozentuale Anteil der CD3'CD4" Zellen der EAE-Gruppe die
Anteile der Kontroll-Gruppe und der EAE/PBN in der Milz iiberstieg. Man konnte also davon
ausgehen, dass bei zwar gleichgebliebener Treg-Anzahl die Anzahl der autoreaktiven CD4"
T-Helferzellen in der EAE-Gruppe am Ort der Antigenprdsentation im peripheren
lymphatischen Organ zugenommen hat, wihrend dies durch ein Probenecid-Therapie
unterblieb. Das bedeutet, dass das Gleichgewicht zwischen autoreaktiven T-Helferzellen und
hemmenden Tregs in der EAE-Gruppe zu Gunsten der T-Helferzellen verlagert wurde und
somit eine verminderte Inhibition der Autoimmunreaktion stattfand. Dies konnte durch
Probenecid vermindert werden, was sich aufgrund des ausgeglichenen Verhéltnisses
schddigender und inhibierender Zellen positiv auf den Krankheitsverlauf auswirken konnte.
Gestiitzt wird dieses Argument durch eine These der MS-Pathogenese, bei der vermutet wird,
dass ein vermindertes Auftreten von Tregs eine Krankheitsentstehung begiinstigt (Viglietta et
al., 2004).

Hinzu kommt, dass die Aktivierung und Proliferation, aber auch die Differenzierung der
naiven, im Thymus entstandenen, antigenspezifischen T-Zelle mit noch niedriger Affinitdt zu
threm Antigen zur myelin-spezifischen Effektor-T-Zelle mit hoher Affinitdt in peripheren
lymphatischen Organen, wie der Milz, ablduft. Dies geschieht durch die Prisentation des
Selbstantigens durch die APC an die naive T-Zelle und muss in einer Umgebung von
bestimmten Zytokinen, zu denen auch IL-1p gehort, ablaufen, um erfolgreich zu sein

(Kuerten and Lehmann, 2011). Die bisher beschriebenen Mechanismen beruhen auf der
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Inflammasom-aktivierenden Komponente des Pannexin-1-Kanal/P2X7-Rezeptor-Komplexes
mit anschlieBender Signalkaskade und vermehrter Freisetzung von IL-1f, das {iber seinen
Rezeptor an der Immunantwort beteiligt ist. Neben diesem indirekten Mechanismus iiber IL-
1B scheinen auch Pannexin-Kanile auf der Zelloberfliche von CD4" Lymphozyten direkt an
der Pathogenese einer ZNS-Inflammation beteiligt zu sein.

An dieser Stelle riickt eine weitere Funktion der Pannexin-Kanile, die auch direkt an der
ATP- und Ca®*- abhingigen T-Zell-Aktivierung beteiligt sind, in den Vordergrund. Wéhrle et
al haben herausgefunden, dass eine Inhibition von Pannexin-1 Kanélen, die ATP-Freisetzung,
den Ca®"-Einstrom und die damit verbundene IL-2-Expression, ein fiir die T-Zellproliferation
verantwortlichen Zytokin, unterdriicken (Woehrle et al., 2010). Folglich waren in den
Milzuntersuchungen der EAE-Gruppen erhohte CD4" Zellzahlen zu erwarten. Da jedoch die
EAE/PBN-Gruppe eine signifikant kleinere Zahl CD4" Zellen aufwies, konnte hier eine
verminderte Freisetzung von IL-1B und eine direkte Hemmung der Kommunikation an der
immunologischen Synapse, durch Probenecid die Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation der T-Zellen herabgesetzt und sich auch auf diesem Weg hemmend auf die
Autoimmunreaktion auswirkt haben. Hinzu kommt ein weiterer direkter Mechanismus von
Pannexin-Kanilen als Bestandteil von T-Zellen. Es wurde herausgefunden, dass CD4"
Lymphozyten, die mit Probenecid vorbehandelt wurden, eine verminderte Transmigration im
Vergleich zu nicht vorbehandelten CD4" Lymphozyten in vitro zeigten (Velasquez et al.,
2016). Dies deutet darauf hin, dass eine Offnung von Pannexin-Kanilen benétigt wird, um
aktive Zellbewegung von CD4" Lymphozyten zu ermdglichen. Weiterhin wurde auch in vivo
gezeigt, dass Pannexinl-Kanidle im EAE-Modell bendtigt werden, um eine Migration von
CD4" Lymphozyten ins ZNS zu gewihrleisten (Velasquez et al., 2016).

Eine Blockade der Pannexin-Kanéle durch Probenecid konnte daher einerseits durch eine
direkte Wirkung auf autoreaktive Myelin-spezifische T-Zellen und andererseits indirekt durch
eine Wirkung {iber den IL-1B-Signalweg auf Zellen der BBB und unterstiitzende Zellen, wie
Makrophagen und Neutrophile Granulozyten, die pathogenen T-Lymphozyten am Eindringen
in ZNS hindert. Hier wiirde also die Wirkung von Probenecid als Medikament darauf
beruhen, dass die schidigenden Zellen nicht zu ihrem Antigen gelangen und somit auch nicht
ihre zellschiddigende Wirkung entfalten kdnnen. Dieser Mechanismus erscheint auch fiir eine
Verwendung in der MS-Therapie erfolgversprechend, da im EAE-Modell bereits gezeigt
werden konnte, dass durch Hinderung der Leukozyten-Migration iiber die BBB eine EAE-
Entstehung erfolgreich verhindert wird. Antikorper gegen das Integrinmolekiil a4fl

verhindern die Leukozyten-Adhiision an HirngefiBen und somit deren Ubertritt ins
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Hirnparenchym (Yednock et al., 1992). Dieser Wirkmechanismus wird im Medikament
Natalizumab bereits beim Menschen in der MS-Therapie genutzt (van Pesch et al., 2016). Das
Problem mit diesem Medikament und der Grund, warum es nur als Zweitlinientherapeutikum
bei Patienten, deren Standardtherapie versagt, eingesetzt wird, sind unerwiinschte Wirkungen
(UAW), beispielsweise eine mogliche Entstehung einer schwerwiegenden Progressiven
Multifokalen Leukenzephalopathie (Fletcher et al., 2010). Hier wire also ein Medikament,
das einen dhnlichen Wirkmechanismus bei weniger unerwiinschten Wirkungen zeigt, oder
eine Kombination mit einem solchen, um die Dosis und damit die Rate dieser UAW zu
reduzieren, wiinschenswert.

Zusammengefasst kann Probenecid in seiner Eigenschaft als Inhibitor von Panx-1-Kanélen
wihrend der EAE-Pathogenese Aktivierung, Differenzierung, Proliferation und Migration von
Immunzellen beeinflussen.

In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, dass Probenecid in zwei unterschiedlichen
Mausmodellen der Multiplen Sklerose konzentrationsabhingig positive Auswirkungen auf
das Krankheitsgeschehen hatte. Vorgéinge, die eine Probenecid-Therapie auf mikroskopischer
und zelluldrer Ebene verursacht, konnten durch die Versuche und durch Zuhilfenahme der
Forschung anderer Arbeitsgruppen hinreichend erkldrt werden. Es fehlt noch, die Frage zu
beantworten, inwiefern sich diese Feststellungen und Schlussfolgerungen auf die menschliche
Erkrankung, die Multiple Sklerose, iibertragen lassen.

Der grofite Vorteil, den Probenecid mit sich bringt und der von einer Vielzahl an Autoren
bereits aufgefiihrt wurde, ist die langjdhrige Erfahrung mit dem Medikament. Es zeigt ein
geringes Auftreten von unerwiinschten Wirkungen und ist seit Jahrzehnten ein zur
menschlichen Therapie zugelassenes Medikament (Dahl and Keane, 2012). Hier ist jedoch zu
beachten, dass Probenecid in einer Dosis von hochstens 3 g pro Tag (Robbins et al., 2012),
laut Fachinformation (Fachinformation Probenecid Biokanol®, 2014) von 2g pro Tag,
angewendet wird. In der hier durchgefiihrten Untersuchung wurde mit einer Probenecid-Dosis
von 250 mg/kg KG pro Tag erfolgreich therapiert, was bei einer 70 kg schweren Person 17,5
g pro Tag, also einer vielfach hoheren Dosis entspricht. Bei dieser Menge konnten sich die
zuvor beschriebenen geringen Nebenwirkungen stirker auspriagen oder sehr seltene UAW,
wie beispielsweise eine Leberzellschddigung oder Blutbildverdnderungen (Fachinformation
Probenecid Biokanol®, 2014), haufiger auftreten. Als Anhaltspunkt hierfiir wurde bereits
gezeigt, dass die meisten UAW bei der hochsten Dosierung von 3 g auftraten (Boger and
Strickland, 1955). Daneben miissen auch die Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln

beachtet werden.
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Die Ubertragung des positiven Effektes des Probenecids vom EAE-Modell der Maus auf die
Multiple Sklerose des Menschen ist moglicherweise nicht ganz so einfach, wie er erscheint.
Dinarello beispielsweise unterscheidet sehr deutlich zwischen auto-inflammatorischen und
autoimmunen Erkrankungen insofern, dass Autoimmunerkrankungen auf einer Dysregulation
des erworbenen, hingegen auto-inflammatorischen Erkrankungen, bei denen dem Zytokin IL-
1B eine entscheidende Rolle zugespielt wird, auf einer Dysregulation der angeborenen
Immunabwehr beruhen. Im Gegensatz zu auto-inflammatorischen Erkrankungen sind
Autoimmunerkrankungen oft HLA-assoziiert, durch ein Vorkommen von autoreaktiven T-
Zellen oder Autoantikorpern gekennzeichnet und zeigen ein Ansprechen auf Medikamente
wie beispielsweise TNF-a Blocker, die bei auto-inflammatorischen Erkrankungen keine
Wirkung zu zeigen scheinen (Dinarello, 2011). Diese Feststellung spricht natiirlich zumindest
teilweise gegen eine Wirksamkeit von Probenecid als anti-IL-1B wirkende Substanz in der
MS-Therapie, da die Hauptthese zur Pathogenese der Multiplen Sklerose einen T-Zell-
vermittelten Mechanismus beinhaltet. Es gibt aber auch Ausnahmen, wie beispielsweise die
Rheumatoide Arthritis (RA), eine mdgliche Begleiterkrankung der MS (Marrie et al., 2015),
bei der ebenfalls, wie bei der Multiplen Sklerose, die Pathogenese nicht vollstindig geklart ist
und eine autoimmune Komponente angenommen wird (Derksen et al., 2017). Bei dieser
Erkrankung sind sowohl der IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra, als auch TNF-o Blocker zur
Therapie zugelassen. Hinzu kommt, dass sich eine Behandlung von RA-Patienten, die bisher
keine demyelinisierende Erkrankung aufwiesen, mit Anakinra im Vergleich zur Anti-TNF-a-
Therapie giinstiger auf ein Auftreten von demyelinisierenden Vorgédngen wihrend einer RA-
Therapie auswirkte (Bernatsky et al., 2010).

Es gibt Anhaltspunkte, die nahelegen, dass IL-1B auch in einem Zusammenhang zur
Multiplen Sklerose steht. Ein hohes Verhdltnis von IL-1B zu seinem natiirlichen IL-1-
Rezeptorantagonisten (IL-1-RN) korreliert mit einem familidr erhdhten Krankheitsrisiko (de
Jong et al, 2002). Weiterhin wurde in ZNS-Lésionen erkrankter Patienten IL-1fB
nachgewiesen, das gemeinsam mit Makrophagen und Mikrogliazellen auftrat (Cannella and
Raine, 1995) Zusidtzlich senken zur MS-Therapie zugelassene Medikamente den IL-1(3-
Spiegel im Blut bzw. gehen mit einer erhohten Konzentration von IL-1-RN einher (Pare et al.,
2017). T-Lymphozyten, sowohl im EAE-Modell als auch bei MS-Patienten, exprimieren IL-
Rezeptoren, deren Stimulation durch IL-1B zur Ausschiittung weiterer Zytokine fiihrt. Die
genauen Mechanismen der Beteiligung von IL-1 an der Erkrankung sind noch nicht geklart
oder es sind nur indirekte Zusammenhénge bekannt (Pare et al., 2017). Es kommt hinzu, dass

IL-1 auch positive Effekte bezogen auf Oligodendrozyten-Differenzierung und
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Remyelinisierung im Mausmodell gezeigt hat, was bedeutet, dass eine Therapie, die gegen IL-
1 gerichtet ist, auch gegen Remyelinisierung, mit einer geringer Remissionsrate assoziiert
wire. Trotzdem spricht die Evidenz einer Beteiligung von IL-1B an der Pathogenese der
Multiplen Sklerose zusammen mit den erfolgversprechenden Ergebnissen aus Tierversuchen
fiir eine Therapie mit IL-1PB als Angriffspunkt auch bei autoimmunen Erkrankungen, was es
noch klinisch zu untersuchen gilt (Dinarello and van der Meer, 2013).

Weitere Punkte, die eine Anwendung von Probenecid klar stiitzen und befiirworten, sind seine
direkten positiven Wirkungen in Bezug auf die Demyelinisierung, die unabhingig von
inflammatorischen Geschehnissen sind, wie beispielsweise durch Verminderung von
reaktiven Sauerstoffspezies. Aber auch die Beeinflussung der Migration iiber die BBB konnte

erfolgversprechend sein.
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6 Fazit

Abschlielend ist zu sagen, dass Probenecid in zwei Mausmodellen der Multiplen Sklerose,
die auf unterschiedlichen Pathomechanismen beruhen, eine giinstige Wirkung zeigt.

Im CPZ-Modell konnten ultrastrukturell signifikante Vorteile einer Probenecid-Therapie
ausgemacht werden. Aufgrund des toxischen Geschehens in diesem Modell gibt dieses
Ergebnis einen starken Hinweis darauf, dass Probenecid direkt auf mit Demyelinisierung in
Verbindung stehenden Vorgingen Einfluss nimmt. Da aber auch Verdnderungen im Auftreten
bestimmter Leukozyten ausgemacht werden konnten, sind Immunzellen moglicherweise nicht
unbeteiligt an der CPZ-induzierten Myelin-Pathologie (Solti et al., 2015) und werden
ebenfalls von Probenecid giinstig beeinflusst. Somit konnte die signifikante Reduktion von
Demyelinisierung wahrscheinlich durch eine Kombination aus Beeinflussung toxischer und
immunologischer Vorgidnge erreicht werden. Beachtet werden muss jedoch, dass die
Unterschiede noch sehr gering ausgeprigt waren. Das grofite Problem stellt die kurze
Versuchsdauer von nur ca. 3 Wochen dar. Hier sollten die Versuche in &hnlicher Weise mit
einer Dauer von mindestens 5 Wochen wiederholt werden, sinnvoll wire in diesem Modell
auch eine ultrastrukturelle Untersuchung des Corpus callosum.

Im EAE-Modell konnte die Hypothese, dass eine Therapie mit Probenecid die klinische
Symptomatik der Tiere bessert, verifiziert werden. Dieses Ergebnis spricht sehr deutlich fiir
den Einsatz einer Probenecid-Therapie beim Menschen, auch in Verbindung mit dem Aspekt,
dass sowohl bei den CPZ- als auch bei den EAE-Tieren trotz der hohen Medikamentendosis
keine klinisch auffdlligen Nebenwirkungen auftraten.

Probenecid scheint liber seine Inhibition von Pannexin-Kandlen und P2X7-Rezeptoren eine
Vielzahl an unterschiedlichen Signalwegen anzustoBen, die mdglicherweise nicht einzeln,
sondern erst in ihrer Summe zu einem positiven neuroprotektiven und immunmodulierenden
Effekt fiihren. Dabei wirkt sich Probenecid auf Aktivierung, Differenzierung, Proliferation
und Migration von schidigenden Immunzellen aus. Zwar konnte diese Arbeit durch
Untersuchung von verschiedenen Leukozyten-Populationen erste Anhaltspunkte fiir diese
Zusammenhinge gegeben, es miissen jedoch spezifischere Marker verwendet werden um die
einzelnen Untergruppen besser unterscheiden zu konnen, um so die Beeinflussung dieser
durch Probenecid genauer zu kléren.

Es wire in naher Zukunft wiinschenswert, dieses bekannte Medikament im Rahmen von
klinischen Studien unter Off-Label-Use unterstiitzend in der Therapie der Multiplen Sklerose

einzusetzen, gerade bei Patienten, deren Krankheit in einem fortgeschrittenen Stadium
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vorliegt oder deren Medikation starke Nebenwirkungen mit sich bringt. Denkbar wére auch
eine retrospektive Betrachtung von MS-Patienten, die aufgrund ihrer Gichterkrankung
zusitzlich Probenecid in der Vergangenheit erhalten haben, um so einen moglichen Vorteil
dieser Patienten, beziehungsweise auch unerwiinschte Wirkungen in Bezug auf die MS-
Symptomatik durch eine Probenecid-Co-Medikation herauszufinden (Adamson and Leitinger,

2014).
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8 Anhang

8.1 Deskriptive Statistik des CPZ-Modells

Tab. 8-1: Absolute Zellzahlen pro 100 pl Blut im CPZ-Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [ 1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (*¥10°) CPZ/CPZ CPZ/solvent CPZ/PBN Standardfutter p

Leukozyten 43,6 60,4 35,7 225,5 0,0138
[20,4; 65,9] [12,1; 129,5] [28,1; 81,8] [147,5; 360,8]

Lymphozyten 29,4 40,4 23,0 108,0 0,0143
[12,4; 40,6] [8,5; 68,5] [14,8; 49,4] [77,7; 165,5]

CD3'CD4" 4,5 8,0 6,1 19,6 0,0144
[2,4; 8,5] [2,2; 14,3] [4,7; 78] [9,8; 30,2]

CD3'CD4'CD25" 0,24 0,38 0,29 15 0,0132
[0,12; 0,53] [0,12; 0,62] [0,20; 0,47] [0,83; 2,5]

Tab. 8-2: Prozentuale Zellzahlen pro 100 pl Blut im CPZ-Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) CPZ/CPZ CPZ/solvent CPZ/PBN Standardfutter p

Lymphozyten 61,6 59,7 63,0 51,4 0,1572
[55,7; 67,8] [49,2; 73,1] [55,1; 73,2] [43,1; 55,2]

CD3'CD4" 20,8 23,9 23,2 16,6 0,0607
[19,9; 26,9] [17,5; 26,4] [19,1; 28,4] [14,4; 19,4]

CD3'CD4'CD25" 5.2 4.8 4,7 7,9 0,0069
[4.4; 5,6/ [4,4; 5,5] [4.1;5,8] [6,7; 8,9]

Tab. 8-3: Absolute Zellzahlen pro Milz im CPZ-Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (*¥10°) CPzZ/CPZ CPZ/solvent CPZ/PBN Standardfutter p

Leukozyten 44,3 44,8 49,3 53,4 0,5898
[43,6; 58,5] [30,1; 50,5] [43,4:61,3] [35,8; 66,2]

Lymphozyten 37,7 36,0 41,4 42,1 0,6564
[35,9; 47,9] [23,3; 42,2] [34,0; 47,8] [29,1; 56,9]

CD3°CD4" 6,4 6,4 6,7 7,3 0,9084
[6,0; 10,0] [4,0; 10,8] [5,0; 9,8] [4,6; 9,7]

CD3°CD4°CD25" 0,65 0,66 0,65 1,48 0,1139
[0,58; 1,03] [0,55; 1,02] [0,59; 0,88] [0,89; 1,76]
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Tab. 8-4: Prozentuale Zellzahlen pro Milz im CPZ-Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) CPZ/CPZ CPZ/solvent CPZ/PBN Standardfutter p
Lymphozyten 83,2 81,8 81,5 83,1 0,8304
[78,6, 87,3] [78,6; 83,7] [77,2; 84,8] [78,9; 88,3]
CD3'CD4" 16,8 18,6 18,7 17,7 0,9141
[16,1; 21,2] [15,1; 25,1] [13,5; 22,0] [15,4; 19,0]
CD3°CD4'CD25" 9,6 10,7 10,2 20,1 0,0008
[8,7;10,5] [9,6; 13,7] [9,2; 11,9] [16,7; 22,6]
Tab. 8-5: Regressionskoeffizienten mit zugehdrigen 95% Konfidenzintervallen in pm im Axon-

Durchmesser-Gruppenvergleich

Gruppe Regressionskoeffizient [95% Konfidenzintervall] (pm) p
Standardfutter 0,173 [0,125-0,221] <0,001
CPZ/PBN 0,133 [0,084-0,182] <0,001
CPZ/solvent 0,027 [-0,028-0,081] 0,335
CPZ/CPZ Referenz

Tab. 8-6: Regressionskoeffizienten mit zugehorigen 95% Konfidenzintervallen im  g-ratio-
Gruppenvergleich

Gruppe Regressionskoeffizient [95% Konfidenzintervall] p
Standardfutter -0,104 [-0,160, -0,048] <0,001
CPZ/PBN -0,012 [-0,102; 0,079] 0,798
CPZ/solvent -0,063 [-0,119; -0,007] 0,028
CPZ/CPZ Referenz

Tab. 8-7: Absolute Werte Axon-Durchmesser und g-ratio

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

CPZ/CPZ CPZ/solvent CPZ/PBN Standardfutter
Axon-Durchmesser 0,59 0,63 0,72 0,76
(um) [0,55; 0,64] [0,60; 0,66] [0,70; 0,74] [0,70; 0,80]
g-ratio 0,84 0,80 0,82 0,75

[0,82; 0,92] [0,79; 0,81] [0,80; 0,92] 0,74 0,77]
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8.2 Deskriptive Statistik des EAE-Modells

Tab. 8-8:

Probenecid Versuch

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

(Score-Werte) EAE EAE/solvent EAE/PBN p

Tag 0 2,0 2,0 2,0 0,7906
[2,0; 2,5] [2,0; 2,5] [2,0; 2,5]

Tag 4 3,0 2,5 2,5 0,0613
[2,5; 3,0] [2,5; 3,0] [2,0; 2,75]

Tag 5 3,0 2,5 2,5 0,0231
[2,5; 3,0] [2,5; 3,0] [1,5; 2,5]

Tag 7 2,75 2,5 2,0 0,0034
[2,5; 3,5] [2,5; 2,5] [1,5; 2,25]

Tag 12 4,0 5,0 L5 0,0031
[2,875; 5,0] [3,0; 5,0] [1,0; 2,5]

Tag 20 5,0 5,0 2,0 0,0028
[4,375; 5,0] [3,0; 5,0] [1,0; 2,75]

Tab. 8-9: Absolute Zellzahlen pro 100 pl Blut im EAE 100 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (¥10°) EAE EAE/solvent EAE/PBN p

Leukozyten 57,2 57,5 46.8 0,8329
[20,3; 65,9] [47,7: 97,7] [37,3; 70,0]

Lymphozyten 32,6 36,8 28,1 0,7072
[12,6; 38,2] [23,8: 41,0] [24,5:35,8]

CD3"CD4" 6,8 6,4 8,4 0,7677
[2.6; 12,1] [5.3; 11,6] [6.4; 8,6]

CD3°CD4'CD25" 0,64 0,73 0,74 0,9240
[0,24; 1,28] [0,44; 1,13] [0,51; 1,12]

Klinische Symptomatik der EAE-Tiere an einzelnen Behandlungstagen im EAE 250 mg
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Tab. 8-10: Prozentuale Zellzahlen pro 100 pl Blut im EAE 100 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN p

Lymphozyten 58,0 52,7 60,1 0,2430
[57,0; 62,2] [46,5; 62,6] [51,1; 69,1]

CD3'CD4" 20,8 22,6 26,2 0,2609
[20,7; 31,6] [19,0; 26,5] [23,9; 30,7]

CD3'CD4'CD25" 9,5 10,2 8,9 0,9148
[9,0; 10,6] [8,0; 12,6] [7,2; 13,3]

Tab. 8-11: Absolute Zellzahlen pro Milz im EAE 100 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (*¥10°) EAE EAE/solvent EAE/PBN P

Leukozyten 28,2 35,3 30,2 0,8133
[24,4; 39,1] [24,4; 42,3] [25,4; 56,7]

Lymphozyten 19,0 23,1 23,0 0,7573
[17,4; 28,6] [18,1; 30,7] [18,3; 43,9]

CD3'CD4" 36 4,3 45 0,9871
[3.4;4,7] [2,5;5,7] [2,7;5,7]

CD3'CD4'CD25" 0,64 0,85 0,79 0,8173
[0,56; 1,10] [0,59; 1,13] [0,65; 1,36]

Tab. 8-12: Prozentuale Zellzahlen pro Milz im EAE 100 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN p

Lymphozyten 73,1 66,1 75,0 0,2781
[61,7; 77,7] [55,6; 75,0] [71,0; 80,1]

CD3'CD4" 17,9 18,3 16,3 0,9870
[16,5; 20,9] [16,2; 19,3] [14,1; 22,5]

CD3°CD4°CD25" 19,0 20,2 21,4 0,6640
[15,3; 23,3] [19,1; 24,8] [14,7; 24,0]
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Tab. 8-13: Absolute Zellzahlen pro Milz im EAE 100 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN p

FoxP3" 33 3,1 2,2 0,5446
[1,1;5,6] [2,1; 4,5] [2,0;2,6]

IL-10" 15 12 1,0 0,2477
[1,3; 1,9] [0,8; 1,6] [0,5; 1,3]

INF-y" L5 2,0 1,3 0,1303
[1,2; 4,6] [1,7;2,5] [0,6; 1,8]

Tab. 8-14: Absolute Zellzahlen pro 100 pl Blut im EAE 250 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (*¥10°) EAE EAE/solvent EAE/PBN Kontrolle p

Leukozyten 57,0 58,2 42,3 43,9 0,1832
[46,9; 98,1] [43,8; 95,4] [36,9; 69,1] [38,2; 54,3]

Lymphozyten 27,8 25,3 23,3 30,8 0,5446
[23,1; 49,4] [17,4; 34,4] [21,1; 37,0] [25,9; 36,4]

CD3'CD4" 82 52 55 48 0,1720
[6,1; 10,8] [4,2; 10,6] [4,0; 6,8] [3,3; 7,1]

CD3'CD4'CD25" 0,75 0,65 0,47 0,51 0,2606
[0,57; 1,66] [0,48; 0,98] [0,37; 0,69] [0,29; 0,72]

Tab. 8-15: Prozentuale Zellzahlen pro 100 pul Blut im EAE 250 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN Kontrolle p

Lymphozyten 44,7 44,0 59,4 66,3 0,0056
[40,2; 62,3] [25,9; 57,1] [51,5; 67,2] [62,7; 73,5]

CD3'CD4" 26,2 23,6 22,7 17,7 0,0281
[23,3; 31,1] [20,8; 27,4] [17,3; 26,7] [12,8; 19,7]

CD3°CD4°CD25" 9,9 11,8 8,8 8,4 0,3743
[8,3;13,2] [8,4; 15,1] [7,2; 10,8] [4,9; 16,1]
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Tab. 8-16: Absolute Zellzahlen pro Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (¥10°) EAE EAE/solvent EAE/PBN Kontrolle P

Leukozyten 17,8 20,2 27,4 40,4 0,0027
[11,2; 36,4] [17,6; 29,8] [21,2; 27,8] [34,5; 61,0]

Lymphozyten 12,9 15,6 20,9 32,6 0,0008
[9,0; 23,1] [12,8; 20,4] [16,5; 21,7] [29,7; 44,5]

CD3'CD4" 2,6 32 3,6 6,2 0,0040
[2,2; 5,1] [2,5;4,2] [2,7; 4,1] [4,6; 8,3]

CD3'CD4'CD25" 0,61 0,82 0,92 1,32 0,0091
[0,47; 1,53] [0,55; 0,96] [0,74; 1,05] [1,16; 1,49]

Tab. 8-17: Prozentuale Zellzahlen pro Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN Kontrolle p

Lymphozyten 72,6 71,3 77,8 86,8 0,0101
[61,3; 81,7] [66,8; 74,5] [75,5; 78,8] [75,1; 87,5]

CD3'CD4" 24,0 20,9 18,1 17,8 0,0117
[20,1; 24,4] [18,0; 22,3] [17,0; 18,9] [15,0; 19,6]

CD3'CD4'CD25" 25,0 22,2 26,4 21,9 0,6246
[18,7; 30,9] [18,2; 30,4] [23,2; 29,2] [17,5; 29,6]

Tab. 8-18: Prozentuale Zellzahlen pro Milz im EAE 250 mg Probenecid Versuch.

Quantitative Merkmale werden beschrieben als Median [1. Quartil; 3. Quartil]

Zellen (%) EAE EAE/solvent EAE/PBN Kontrolle p

FoxP3" 13 15 11 2,7 0,1344
[0,9; 2,6] [1,1; 2,5] [0,8; 1,3] [1,0; 4,1]

IL-10" 0,8 1,2 0,7 1,4 0,0667
[0,6; 1,4] [0,9; 1,7] [0,5; 0,9] [0,7; 2,0]

IFN-y" 1,1 L8 1,3 33 0,0068
[0,9; 3,0] [1,0; 4,8] [1,0; 1,6] [2,3; 8,8]
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