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Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose gehdrt zu den chronisch-degenerativen Erkrankungen des ZNS. Im
Rahmen der neuropathologischen Krankheitsprozesse kommt es durch das patienteneigene
Immunsystem zur zentralen Inflammation und Autoantikérperbildung. Folge ist eine fokale
Degeneration der neuronalen Myelinscheiden an multiplen Stellen im ZNS (REALE,
SANCHEZ-RAMON, 2017). In der Pathogenese der MS spielen intra- und interzellulare
Kanalproteine (Panx1 und verschiedene Connexin-Subtypen) eine bedeutende Rolle. Sie
sind beispielsweise bei der Aktivierung zytotoxischer autoreaktiver T-Lymphozyten, bei der
Vermittlung der Entzindungsreaktion an den Myelinscheiden und bei einer Fortleitung pro-
inflammatorischer Botenstoffe in weitere Zellen beteiligt (ADAMSON, LEITINGER, 2014;
MAIER et al., 2004; RIPPS, 2002; THOMPSON, 2015; WONG et al., 2014). Rund ein Drittel
der Patienten mit MS entwickelt als Frihsymptom eine Neuritis des Nervus opticus,
verschiedenartige Sehstdérungen bis hin zum vélligen Ausfall des Gesichtsfeldes unter
Beteiligung der Retina (HEROLD et al., 2015; LARABEE et al., 2016; SYC et al., 2012). Die
genauen Pathomechanismen dieser Mitbeteiligung des visuellen Systems sowie das
Ausmal der retinalen Lasion bei der MS sind aktuell jedoch noch nicht im Detail bekannt. Es
wurde daher in dieser Arbeit in der ersten Hypothese postuliert, dass die durch die zentrale
Inflammation induzierte axonale Schadigung im N. opticus die Apoptose retinaler
Ganglienzellen zur Folge hat sowie sich eine Reduktion synaptischer Verbindungen
innerhalb der Retina zeigt. Experimentell wurde in dieser Arbeit mit dem Tiermodell der

Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) gearbeitet.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde ein mdglicher neuroprotektiver Effekt des Pannexin1
Inhibitors Probenecid (PBN) auf die retinalen Neurone der Versuchstiere untersucht.
Hypothese des zweiten Teils war, dass eine PBN-Intervention mit 100mg/kg Koérpergewicht
ab Tag eins nach EAE-Induktion eine Pravention der neuronalen Schadigung im Auge zur
Folge hat. Es wurde angenommen, dass retinale Strukturproteine von elektrischen und
chemischen Synapsen in der praventiv mit PBN behandelten Gruppe im Vergleich zur EAE-
Gruppe in hoherer Dichte immunologisch nachweisbar sein wirden und weniger Zellen in
eine EAE-induzierte Apoptose eintreten. In beiden Teilen dieser Arbeit wurde die Zahl der
Ganglienzellen tber den Nachweis des Ganglienzell-spezifischen Proteins RBPMS sowie
der programmierte Zelltod Uber das Apoptose-assoziierte Protein Cleaved-Caspase-3
bestimmt. Connexin 36, das Gap junction Protein elektrischer Synapsen der Retina, sowie
RIBEYE, exprimiert in den chemischen Ribbon-Synapsen der Retina, wurden analysiert, um

die synaptische Verschaltung in der Retina bei EAE und unter Therapie zu untersuchen.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion der EAE im Tiermodell

sowohl zu klinisch messbaren Paralysen der Versuchstiere flihrte als auch degenerative



Veranderungen mit signifikant verringerter Expression der untersuchten Proteine an
neuronalen Zellen verschiedener Schichten der Retina stattfanden. Im zweiten Teil der Arbeit
konnte gezeigt werden, dass sich klinisch die Motorik der Versuchstiere signifikant unter
praventiver PBN-Gabe verbesserte. Zudem traten unter Therapie mit PBN signifikant
weniger Ganglienzellen in die Apoptose ein. Trotz PBN-Gabe kam es jedoch zum Verlust

synaptischer Proteine im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zusammengenommen legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass nicht nur der optische
Nerv und die Ganglienzellen im Rahmen des Krankheitsgeschehens der MS degenerieren,
sondern auch synaptische Bestandteile weiterer retinaler Schichten geschadigt werden.
Zudem konnte gezeigt werden, dass praventiv verabreichtes PBN einen protektiven Effekt
auf die Versuchstiere mit einem besseren motorischen Ergebnis unter EAE und einem
geringeren Ganglienzellschaden im Vergleich zur nicht behandelten Gruppe hat, es aber

dennoch zur verringerten Expression synaptischer Proteine kommt.
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Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS). In the process of the neuropathological genesis of this disease, the patient’s own
immune system initiates a central inflammation and generates autoantibodies, causing focal
degeneration of neuronal myelin sheaths in multiple areas within the CNS (REALE,
SANCHEZ-RAMON, 2017). The pathogenesis of MS is based mainly on intra- and
intercellular protein channels (Panx1 and multiple subtypes of connexin-channels). These
channels e.g. play an important role in the activation of cytotoxic T-lymphocytes, in passing
of inflammatory reactions at the myeline sheath and for the transport of pro-inflammatory
substances to bystanding cells (ADAMSON, LEITINGER, 2014; MAIER et al., 2004; RIPPS,
2002; THOMPSON, 2015; WONG et al.,, 2014). Approximately one third of MS-patients
develop as initial symptom a neuromyelitis optica, i.e. a wide range of visual disorders up to
a complete failure of the visual perceptive field including damage of the retina (HEROLD et
al., 2015; LARABEE et al., 2016; SYC et al.,, 2012). It is still not certain how those
pathomechanisms involving the visual system precisely work and the extent of retinal lesions
are currently still unknown. Therefore, the first hypothesis of this thesis postulates that axonal
damage of the optical nerve, caused by central inflammation, results in an apoptosis of
retinal ganglion cells as well as in a reduction of retinal synaptic structures of multiple retinal
layers. The research work for this thesis is based on the animal experimental autoimmune

encephalomyelitis (EAE) model.

The second part of this thesis deals with research examining a potential neuro-protective
effect of Panx1 inhibitor PBN on retinal neurons of laboratory mice. This part is based on a
hypothesis saying that a PBN intervention of 100mg/kg body weight injected at day one after
an EAE induction can prevent neuronal damage in the animal's eye. It was assumed that an
immunological staining would prove a higher density of structural retinal molecules of
electrical and chemical synapses within a preventively treated PBN group, when compared
with EAE-groups, and that a smaller number of cells would enter an EAE-induced apoptosis.
In both parts of this thesis retinal ganglion cells were counted using the ganglion cell specific
protein RBPMS. Apoptosis was analyzed using the apoptosis associated protein cleaved
caspase-3. In order to examine retinal synaptic connections under EAE and under preventive
treatment, connexin 36, the gap junction protein of retinal electric synapses, as well as

RIBEYE, expressed in retinal chemical ribbon synapses, were analyzed.

In the first part of this thesis it could be demonstrated that an induction of EAE in an animal
model leads to detectable paralyses of the animals as well as to degenerations with a
significantly decreased expression of analyzed proteins in multiple layers of the retina. The

second part of this thesis could prove that motoric results of animals preventively treated with

III



PBN increased significantly. Furthermore, under PBN-treatment a significant number of
retinal ganglion cells were prevented from entering apoptosis. But yet, despite PBN

treatment, synaptic proteins decreased in expression in comparison with the control group.

To sum up the results of this thesis, it may be presumed that during the pathogenesis of MS,
lesions are not limited to the optic nerve and the retinal ganglion cells but degeneration also
takes place in multiple retinal synaptic components. Additionally, it could be demonstrated
that preventively applicated PBN has a neuro-protective effect on laboratory mice with a
better motoric outcome under EAE induction, in comparison with groups without treatment.
But still, depletion of expressed retinal synaptic proteins could not be prevented by this

treatment.

v



Abkiirzungen
°C

pl

Mm

UM
Abb.
AEC
ATP
BSA
CaZ+
CC3
CD
Cx36
DAPI
H20 dest
H*
HZOZ
H.E.

IL

kD

ml

M

Na*
NAD*
NADH
NGS
NMDA
Panx1
PBN
PBS
PCR
RBPMS
TNF-a

Grad Celcius

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Abbildung
3-Amino-9-Ethylcarbazol
Adenosintriphosphat

Bovine Serum Albumine (Rinderalbumin)
Calcium

Cleaved Caspase-3

Cluster of Differentiation
Connexin 36
Diamidinphenylindol

destilliertes Wasser

Wasserstoff

Wasserstoffperoxid
Hamatoxylin-Eosin

Interleukin

kilo Dalton (Atomare MalReinheit)
Milliliter

Molar

Natrium
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid

Normal Goat Serum (normales Ziegenserum)

N-Methyl-D-Aspartat

Pannexin 1

Probenecid

Phosphate-buffered saline

Polymerase Chain Reaction

RNA-binding protein with multiple splicing

Tumor-Nekrose-Faktor o



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematischer Aufbau der synaptischen Verschaltung in den Schichten der Retina.................. 5
Abb. 2: Schematischer Aufbau der synaptischen ,Ribbons” mit den RIBEYE-Strukturen .........c...c.c...... 7
Abb. 3: Schematischer Aufbau der synaptischen Verschaltung in der Retina.........cccoocoevinincinincncnnnn 8
Abb. 4: Schematischer Aufbau der chemischen Ribbon Synapsen in der Retina..........cccccoeveininccnnnn 9
Abb. 5: Struktureller Aufbau der Connexine und Pannexing ..........ccccoecviveininenieieneneeneneseeeseseeeeiee 11
Abb. 6: 6um Schnitt durch den Bulbus in H.E.-Farbung.............ccocooi 34
Abb. 7: Zeitlicher Kurvenverlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE und Kontrolle ............... 38
Abb. 8: Zeitlicher Kurvenverlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE/Sc2 und Kontrolle ....... 38
Abb. 9: Ausschnitt der Retina in H.E.-FArbUNG ..o 40
Abb. 10: CC3 Immunhistochemie an Retinaschnitten ..........c..ccccvieiinicnc e 41

Abb. 11: CC3-immunpositive Zellen pro Retinaschnitt der Tiere der Gruppen EAE, EAE/Sc2 und

KONIFOIIE ...t et a b bbbt e sa e b e sbeeb e e e esnenesreenes 42
Abb. 12: Retinae der drei Versuchstiergruppen EAE, EAE/Sc2 und Kontrolle ..........ccooeeoeieniiciencnen. 43
Abb. 13: Anzahl RBPMS-immunpositiver Zellen pro Retinaschnitt............cccocoooiiiiiiiiinieeeee 44
Abb. 14: Fluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der Cx36-Immunfluoreszenz .............. 45

Abb. 15: Cx36-immunpositive Flache pro Retinaanschnitt der Tiere der Gruppen Kontrolle, EAE/Sc2

UNG BEAE .ttt ettt e s he e bt e st e st et e st e e bt e heeseenteabeseeebeeaeenteas e besaeeaeeneensebeseeenas 46
Abb. 16: Fluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der RIBEYE-Immunfluoreszenzfarbung
............................................................................................................................................................................... 47
Abb. 17: RIBEYE-immunpositive Flache pro Retina Anschnitt der Tiere der Gruppen Kontrolle,
EAE/SC2 UNA EAE ... ettt e a et et et s h e e bt e st e st e st e et e saeea e en e e teeaesbeeaeeneentesteebesaeenes 48
Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE/Solvent, EAE/PBN und
KONTIOHIE ...ttt ettt a e bt e s bt e s bt e e bt e sbe e bt et e e abeeateeabeeatesbbesatesheesaeenaeenbeenee 50
Abb. 19: Ausschnitte der Retina in H.E.-FArbUNG ..o 52
Abb. 20: CC3 Immunhistochemie an Retinaschnitten ... 53
Abb. 21: CC3-immunpositiven Zellen pro Retinaschnitt der Tiere der Gruppen EAE und Kontrolle,
EAE/PBN UNA EAE/SOIVENT ...ttt sttt ettt eae et eseeseeenas 54
Abb. 22: RBPMS-Immunfluoreszenz im Stratum ganglionare der Retinae .........cccocecvnincnincncnnne. 55

Abb. 23: RBPMS-immunpositive Ganglienzellen pro Retinaschnitt der Tiere der Gruppen Kontrolle,
EAE/PBN UNA EAE/SOIVENT ...ttt st sttt se et bt eae et eneeseeenas 55

Abb. 24: Originalfluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der Cx36 Immunfluoreszenz ..56

Abb. 25: Cx36-immunpositive Flache pro Retinaanschnitt der Tiere der Gruppen Kontrolle, EAE/PBN
UNA EAETSOIVENT. ...t ettt st b e s ae st et e besbeeb e e st en e e ss e besaeebeeneensensesaeenas 57

Abb. 26: Originalfluoreszenzbilder und in Imaged ausgewertete Bilder der RIBEYE-
IMMUNTIUOIESZENZIAMDUNG ...ttt 58

Abb. 27: RIBEYE-immunpositive Flache pro Retina Anschnitt der Tiere der Gruppen Kontrolle,
EAE/PBN UNA EAE/SOIVENT ...ttt st b ettt s be bt et esbeseeenas 59

VI



Tabellenverzeichnis

TaADEIIE 11 GEIALE.....cci ittt e e e e e e e 25
Tabelle 2: Losungen/Verbrauchsmaterialien ... 25
Tabelle 3: PrimarantikOrper ... ..o et aeaaeeees 27
Tabelle 4: SekundarantikKOrPer .......ooo oo 27

VII



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Multiple Sklerose: Pravalenz, Inzidenz und Symptome der Erkrankung

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-degenerative Erkrankung
des zentralen Nervensystems (ZNS), welche heute noch nicht kausal therapierbar ist. Die
Erkrankung wird auch als Encephalomyelitis disseminata bezeichnet, also als eine Uber
verschiedene Regionen des ZNS verteilte Entziindung. Sie geht sowohl mit der Immigration
peripherer autoreaktiver Immunzellen Uber die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS, als auch mit
einer Entzindungsreaktion durch aktivierte zentrale Mikroglia und einer fokalen
Demyelinisierung einher (COMPSTON, COLES, 2008; DE LAERE et al., 2018; KAMINSKA
etal., 2017).

Die Pravalenz der Erkrankung in Deutschland wird im Jahr 2017 auf 100.00 bis 200.000
geschatzt (SCHMEDT et al., 2017). Durch das Bundesversicherungsamt der Bundesrepublik
Deutschland wird sie mit Gber 200.000 Erkrankten angegeben. Dabei liegt die gegenwartige
Inzidenz bei insgesamt 3,5-6,6 Erstdiagnosen pro 100.000 Einwohner pro Jahr in
Deutschland (SCHMEDT et al.,, 2017; Sondergutachten des Bundesversicherungsamtes
(BVA) 2017). Mit diesen Zahlen liegt Deutschland im europaischen Mittel. Europaweit
erkrankten durchschnittlich 4,5 von 100.000 Einwohnern pro Jahr (PUGLIATTI et al., 2006).
Eine Metaanalyse globaler Daten von Koch-Henriksen und Sgrensen zu Multiple Sklerose-
Patienten, im Jahr 2010 im Fachjournal Lancet publiziert, zeigte weltweit eine steigende
Inzidenz der Erkrankung, die bis heute anhalt (KOCH-HENRIKSEN, SORENSEN, 2010). In
nordeuropdischen Landern sind Frauen deutlich haufiger betroffen als Manner, etwa im
Verhaltnis sieben zu eins (KOCH-HENRIKSEN, SORENSEN, 2010; PUGLIATTI et al.,,
2006).

Resultat der neuropathologischen Krankheitsprozesse ist eine fokale Degeneration der
neuronalen Myelinscheiden an multiplen Stellen im ZNS. Daher der Name der Erkrankung
Multiple Sklerose (MS). Das patienteneigene Immunsystem scheint eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese zu spielen, so dass die MS heute zu den Autoimmunerkrankungen
gezahlt wird (REALE, SANCHEZ-RAMON, 2017).

Durch diese zentrale Demyelinisierung und Sklerosierung kdnnen die Patienten eine Vielzahl
verschiedener neurologischer Symptome entwickeln (ROSIAK, ZAGOZDZON, 2017). Hierzu
zahlen Seh- und Sprachstérungen, Sensibilitatsverlust und Paralysen der Extremitaten bis
hin zu schweren Tetraplegien und Spastiken (AL-SHARMAN et al., 2018; POGORZELSKI et
al., 2004). Des Weiteren leidet ein hoher Anteil der Patienten im Krankheitsverlauf unter
kognitivem Leistungsverlust (COTTER et al.,, 2018; DACKOVIC et al., 2016; RUET,

BROCHET, 2018). Dieser fuhrt unter anderem zu eingeschrankten verbalen und
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nonverbalen Gedachtnisleistungen und Reaktionszeiten bis hin zu verdnderten
Personlichkeitsmerkmalen der Patienten (COTTER et al., 2018; ROY et al., 2018).

Es gibt verschiedene Subtypen der MS mit unterschiedlicher Symptomauspragung und
verschiedenen Verldufen (REESE et al., 2013). Der individuelle Krankheitsverlauf bei MS-
Patienten ist sehr variabel. Allen gemeinsam ist eine organische Dysfunktion des ZNS, die
zu den sensomotorischen oder kognitiven Beeintrachtigungen der betroffenen Patienten
fuhrt. Prinzipiell unterscheidet man zwischen einer durch akute Schilbe gepragten
Verlaufsform (schubweise remittierend und progredient) und einer chronisch progredienten
(primar chronisch und sekundar chronisch) Verlaufsform (PUGLIATTI et al., 2006; REESE et
al., 2013).

Die aktuelle Pharmakotherapie zielt in erster Linie auf eine Symptomkontrolle der Patienten
ab. Die Behandlung richtet sich dabei mit einer immunmodulatorischen beziehungsweise
immunsuppressiven Wirkung nach dem Krankheitsstadium und -verlauf der Patienten
(CROSS, NAISMITH, 2014; GARCIA-RUIZ et al., 2017). Entsprechend unterscheidet man
eine sogenannte Schubtherapie, die bei Patienten mit einem akut diagnostizierten Schub
zum Einsatz kommt, von einer verlaufsmodifizierenden Basistherapie (DIAZ, 2017). Zur
Therapie akuter inflammatorischer Schiibe werden immunsuppressiv wirkende Medikamente
wie verschiedene Glukokortikoide und Plasmaphereseverfahren eingesetzt (GOODIN, 2014;
KIESEIER et al., 2003). Eine kausale Therapie der Schibe gibt es bisher noch nicht.

Zur Basistherapie, welche zur langerfristigen Suppression der Krankheitsaktivitat und
Symptome eingesetzt wird, zahlen immunsuppressiv wirksame Interferone vom Beta-Typ,
z.B. werden Interferon-beta-1a und -1b eingesetzt. Dimethylfumarat, Glatirameracetat,
Teriflunomid, Mitoxantron und weitere Pharmaka kommen vor allem bei mildem bis
moderatem Krankheitsverlauf zum Einsatz (TROJANO, AMATO, 2018). Des Weiteren
kommt bei unzureichender Wirkung dieser Basistherapeutika eine sogenannte intensivierte
Immuntherapie, auch als Eskalationstherapie bezeichnet, in Betracht. Hier werden z.B.
spezifische monoklonale Antikérper, die u.a. gegen verschiedene pro-inflammatorische
Faktoren gerichtet sind, eingesetzt (MONTALBAN et al., 2018). Zu diesen Ziel-Antigenen
zahlen Integrine sowie Rezeptormolekile immunologisch aktiver Zellen, z.B. die Proteine
,Cluster of differentiation® (CD) 52 und CD20 (CROSS, NAISMITH, 2014). CD20 ist ein
spezifisches B-Lymphozyten Oberflachenprotein, so dass der entsprechende monoklonale
Antikérper gegen diese im Korper zirkulierende Zellpopulation gerichtet st
(ABDOLLAHPOUR-ALITAPPEH et al., 2018). Das Oberflachenantigen CD52 hingegen wird
von einer kleinen Gruppe von Leukozyten in Lymphknoten und der Milz exprimiert, so dass
der monoklonale Antikdrper entsprechend lokal wirkt. Ein derzeit gangiges Pharmakon ist
Natalizumab (ein Integrin-Inhibitor), wobei die Entwicklung neuer Substanzen sehr schnell
voranschreitet (COHAN et al., 2018; KODA et al., 2018; SHIRANI, STUVE, 2018). Aktuell
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werden viele verschiedene experimentelle Therapieansatze mit unterschiedlichen
molekularen Angriffspunkten in der Pathogenese der MS experimentell und klinisch erforscht
(GAJOFATTO, TURATTI, 2018; HAINZ et al., 2016).

1.2 Die Pathogenese der MS
In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass besonders eine Untergruppe des zellularen

Immunsystems, und zwar die so genannten T-Helferzellen, eine Subpopulation der T-
Lymphozyten, durch ihre Aktivierung die immunologische Krankheitskomponente verursacht
(DUFFY et al., 2014; HAMMER et al., 2017). Dies geschieht, indem sie autoreaktiv gegen
korpereigene zellulare Strukturen gerichtet sind (DANIKOWSKI et al., 2017). Im Fall der MS
besitzen diese autoreaktiven T-Lymphozyten die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren und eine Immunreaktion mit Proteinen der Myelinscheiden auszul6sen
(DANIKOWSKI et al., 2017; LI et al., 2017a; SPENCER et al., 2018). Es kommt zu einer T-
Zell-invasion ins ZNS mit anschlieBender Entziindung. Betroffen sind zunachst die
myelinisierenden Zellen (LUCCHINETTI et al., 2000) der zentralen Makroglia, also die
Oligodendrozyten, welche eine physiologische Isolationsschicht um die Fortsatze der
Nervenzellen, die Neuriten, bilden (LARABEE et al, 2016). Die autoimmune
Entziindungsreaktion wirkt direkt schadigend auf Strukturen der Myelinscheiden. Des
Weiteren sind autoimmune B-Zell-Subpopulationen aus dem ZNS (WEKERLE, 2017) an der
Entzindungsreaktion beteiligt, indem sie mit den T-Zellen interagieren und Autoantikorper
gegen Zellbestandteile glialer und neuronaler Zellen bilden (KRUMBHOLZ et al., 2012).
Diese Autoantikérper verursachen im Zusammenspiel mit dem Komplementsystem ebenfalls
zentrale Entzindungsherde mit Lasionen der Gliazellen (LUCCHINETTI et al., 2000). Mit
fortschreitender Degeneration der Gliazellen werden die Neurone selbst geschadigt und
unterliegen ebenfalls degenerativen Verdnderungen. Sie treten in die Apoptose ein, den
programmierten Zelltod, und die so entstandenen Lucken im Neuropil werden durch
astrogliales Narbengewebe ersetzt (KASSUBEK et al., 2017; YATES et al., 2017). Es bilden
sich verschiedene Entziindungsherde, welche teilweise unter Bildung einer Glianarbe
abheilen. Neben der durch die Autoantikdrper vermittelten Reaktion kommt es auch zur
Aktivierung zentraler Mikroglia, also der zerebralen Immunzellen, sowie der Astrozyten,
resultierend in weiterer Inflammation und Astrogliose (SOFRONIEW, VINTERS, 2010).
Infolgedessen gehen immer mehr Neuronen zugrunde und fallen fir die zentrale
Reizweiterleitung und -verarbeitung aus. Diese fokale Demyelinisierung der neuronalen
Axone und Dendriten flhrt zu einer unzureichenden Innervation der Zielorgane, was zu den
fur die Erkrankung charakteristischen neurologischen und psychologischen Symptomen fuhrt
(HELDNER et al., 2017; PATTI, VILA, 2014; SEHLE et al., 2011).
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1.3 MS im optischen System

Rund ein Drittel der Patienten mit MS entwickelt als Friihsymptome Beeintrachtigungen des
visuellen Systems, welche von verschiedenartigen Sehstérungen bis hin zum vélligen Ausfall
des Gesichtsfeldes mit Optikusneuritis (Entziindung des Nervus opticus) reichen kénnen
(BEHBEHANI et al., 2018; BRITZE et al.,, 2017; HEROLD et al., 2015; LARABEE et al.,
2016; SARTORETTI et al., 2017). Im Rahmen dieser Arbeit interessieren primar die
degenerative Zellschadigung im optischen System sowie praklinische Ansatze zur
pharmakologischen Intervention (LARABEE et al., 2016; SYC et al., 2012).

Wie entsteht die zellulare Degeneration im visuellen System, die unter anderem zu den

genannten Frihsymptomen der MS fiihrt?

1.3.1 Anatomische Grundlagen des visuellen Systems

Die Axone des Nervus opticus entstammen den Ganglienzellen im Stratum ganglionare der
Retina. Innerhalb der Retina sind die Fasern unmyelinisiert; sie werden ab der Papille des
Nervus opticus nach Durchtritt durch die Lamina cribrosa sclerae von Oligodendrozyten
ummantelt (PERRY, LUND, 1990). Somit entspricht der optische Nerv einem axonalen Trakt

zerebraler Neurone. Der Nerv ist speziell somatosensibel (somatoafferent).

Der zellulare Aufbau der murinen und humanen Retina unterscheidet sich teilweise. Ein
wichtiger Unterschied zwischen der murinen und humanen Retina ist die Anzahl an
Subtypen der Zapfen, welche das polychromatische (Farb-) Sehen ermdglichen (PEICHL,
GONZALEZ-SORIANO, 1994). Die synaptische Verschaltung zwischen den verschiedenen
Schichten ist ansatzweise histologisch vergleichbar derer der humanen Retina; besonders
die Synapsensubtypen sind die gleichen, weshalb die hier beschriebenen Merkmale der
Retina sowohl als Grundlage dieser Arbeit dienen als auch auf den Menschen Ubertragen
werden kénnen (KOVACS-OLLER et al., 2017; SOHL et al., 2000)

Als phylogenetischer Teil des ZNS weist die Retina einen zehnschichtigen Bau auf (HOON
et al.,, 2014). Neun dieser zehn Schichten bilden das Stratum nervosum, also den Teil der
Retina, welcher das Licht detektiert, in ein elektrisches Potential (Sensorpotential)
transduziert (Fototransduktion) und anschlieRend in eine elektrische Erregung transformiert.
Die zehnte und aulerste retinale Schicht besteht aus dem einschichtigen Pigmentepithel
(Stratum pigmentosum) und dient der Absorption der Lichtstrahlen. Nach Durchtritt durch die
Ubrigen Retinaschichten kénnen die vor dem Pigmentepithel gelegenen duReren Segmente
der Sehsinneszellen (Stratum segmentorum internum und externum, Stratum limitans
externum und Stratum nucleare externum) die Photonen des Lichtes detektieren und
transduzieren, also in ein neuronales Potential umwandeln. Die Erregungsweiterleitung

durch Aktionspotentiale (Transformation) erfolgt Gber die weiteren Schichten des Stratum
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nervosum, den sich daraus bildenden optischen Nerv und die Sehbahn zu zentralen
Sehzentren (GROSSNIKLAUS et al., 2015; HOON et al., 2014).

Unter vereinfachten funktionellen Aspekten gliedert sich der Verschaltungsweg innerhalb der
Retina in drei Neurone: Das erste Neuron sind die Fotorezeptoren, also Stdbchen und
Zapfen. Das zweite Neuron sind die bipolaren Zellen, und das dritte die Ganglienzellen im
Stratum ganglionare (MASLAND, 2001). Die Axone der Ganglienzellen bilden schlief3lich den
optischen Nerv. Die Zellkerne der Fotorezeptoren (1. Neuron) liegen in der auReren
Kdrnerschicht (Stratum nucleare externum) der Retina. Sie stehen Uber chemische
Synapsen, u.a. Uber sog. Ribbon Synapsen (von Engl. Ribbon = Band) in der auferen
plexiformen Schicht (Stratum plexiforme externum) mit den bipolaren Zellen (2. Neuron) in
Kontakt. Die Zellkerne der bipolaren Zellen liegen wiederum in der inneren Koérnerschicht
(Stratum nucleare internum). Die Neuriten der bipolaren Zellen stehen in der inneren
plexiformen Schicht (Stratum plexiforme internum) in synaptischer Verbindung mit den
Ganglienzellen (3. Neuron) des Stratum ganglionare (PEICHL, GONZALEZ-SORIANO,
1994). Zur Veranschaulichung des mikroanatomischen Aufbaus der Retina diene hier
Abbildung 1.

Abb. 1: Schematischer Aufbau der synaptischen Verschaltung in den Schichten der
Retina

Gezeigt ist der vereinfachte Verschaltungsweg der fir den Sehsinn elementaren Neurone innerhalb
der Retina: Der obere Bildanteil zeigt die auRere, der untere die innere Retina. Das erste Neuron
entspricht den Fotorezeptoren (Str. segmentorum int und ext, Stratum limitans externum und Stratum
nucleare externum), hier in lila (C fur engl. Cone = Zapfen) und schwarz (R fir engl. Rod = Stédbchen)
dargestellt. Das zweite Neuron sind die bipolaren Zellen (grau), deren Perikarya (BC) im Stratum
nucleare internum liegen, und das dritte die Ganglienzellen (grau) mit ihren Perikarya (GC) im Stratum
ganglionare. Des Weiteren ist die synaptische Verschaltung der Horizontalzellen (rot, HC) mit den
Fotorezeptoren und den bipolaren Zellen im Stratum plexiforme externum zu sehen. Ebenfalls gezeigt
wird die synaptische Verschaltung der amakrinen Zellen (grau, AC) mit den Ganglien- und bipolaren
Zellen im Stratum plexiforme internum.

Bildquelle: (CHAPOT et al., 2017) Lizenznummer: 457422065146
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Von Bedeutung fur die Weiterleitung der Erregung ist die interzellulare Kommunikation tber
Synapsen neuronaler Zellen zweier Schichten, zum einen der oben beschriebenen inneren
plexiformen Schicht (multipolare und bipolare Ganglienzellen), zum anderen der dul3eren
plexiformen Schicht (Fotorezeptoren und bipolare Neurone). Zusatzlich wird die Erregungs-
weiterleitung durch amakrine Zellen und Horizontalzellen moduliert, deren Perikaryen beide
in der inneren nuklearen Schicht lokalisiert sind, und die ihre synaptischen Verbindungen in
der auleren plexiformen Schicht (Horizontalzellen) bzw. der inneren plexiformen Schicht

(amakrine Zellen) ausbilden.

Die Retina verflgt Uber verschiedene Synapsensubtypen. Eine grobe Einteilung kann in
chemische und elektrische Synapsen erfolgen. Zu ersteren werden auch die bereits
erwahnten Ribbon-Synapsen zwischen bipolaren Zellen und Fotorezeptoren gezahlt
(STERLING, MATTHEWS, 2005; TOM DIECK, BRANDSTATTER, 2006). Zwischen erstem,
zweitem und drittem Neuron findet sich jeweils eine synaptische Verschaltung mit
glutamatergen chemischen Ribbon-Synapsen, welche die Reizweiterleitung zur inneren
Retina innerhalb weniger Millisekunden ermdglichen, sowie Dyaden (synaptische
Verbindung aus Prasynapsen der Bipolarzellen mit den Dendriten der amakrinen und
Ganglienzellen) und konventionelle chemische Synapsen (KUO et al.,, 2016; STERLING,
MATTHEWS, 2005; VON GERSDORFF et al.,, 1998). Ribbon Synapsen besitzen ein
synaptisches Endkndpfchen, welches praterminal eine Vielzahl von Ribbon-Strukturen mit
Neurovesikeln besitzt (SCHMITZ et al.,, 2000). Die Bandstrukturen der Ribbon Synapsen
sind in der Plasmamembran der Prasynapse des synaptischen Endknépfchens nahe des
synaptischen Spalts verankert. Sie ragen ahnlich wie ein Band ins Zytoplasma des
Endkndpfchens und bilden hier viele Bindungsstellen fiir Neurovesikel, welche Uber feine
Filamente binden und schnell wieder freigesetzt werden kénnen (STERLING, MATTHEWS,
2005). Diese Bandstrukturen werden aus vielen sog. RIBEYE-Makromolekilen aufgebaut
(SCHMITZ et al.,, 2000). Ein RIBEYE-Makromolekil wird aus zwei Proteinuntereinheiten
gebildet: der A-Domane, welche das Zentrum des Ribbons stabilisiert, und der B-Domane,
welche fast identisch mit dem Transkriptions-Corepressor ,C-terminal binding protein 2°
(CtBP2) ist, und sowohl NAD(H) als auch Synaptische Vesikel (SV) binden kann und
hierdurch die SVs in wenigen Millisekunden gezielt zur Plasmamembran beférdert
(MAGUPALLI et al., 2008; SCHMITZ et al., 2000; SCHWARZ, SCHMITZ, 2017). Zwei
RIBEYE-Makromolekile wiederum setzen sich zu Dimeren zusammen, welche das
Grundbauelement des Ribbons bilden (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Schematischer Aufbau der synaptischen ,Ribbons“ mit den RIBEYE-
Strukturen

Graphisch vereinfacht gezeigt ist der Aufbau der chemischen Synapse mit den ,Ribbon“-Elementen.
Dargestellt ist ein Ausschnitt des synaptischen Endknopfs mit der prasynaptischen Membran, einer
Ribbon Struktur und synaptischen Neurovesikeln (SV). Der Ribbon-Komplex setzt sich aus Dimeren
der RIBEYE Proteine zusammen. Ein jedes RIBEYE Protein wird durch zwei Doméanen gebildet: die
A-Domane (Engl. A-domain) und die B-Doméane (Engl. B-domain), welche NAD und die Vesikel
binden. An der Membran der Prasynapse ist ein fusionierendes Vesikel gezeigt, welches
Neurotransmitter (grauer Vesikelinhalt) in den synaptischen Spalt freisetzt.

Bildquelle: (SCHMITZ et al., 2000) Lizenznummer: 4574220313691

Dieser Mechanismus des gezielten Transportes der SVs zur Plasmamembran ist fir die

schnelle Exozytose der Neurotransmitter an diesem Synapsentyp mitverantwortlich.

Der Neurotransmitter Glutamat wird Ca*-abhangig aus synaptischen Vesikeln der
Fotorezeptoren und bipolaren Zellen ausgeschiittet (VON GERSDORFF et al., 1998). Die
verschiedenen Subtypen der bipolaren Zellen kénnen einem ON- und einem Off-Typ
zugeordnet werden (DHANDE et al., 2018). Uber die Subtypen der Ganglien- und amakrinen
Zellen findet zudem bereits in der Retina eine Modulation der Reizweiterleitung statt
(ICHINOSE et al., 2014; KEELEY, REESE, 2010). Auch Ganglienzellen kénnen in ON- und
Off-Typen unterteilt werden (DHANDE et al., 2018). Uber chemische Synapsen werden
zudem viele Fotorezeptoren und Bipolarzellen auf wenige retinale Ganglienzellen gebindelt
(zellulére Konvergenz) (siehe Abb. 3 und 4). Durch die Blindelung vieler Fotorezeptoren auf
wenige nachgeschaltete Ganglienzellen enstehen sogenannte rezeptive Felder (ASARI,
MEISTER, 2014). Bei dieser Konvergenz mehrerer Zellen auf eine Ganglionzelle sind auch
elektrische Synapsen beteiligt. Sie bilden interzellulare Verbindungen zwischen

benachbarten Zellen einer Schicht aus, quasi als lateraler Verschaltungsweg (siehe Abb. 3
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und 4). Durch elektrische Synapsen kdnnen Potentialanderungen einer Zelle direkt durch
lonenfluss auf die Nachbarzelle weitergeleitet werden (elektrische Transmission) und
Zellgruppen in ihrer elektrischen Aktivitdt synchronisiert werden (CONNORS, LONG, 2004).
Diese Synchronisation ermoglicht neben der Konvergenz vieler retinaler Zellen auf eine
Ganglionzelle (KUO et al., 2016) auch eine sogenannte Rauschunterdrickung bei

schwachen Lichtreizen.

Eine besondere Rolle bei der Reizweiterleitung Uber elektrische Synapsen sowie der inter-
und intrazellularen Kommunikation der Zellen einer Schicht, spielen sogenannte Connexine
(siehe Kapitel 1.4.1) (ROY et al., 2017; SCHWARZ et al., 1992; VEENSTRA, 1996).
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Abb. 3: Schematischer Aufbau der synaptischen Verschaltung in der Retina

Stark vereinfacht gezeigt ist der synaptische Verschaltungsweg in der inneren (Engl. inner) und
aulleren (Engl. outer) Retina. Die chemischen glutamatergen Ribbon Synapsen der
Fotorezeptoren (Engl. rod = Stabchen, Engl. cones = Zapfen) werden durch das kleine Dreick («~
) symbolisiert. Die chemischen Synapsen stehen in Kontakt mit den Dendriten der ON-Zapfen-
bipolaren-Zellen (Engl. ON cone bipolar cells) und den Stabchen-bipolar-Zellen (Engl. rod bipolar
cell). Die Stédbchen-bipolaren Zellen stehen durch glutamaterge Synapsen Uber amakrine Zellen
des All-Typs in Kontakt mit ON-Ganglienzellen (Engl. ON ganglion cells), deren Axone die
Fasern des optischen Nervs bilden und die Reizweiterleitung zu héheren visuellen Zentren
bewirken (Engl. retinal output). Mehrere ON-Zapfen-bipolare Zellen werden durch glutamaterge
chemische Synapsen auf eine ON-Ganglionzelle konvergiert. Ebenfalls dargestellt durch eine
gezackte Linie (wv) sind die Verschaltungen durch elektrische Synapsen zwischen den Zellen
einer Schicht: In der aulReren Retina zwischen den verschiedenen Fotorezeptoren und in der
inneren Retina zwischen amakrinen und bipolaren Zellen. Die elektrischen Synapsen
ermoglichen u.a. die Synchronisation der konvergierenden Zellen.

Bildquelle: (KUO et al., 2016).Lizenznummer: 4490230239961



Einleitung

Abb. 4: Schematischer Aufbau der chemischen Ribbon Synapsen in der Retina

Stark vereinfacht gezeigt ist der synaptische Verschaltungsweg der chemischen Ribbon
Synapsen in der Retina. Als schwarze Punkte dargestellt sind die synaptischen Vesikel in den
rosafarbenen synaptischen Endkndpfchen der Stdbchen (R fur Engl. rod = Stdbchen) und
hellgrinen bipolaren Zellen (BC fur Engl. bipolar cell). Ebenfalls in hellgrin dargestellt ist eine
Horizontalzelle (H) und eine amakrine Zelle (A) sowie eine Ganglionzelle (G), jeweils mit blauem
Zellkern. Abbildung C zeigt eine AusschnittsvergrofRerung eines synaptischen Endknoépfchens
einer bipolaren Zelle, welches in synaptischem Kontakt mit Amakrinen (A) und Ganglienzellen (G)
steht. Als kleine Kreise zu erkennen sind die Neurovesikel. Als kleine rote Bander in der
prasynaptischen Membran sind die Ribbon Strukturen zu erkennen. An ihnen sind viele
Neurovesikel gebunden. Hierdurch wird die schnelle Exozytose vieler Vesikel und somit die
schnelle Reizweiterleitung in die nachgeschaltete Zelle erméglicht.

Bildquelle: (MATTHEWS, FUCHS, 2010).Lizenznummer: 4490240268608
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1.4 Die Rolle der Connexine und Pannexine bei der MS

1.4.1  Molekularer Aufbau der Kanalproteine

Der molekulare Aufbau der Kanale, die auch in der Retina die elektrischen Synapsen bilden,
ist entscheidend flir ihre Hauptfunktion als Verbindungsweg zwischen Extra- und
Intrazellularraum (PANCHIN et al., 2000; WILLEBRORDS et al., 2017). Connexine (Cx) sind
die Proteineinheiten dieser interzellularen Kanale, der Gap junctions. Sechs
zusammengelagerte Connexinproteine in einer Zellmembran bilden ein Connexon, das auch
als Hemikanal bezeichnet wird (BEYER, BERTHOUD, 2018b). Der Begriff Hemikanal erklart
sich dadurch, dass ein Connexon erst in Verbindung mit einem weiteren Connexon einer
benachbarten Zelle eine Gap junction-Verbindung, also den interzellularen Kanal, ausbildet.
Uber die Gap junctions kdnnen benachbarte Zellen verschiedene lonen und Molekiile mit bis
zu 1kD Molekulargewicht, z.B. Ca?®*, austauschen (BOND, NAUS, 2014; DECROCK et al.,
2015).

Es gibt eine Vielzahl von Subtypen der Connexine, die generell nach ihrem Molekulargewicht
bezeichnet werden. Eine weitere Nomenklatur (GJ System) gruppiert die Connexine nach
den kodierenden homologen Sequenzen ihrer Untereinheiten (OSHIMA, 2014). Die
Connexin-Subtypen weisen eine zelltypspezifische Verteilung auf und sind in fast allen
Zellen des Organismus zu finden. Sie bilden sowohl interzelluldre als auch intrazellulare
Kanale aus. Oligodendrozyten im ZNS weisen beispielsweise eine hohe Expression der
Connexine Cx47, Cx32 und Cx29 auf, wahrend in Astrozyten die Connexin-Proteine Cx43,
Cx30 und Cx26 exprimiert werden (MEUNIER et al., 2017; Yl et al., 2017).

Neben den Connexinen gehoéren auch Pannexine sowie Innexine der Gruppe der Gap
junction-Proteine an. Wahrend Innexine nur in Intervertebraten exprimiert werden, finden
sich bei Vertebraten sowohl Connexine als auch Pannexine. Alle drei genannten Proteine
zeigen deutliche strukturelle Homologien, wodurch sich auch ihre Funktionen stark ahneln
(PANCHIN et al., 2000; WILLEBRORDS et al., 2017). Pannexine hingegen weisen neben
vielen strukturellen Ahnlichkeiten auch Unterschiede zu den Connexinen und Innexinen auf
(BEYER, BERTHOUD, 2018b). Beispielsweise besitzen die Proteine der Pannexine andere
Aminosaure-Sequenzen als die Connexine (BEYER, BERTHOUD, 2018b). In hoéheren
Vertebraten sind bisher drei Subtypen der Pannexine bekannt, die als Panx1, Panx2 und
Panx3 bezeichnet wurden (BOND, NAUS, 2014; PENUELA et al., 2014a). Diese Subtypen
kommen in unterschiedlichen Gewebe- und Zelltypen vor. Eine hohe Panx1-Expression
wurde beispielsweise in Astrozyten, Oligodendrozyten, Neuronen, Endothelzellen und T-
Lymphozyten gezeigt (BRUZZONE et al., 2003; BUNSE et al., 2005; WILLEBRORDS et al.,
2017; WILLECKE et al., 2002). Wie bei den Connexinen lagern sich auch bei Panx1 sechs
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Proteine zu einem Kanal zusammen. Wahrend die Connexone sowohl als Hemikanal als
auch als interzellularer Kanal fungieren, wurden fiir die Pannexin-Kandle weder
physiologisch noch ultrastrukturell interzellulare Verbindungen gezeigt. Die Connexin- bzw.
Pannexin-Proteine enthalten vier Transmembrandomanen (DAHL, MULLER, 2014;
VALDEBENITO et al., 2018). Diese Doméanen werden durch Proteinanteile verbunden, die
aufgrund ihrer Lassoform als ,Loops* bezeichnet werden. Da der N- und der C-Terminus des
Proteins intrazellular liegen, besitzen Connexine und Pannexine zwei extrazellulare (ELs)
und einen intrazellularen Loop (IL) (DECROCK et al., 2015). Die extrazelluldren Loops (EL1
und 2) vermitteln die extrazellulare Bindung von verschiedenen Substanzen an den Kanal,
und bei den Connexinen auch die Bindung zum Connexin der benachbarten Zelle. Ein
struktureller Unterschied zwischen Connexinen und Pannexinen besteht unter anderem
darin, dass der zweite EL der Pannexine glykosyliert ist, die der Connexine hingegen nicht
(BENNETT et al., 2012; DECROCK et al., 2015) (siehe Abb.5). Decrock et al. und weitere
Autoren nehmen an, dass dies der Grund dafiir ist, dass Pannexine nicht zu Gap junction-
Kanalen fusionieren kénnen, wie es bei Connexinen der Fall ist. Pannexin-Kanéle verbinden
somit das Zytoplasma mit dem extrazelluldren Raum (DAHL, LOCOVEI, 2006). Dies konnte
auch ultrastrukturell gezeigt werden (BECKMANN et al.,, 2016; MIHARA et al.,, 2013;
SOSINSKY et al., 2011).

Connexin Hemichannel Gap junction channel
EC
ELL EL2
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Abb. 5: Struktureller Aufbau der Connexine und Pannexine

Graphisch vereinfacht gezeigt sind in blau Connexin-Proteine und die durch sie gebildeten
Connexone (hemichannel) bzw Gap junction Kanéle (gap junction channel). Rot sind in der
unteren Reihe die molekularen Strukturmerkmale eines Pannexin Moleklls gezeigt. Zu erkennen
ist die Glykosylierung (G) des zweiten extrazellularen ,Loops” (EI2) bzw. des Pannexin-Kanals
(pannexin channel) in der unteren Bildhalfte.

Bildquelle: (DECROCK et al., 2015) Lizenznummer: 4490231489234

Durch diese Proteinmodifikationen ergeben sich funktionelle Unterschiede der Kanale: Ein
entscheidender Unterschied zwischen Pannexin-Kanalen und Connexin-Kanalen besteht in

ihrem physiologischen Grundzustand, welcher auch durch das MaR an Glykosylierung
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reguliert wird. Gap junctions erméglichen einen kontinuierlichen interzellularen Austausch, da
sie in ihrer Grundkonformation geéffnet sind. Pannnexin-Kanale hingegen werden erst durch
verschiedene Mechanismen geo6ffnet, um den Ein- oder Ausstrom von Molekilen zu
ermdglichen (PENUELA et al.,, 2014b; WILLEBRORDS et al., 2017). Aktuell werden die
verschiedenen Offnungsmechanismen noch erforscht. Neben molekil- und ionengesteuerten
Mechanismen existiert beispielsweise ein mechanisch getriggerter Offnungsmechanismus
fur Panx1-Kandle (MAKARENKOVA, SHESTOPALOV, 2014): Humane Erythrozyten
reagieren auf mechanische Reize mit einer ansteigenden Freisetzung von ATP (BAO et al.,
2004; LOCOVEI et al., 2006). Hierbei reagiert der Panx1-Kanal selbst als Sensor fur den
mechanischen Stimulus. Entsprechend handelt es sich bei Panx1 um einen
mechanosensiblen Kanal (BAO et al., 2004; LOCOVEI et al., 2006). Des Weiteren kénnen
verschiedene Substanzen und lonen den Konformationszustand des Kanals beeinflussen
(BAROJA-MAZO et al., 2013; COTRINA et al., 1998; IGLESIAS et al., 2008; STOUT et al.,
2002; YANG et al.,, 1994) (siehe Kap.1.4.3). Auch eine Reihe pathologisch induzierter
Regulationsmechanismen sind bereits bekannt. Die Pannexine sind unter anderem fir die
zellularen Energielieferanten Adenosintriphosphat (ATP) und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD+) durchgangig (WANG et al., 2013). Zudem leiten sie auch andere Molekule wie etwa
Neurotransmitter (z.B. Glutamat) und Eicosanoide (z.B. Prostaglandin E2/PGE2), wodurch
sie an einem sehr weiten Spektrum physiologischer und pathologischer Funktionen beteiligt
sind (VALDEBENITO et al., 2018). Einige dieser Faktoren wurden auch in der Pathogenese
der MS beschrieben (siehe Kap. 1.4.3), so dass eine Interaktion mit den Gap junction

Proteinen bei MS denkbar ist.

1.4.2 Connexine und Pannexine in der Retina

In der Mausretina konnte nachgewiesen werden, dass insbesondere in der inneren und in
der auleren plexiformen Schicht das neuronale Cx36 exprimiert wird (SOHL et al., 1998;
SOHL et al., 2000; SOHL et al., 2010). Cx36 wird spezifisch von einigen Neuronensubtypen
exprimiert (CONDORELLI et al., 1998). Zudem ist es in der Retina ein wichtiges Protein fur
die neuronale Synchronisation bei der Reizweiterleitung von der duf3eren zur inneren Retina
(CONNORS, LONG, 2004; KUO et al., 2016). Neben Neuronen exprimieren auch die
Gliazellen der Retina Connexine. Das gliale Cx43 wird von retinalen Millerzellen,
Mikrogliazellen und auch von den Pigmentepithelzellen exprimiert und ist das haufigste gliale
Connexin in der Retina (DANESH-MEYER et al., 2016; GUO et al., 2016). Im Gegensatz zu
neuronalem Cx36 dienen die glialen Connexine nicht der elektrischen Erregungsausbreitung,
sondern dem Stoffaustausch und der interzellularen Kommunikation der Gliazellen (MILLS et
al., 2001; SOHL et al., 2000). Die Expressionen der glialen und neuronalen Connexine

werden durch pathologische Prozesse im ZNS und der Retina signifikant beeinflusst und
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spielen in diesem Zusammenhang auch eine Rolle in der Pathogenese der MS im visuellen
System, wie verschiedene Autoren postulieren (DANESH-MEYER et al., 2016; GUO et al.,
2016).

Auch Pannexine werden in der Retina exprimiert; sowohl die Expression von Panx1 als auch
Panx2 wurde beschrieben (DVORIANTCHIKOVA et al., 2006; KURTENBACH et al., 2014;
MAKARENKOVA, SHESTOPALOV, 2014; SOHL et al., 2005). Panx1 wird vor allem in den
Ganglien-, Horizontal- und Amakrinen Zellen exprimiert, Panx2 vor allem in den
Ganglienzellen (DVORIANTCHIKOVA et al., 2006).

Die Expression von Panx1 in der Retina ist zwar deutlich geringer als die von Cx36, dennoch
ist Panx1 fur den Zellerhalt und geregelten Stoffaustausch von Molekillen sehr wichtig
(SHESTOPALQOV, SLEPAK, 2014). Auch die Pannexin-Expression und -Aktivitat in der
Retina unterliegt verschiedenen Botenstoffen in und um die Zellen. Im Auge scheint eine
Hauptfunktion der Pannexine in der Regulation der ATP-Konzentration und Sekretion der
exprimierenden Zelle zu bestehen, wobei auch eine Aktivierung des Panx1-Kanals im
pathologischen Millieu, wie etwa bei einer akuten Infammation in der Retina, gezeigt werden
konnte (KURTENBACH et al., 2014). Die physiologische Funktion von Panx1 und Panx2 in

der Retina ist aktuell jedoch noch nicht abschlieRend im Detail geklart.

1.4.3 Connexine und Pannexine bei der MS

Connexine und Pannexine weisen in den verschiedenen Gewebesubtypen im Organismus
unterschiedliche Funktionen auf. Im ZNS konnte u.a. bereits eine Mitbeteiligung bei
Zellproliferation und Differenzierung, aber auch beim Zelltod und der metabolischen
Kopplung von Nachbarzellen nachgewiesen werden (KAR et al., 2012). In der Pathogenese
der MS spielen diese interzelluldren Kanalproteine (Panx1 und die verschiedenen
Connexine) eine bedeutende Rolle. Sie sind beispielsweise bei der Aktivierung der
zytotoxischen T-Lymphozyten (ADAMSON, LEITINGER, 2014) und bei der Vermittlung der
Entzindungsreaktion an den Myelinscheiden und Axonen beteiligt (ALDSKOGIUS,
KOZLOVA, 1998). So wird die Expression verschiedener Connexine und Pannexine
wahrend der Entzindungsreaktion hochreguliert, wodurch unter anderem zytotoxische
Signale und Botenstoffe in die betroffenen Zellen weitergeleitet werden kénnen Einige
Arbeiten weisen darauf hin, dass Connexine und Pannexine sich gegenseitig in ihrer
Funktion und Expression beeinflussen (DECROCK et al., 2015): Beispielsweise verursacht
eine hdhere Pannexin-Expression, einhergehend mit héherem Ca*-Einstrom in die Zelle,
einen Abfall der Expression verschiedener Connexine. Es bilden sich weniger Gap junctions
(GAJARDO-GOMEZ et al., 2016). Diese gegenseitige Regulation ist unter anderem
entscheidend bei dem molekularen Ablauf der Zellschadigung neurodegenerativer
Erkrankungen (GAJARDO-GOMEZ et al.,, 2016; PANCHIN et al.,, 2000). Adamson et al.
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konstatieren eine zentrale Rolle des Panx1 als ATP-Kanal bei der immunologischen Antwort
neurodegenerativer Erkrankungen wie der MS (ADAMSON, LEITINGER, 2014). Durch eine
veranderte ATP-Sekretion kann die Aktivitdt des Inflammasoms, eines intrazelluldren
Proteinkomplexes, von Immunzellen wie Makrophagen Uber Panx1 aktiviert werden. Hierbei
handelt es sich um einen wichtigen Schritt bei der Aktivierung der zytotoxischen T-
Lymphozyten, resultierend in weiterer zentraler Entziindungsaktivitat bei der MS (YONG et
al.,, 2017; ZORZELLA-PEZAVENTO et al., 2013). In diesem Zusammenhang ist die
pathologische Regulation der Panx1-Aktivitdt von besonderer Bedeutung: Es existieren
unterschiedlich extrazellular gesteuerte Offnungsmechanismen, welche u.a. im entziindeten
und degenerativ veranderten Gewebe nachgewiesen werden konnten. So fuhrt ein
pathologischer extrazellularer Anstieg der Konzentration des Kations K* dazu, dass der
Kanal in den Offen-Zustand uUbertritt (SILVERMAN et al., 2009). Auch weitere Kanale sind
beim Offnungsmechanismus beteiligt, z.B. der ATP-abhangige (purinerge) P2X7-Rezeptor
und der N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) Rezeptor, welcher durch Methyl und Aspartat in
seiner Konformation verandert wird (DAVIDSON et al., 2015; KRUMBHOLZ et al., 2012; LI et
al., 2018). Der durch einen erhéhten ATP-Spiegel aktivierte P2X7-Rezeptor beeinflusst vor
allem die intrazelluldre Ca*-Homéostase (BOYCE, SWAYNE, 2017; DAHL et al., 2013;
IGLESIAS et al., 2008; SONG et al., 2016). Bei Aktivierung des P2X7-Rezeptors kommt es
zu einer hohen intrazellularen Konzentration an Ca®'-lonen, welche den geschlossenen
Panx1 Kanal in den offenen Zustand bringt (BAROJA-MAZO et al., 2013; COTRINA et al.,
1998; IGLESIAS et al., 2008; STOUT et al., 2002; YANG et al., 1994). Neben dem erhéhten
Einstrom von Ca®" in die Zelle (BOYCE, SWAYNE, 2017; LUCCHINETTI et al., 2000)
werden die Kanale bei Stimulation der Zelle durch pro-inflammatorische Substanzen, wie
etwa TNF-o und verschiedene Interleukine, haufiger gedéffnet und in hdherer Dichte
exprimiert (BOYCE, SWAYNE, 2017; ORELLANA et al., 2009; WEKERLE, 2017; WONG et
al., 2014). Gerade ein pathologischer Ca?*-Einstrom in die Zelle via Panx1 kann zu einer
zytotoxischen Ca*-Uberladung filhren und die Zelle letal schadigen (SHESTOPALOV,
SLEPAK, 2014). Letztlich fihrt also eine erhéhte Konzentration von extrazellularem ATP
Uber den P2X7-Rezeptor zu weiterem ATP Ein- und Ausstrom durch den gedéffneten Panx1-
Kanal (ADAMSON, LEITINGER, 2014; IGLESIAS et al., 2008; KRUMBHOLZ et al., 2012).
Entsprechend wirkt ATP Uber die Pannexin- und P2X7-Kanale autokrin auf die Zelle zurick;
es handelt sich um eine positive Rickkopplung (DAHL, 2018; QIU et al., 2012).

ATP kann aber auch eine negative Rickkopplung auf den Panx1-Kanal haben und diesen
inhibieren. Bei sehr hohen extrazellularen ATP-Konzentrationen tritt Panx1 in den
inpermeablen Konformationszustand Uber (DAHL, 2018; QIU, DAHL, 2009). Welcher

Mechanismus einsetzt, ist dabei von der extrazellularen ATP-Konzentration abhangig: Leicht
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erhohte Konzentrationen aktivieren den Kanal Uber den Feedbackmechanismus durch P2X7;
sehr hohe inhibieren ihn. Ein Erklarungsansatz hierfir sind zwei verschiedene
Konformationen, in denen der Pannexin-Kanal vorliegen kann (DAHL, 2018; DAHL et al.,
2013).

Es gibt aber auch innerzellulare Effekte, die den Panx1-Kanal regulieren kdnnen.
Beispielsweise kann es im Rahmen der Apoptose, zelluldren Hypoxie oder Inflammation
einer Zelle zum Offnen des Kanals kommen, wenn verschiedene bei diesen Vorgangen
freigesetzte Substanzen an den intrazellularen C-Terminus des Pannexinmolekils binden
(BOND, NAUS, 2014; FARIAS et al., 2017; GULBRANSEN et al., 2012; SILVERMAN et al.,
2009; THOMPSON, 2015; VELASQUEZ, EUGENIN, 2014).

Die oben beschriebenen Vorgange wurden bereits teilweise im visuellen System erforscht
und nachgewiesen: Xia et al. haben herausgefunden, dass es nach mechanischer
Schadigung in o6dematdés veranderten retinalen Ganglienzellen Uber einen Panx1-
vermittelten erhdhten Ausstrom von ATP zu einer Uberstimulation der P2X7-Rezeptoren
kommt. Hierdurch sterben die Zellen schlieRRlich apoptotisch ab (XIA et al., 2012). Dies wurde
im Rahmen der Pathogenese der MS sowohl bereits im ZNS als auch am N. opticus
nachgewiesen (BARZ et al., 2017; STIEBEL-KALISH et al., 2017). Diese Beobachtungen
zeigen, dass Panx1 auch bei inflammatorischen Vorgangen im visuellen System aktiviert
wird, wie sie bei der MS auftreten. Zudem ist Panx1 bei verschiedenen Mechanismen, wie
der Aktivierung von Immunzellen und zytotoxischen T-Lymphozyten beteiligt, und hat somit
eine wichtige Funktion in verschiedenen Schritten der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen (siehe Kap.1.5) (ADAMSON, LEITINGER, 2014; VALDEBENITO et al., 2018;
WILLEBRORDS et al., 2017).

1.5 Zelluldare Degeneration — Ursachen der Krankheitssymptome im optischen
System
Im Detail ist der komplexe molekulare Pathomechanismus, welcher die zentrale Inflammation
und Demyelinisierung bei der MS auslést, noch nicht vollstandig bekannt. So ist
beispielsweise nicht gesichert, wie genau es zur autoreaktiven Aktivierung der Immunzellen
gegen zellulare Bestandteile des Myelins kommt. Eine molekulare Mimikry durch virale
Infekte wird derzeit als eine der Méglichkeiten vermutet (LANGER-GOULD et al., 2017;
WATAD et al.,, 2017). Andere Mechanismen, wie die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen,

konnten bereits in verschiedenen Studien belegt werden (siehe folgendes Kap.1.5.1).

1.5.1  T-Zell-Aktivierung und Autoantikorperbildung
Einige Komponenten der T-Zell Aktivierung, die an der entzindlichen Krankheitsgenese im

ZNS beteiligt sind, sind bereits bekannt. CD4-positive T-Helferzellen reagieren, nachdem sie
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in das ZNS eingewandert sind, mit zentralen B-Lymphozyten. Hierdurch werden u.a.
Autoantikdrper gegen bestimmte Glykoproteine der Oligodendrozyten gebildet
(ANDROUTSOU et al., 2018; KRUMBHOLZ et al.,, 2012; LUCCHINETTI et al., 2000;
WEKERLE, 2017). Zu diesen zahlt das Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG),
welches in der Membran der Oligodendrozyten vorkommt (KIM et al., 2015). Das MOG wirkt
als spezifisches Epitop fir Autoantikérper, welche durch die pathologische
Aktivierungskaskade der T-Zellen und B-Zellen gebildet werden (ANDROUTSOU et al.,
2018; HAVLA et al., 2017; LARABEE et al., 2016). Experimentell konnte diese Reaktion der
Autoantikérper mit dem MOG-Protein besonders stark in Gliazellen um die Axone der
optischen Nerven an Mausen nachgewiesen werden. Dementsprechend scheinen besonders
die neuralen Zellen des visuellen Systems am Anfang des Krankheitsgeschehens
beeintrachtigt zu sein (HAVLA et al., 2017).

Im gesunden Organismus sind die T-Zellen peripher, also auRerhalb des ZNS, lokalisiert.
Dort zirkulieren sie im Blutstrom oder ruhen in sekundaren lymphatischen Organen und
verschiedenen Geweben wie der Haut (YONG et al., 2017). Im Rahmen der physiologischen
Immunantwort werden sie Uber eine Kaskade aktiviert, welche durch den Mediator ATP in
Gang gesetzt wird und bei welcher auch der Panx1 Kanal beteiligt ist (ADAMSON,
LEITINGER, 2014). Da Adenosin ein Purin ist, wird diese Aktivierungskaskade auch als
purinerger Signalweg bezeichnet (MANOHAR et al., 2012). Bei der Endstrecke des
purinergen Signalwegs werden groflere Mengen an aktivierten Interleukinen (IL), darunter
Interleukin-1p, freigesetzt (OGURA et al., 2006). Interleukine wirken als Mediatorsubstanzen
fur entzindliche Immunreaktionen am Ort der T-Zell-Invasion (MANOHAR et al., 2012;
PERRY, LUND, 1990). Vor allem eine hohe Konzentration an IL-13 fihrt zu einer
entzindlichen Reaktion im betroffenen Gewebe. Eine pathologisch erhdhte Ausschittung
von aktivem IL-1B steht ebenfalls im Zusammenhang mit chronisch entzindlichen
Erkrankungen wie der MS (NADEAU-VALLEE et al., 2017; PELEGRIN, 2008). Im Verlauf der
MS (bertreten autoreaktive T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke und 16sen an vielen Herden im
ZNS eine zentrale Entziindungsreaktion aus. Daher ist die Aktivierung dieser T-Zellen ein
entscheidender Schritt bei Erkrankungsbeginn.

Fur die Aktivierungsschritte des purinergen Signalweges besitzen T-Zellen neben einer
Vielzahl spezifischer Rezeptoren, welche auf eine erhdéhte ATP-Konzentration reagieren,
auch eine hohe Expression des Pannexin1(Panx1)-Kanals (MANOHAR et al., 2012; SHOJI
et al., 2014). Im Rahmen der bereits beschriebenen positiven Rickkopplung kommt es durch
die ATP-mediierte Stimulation des purinergen P2X7 Rezeptors der T-Zellen zu weiterer
Freisetzung von ATP durch den Panx1 Kanal im ZNS (ATP induzierte ATP-Freisetzung)
(DAHL, 2018). Zudem fuhrt die langanhaltende Aktivierung von Panx1 in T-Zellen zum
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Ausstrom von Interleukinen in das umliegende Gewebe (MANOHAR et al., 2012). Es kommt
zu einer langer anhaltenden Entzindung. Letztlich fihren u.a. auf diese Weise erhdhte
extrazellulare ATP-Konzentrationen zu neuronalem Zelltod, und letztlich zu groflen Licken
im Neuropil mit Narben- und Plaque-Bildung im ZNS (KASSUBEK et al., 2017; YATES et al.
2017). Diese Prozesse wurden beide auch fir die MS beschrieben. Daher widmet sich diese
Arbeit ebenfalls der naturlichen und pathologischen Funktion sowie einer mdglichen

pharmakologischen Blockade des Panx1-Kanals.

1.5.2 Formen des Zelluntergangs im ZNS und visuellen System

In Metaanalysen konnte gezeigt werden, dass nahezu 98% der an MS Verstorbenen eine
Mitbeteiligung des optischen Systems aufwiesen, selbst wenn zu Lebzeiten keine
charakteristischen visuellen Symptome angegeben worden waren (LUTZ et al., 2013;
POGORZELSKI et al.,, 2004; SYC et al., 2012). Gesichert wurde diese Annahme unter
anderem durch Obduktionsbefunde der Augen und mehrjahrige longitudinale Studien an MS-
Patienten (BEHBEHANI et al., 2018; GARCIA-MARTIN et al., 2017). Im Rahmen der
Retrobulbarneuritis demyelinisieren die Axone des optischen Nervs. Dies kann sowohl zu
einer primaren Ausdinnung der Myelinschicht als auch zu einer retrograden Degeneration
der retinalen Ganglienzellen fuhren (HUANG et al.,, 2018; LARABEE et al., 2016).
Nachweisbar ist die Abnahme der Zelldichte unter anderem durch die Methode der ,optical
coherence tomography“ (OCT) bei MS-Patienten (BRITZE et al., 2017).

Als Mechanismus des Ganglienzelluntergangs werden derzeit verschiedene Pfade diskutiert.
Einige Formen des Ganglienzelluntergangs sind bereits als direkte Folge der axonalen
Schadigung nachgewiesen worden. Hierzu zahlen Apoptose und Nekrose (BERKELAAR et
al., 1994; HEROLD et al., 2015; HORSTMANN et al., 2013). Zudem konnte gezeigt werden,
dass im Rahmen der Retrobulbarneuritis die retinale Mikroglia (Mdller-Glia) aktiviert wird.
Diese Zellen verandern sich durch die im Rahmen der zentralen Entziindung, beispielsweise
durch die T-Zellen, und die daraufhin gebildeten Mediatorsubstanzen pathologisch und treten
teilweise in die Nekroptose ein (HUANG et al., 2018). Bei der Nekroptose handelt es sich um
eine Form des Zelltodes, die sowohl Mechanismen der Apoptose als auch Vorgange der
Nekrose aufweist (KUO et al., 2016; NEGRONI et al., 2017). Befinden sich die mikroglialen
Zellen einmal in der Nekroptose, tragen sie ebenfalls zur Freisetzung pro-inflammatorischer
Interleukine wie etwa IL-1B und IL-8 bei (ICHINOSE et al., 2014; KEELEY, REESE, 2010;
NEGRONI et al, 2017). Diese wiederum verstarken die inflammatorischen und
degenerativen Effekte in retinalen Zellen, auf die nun die aus mehreren Zellpopulationen
freigesetzten pro-inflammatorischen Signale einwirken (CONNORS, LONG, 2004; HUANG et
al., 2018).
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Wird letztlich die zentrale Entzindung uber die Axone des optischen Nervs in die
Ganglienzellkorper fortgeleitet und Uber nekroptotische Mikroglia und T-Zellen verstarkt,
kommt es hier zu strukturellen Zellschaden, welche die physiologische Zellfunktion stark
einschranken (HORSTMANN et al.,, 2013). Zu diesen Mechanismen zahlt neben dem
veranderten Zytokin-Spiegel im optischen Nerv und in der Retina auch oxidativer Stress und
mitochondriale Dysfunktion mit erhdhtem intrazellularen Ca?* (ISLAM, 2017). Der oxidative
Stress wird unter anderem durch Aktivitatssteigerung des NADPH-Oxidase-Komplexes
ausgelost (PYKA-FOSCIAK et al.,, 2018), welcher wiederum durch Anstieg pro-
inflammatorischer Zytokine und Faktoren wie dem Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) und
dem ,nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells* (NFk-b) aktiviert wird
(HUANG et al., 2018; MELANSON et al., 2009; PYKA-FOSCIAK et al., 2018).

Sind die betroffenen Zellen schlieBlich zu stark geschadigt, um ihren Stoffwechsel
uneingeschrankt aufrechtzuerhalten, kommt es zur Nekrose oder Apoptose einzelner Zellen
(MELANSON et al.,, 2009; ORRENIUS et al., 2003). Wahrenddessen setzen die Zellen
ihrerseits intrazellulare Bestandteile aus ihrem Zytoplasma frei. Zusammengefasst werden
diese Faktoren als ,damage-associated molecular patterns® (DAMPs) bezeichnet, also als
mit einer Schadigung assoziierte molekulare Muster (THORNTON et al., 2017). Durch diese
pathologischen molekularen Partikel wird das Milieu in der direkten Umgebung der
sterbenden  Zelle zytotoxisch  verandert und weitere Zellen werden beim
Entzindungsprozess beteiligt. Hierzu zahlen auch phagozytierende Zellpopulationen des
Immunsystems, welche u.a. Uber o.g. Mediatorsubstanzen mit den geschadigten Zellen
interagieren. Die Immunzellen phagozytieren das freigesetzte Zellmaterial und bewahren als
anti-inflammatorischer Zelltyp Nachbarzellen vor weiterer molekularer Schadigung oder
I6sen in bereits vorgeschadigten Nachbarzellen die Apoptose aus (DRESCHERS et al.,
2017; MOUNIER et al., 2013; THORNTON et al., 2017). Diese Form des programmierten
Zelltods wird als Phagozytose-induzierter Zelltod (engl. phagocytosis induced cell death,
PICD) bezeichnet und bewirkt unter anderem, dass die Zelle fragmentiert und kontrolliert
zugrunde geht, ohne umliegende Gewebe durch freigesetzte intrazellulare Bestandteile zu
schadigen (DRESCHERS et al., 2017).

Von besonderer Bedeutung beim Signalweg der Apoptose sind Caspasen. Es handelt sich
hierbei um Cystein-haltige Proteasen, welche durch Proteolyse Endstreckenkomponenten
der Apoptosewege modifizieren. Dabei aktivieren sich die nachgeschalteten Proteasen
selbst, indem sie eigene Bestandteile abspalten. Man nennt sie in enzymatisch aktiver Form
daher ,Cleaved Caspases®, kurz CC (von Engl. to cleave = abspalten). Bedeutend sind vor
allem die Cleaved Caspasen 3 (CC3), 6 (CC6) und 7 (CC7), da sie direkt wichtige zellulare
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Molekile verandern und dadurch die Apoptose induzieren (KOBAYASHI et al., 2007; LI et
al., 2017b).

Die Induktion dieser apoptotischen Signalwege wurde bei axonalen Schaden in murinen
Ganglienzellen nachgewiesen (BERKELAAR et al., 1994). Auch die zentrale Apoptose von
Nervenzellen im ZNS bei MS Patienten gilt als gesichert (MANOGARAN et al., 2018).

Mit Blick auf diese Schadigungsmechanismen stellt sich die Frage, inwiefern die
degenerativen Prozesse auch im tierexperimentellen Modell eine Apoptose in der Retina
auslésen. Zudem interessiert, ob die hierdurch ausgeldste Degeneration auf das Stratum
ganglionare begrenzt bleibt oder sich Uber die dichten Zellverbindungen zwischen den

Schichten weiter in der Retina ausbreitet.

1.5.3 Die Bystander-Hypothese

Neben den primaren Schadigungsmechanismen der verschiedenen retinalen Zellen werden
auch indirekte Vorgange erforscht, die zu einer vergrofRerten primaren L&sionszone oder
weiteren an anderen Stellen im Gewebe auftretenden sekundaren L&sionen flhren. Fir
diese indirekte oder sekundare Schadigung kommen verschiedene Mechanismen in
Betracht. Verschiedene Arbeiten legen nahe, dass Gap junction Proteine nicht nur bei der
Induktion und Aufrechterhaltung der Entziindung im ZNS, sondern auch bei der sekundaren
(indirekten) Zellschadigung der immunologisch vermittelten Entzindungsreaktionen
neurodegenerativer Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielen (DAHL et al., 2013;
KAR et al., 2012; PENUELA et al., 2014a). Wie bereits beschrieben, weisen retinale Zellen
eine spezifische Connexinexpression auf: Cx43 wird von Gliazellen, neuronales Cx36 v.a.
von Ganglien-, Horizontal- und Amakrinen Zellen exprimiert (GUO et al., 2016; KOVACS-
OLLER et al., 2017). Diese Connexine und retinales Pannexin1 scheinen bei der Vermittlung
toxischer Signale bei primar entziindlichen Erkrankungen der Retina wichtig zu sein. Diese
Kanale sind bei einer Fortleitung der Signale zur Zelldegeneration und Apoptose in weitere
Zellen beteiligt (AKOPIAN et al., 2014; GULBRANSEN et al., 2012; KRANZ et al., 2013;
THOMPSON, 2015; VALDEBENITO et al., 2018). Der gleiche Effekt wurde ebenfalls in der
Retina bei primaren entzindlichen Erkrankungen der Retina wie der Retinitis pigmentosa
und bei degenerativen Vorgdngen des Glaukoms beobachtet (AKOPIAN et al., 2017;
BRITZE et al., 2017; RIPPS, 2002). Ebenso wird aktuell die Ausbreitung Degenerations-
induzierender Faktoren bei primar neurodegenerativen ZNS-Erkrankungen Uber synaptische
Verbindungen (trans-synaptisch) bis in die Retina diskutiert (MANOGARAN et al., 2018). Zu
den assoziierten Erkrankungen zadhlen das klinisch isolierte Syndrom der Neuromyelitis
optica sowie Friihstadien der MS (PUTHENPARAMPIL et al., 2017; TIAN et al., 2017).
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Es gibt verschiedene Theorien, die einen Erklarungsansatz fur diesen Effekt liefern. Eine
davon ist die Bystander-Hypothese (Engl. to bystand = zuschauen, teilnehmen), laut der
Zellen toxische Signale Uber Gap junction in benachbarte Zellen weiterleiten (AKOPIAN et
al., 2014; KERMER et al., 1999; KIM et al., 2018; VALDEBENITO et al., 2018).

Die Autoren Ishii und Rohrer analysierten und diskutierten verschiedene molekulare
Mechanismen, welche den Bystander-Effekt bei primar entzindlichen Erkrankungen in der
Netzhaut, mit Fokus auf dem Pigmentepithel, vermitteln (ISHIl, ROHRER, 2017). Die
Bystander-Hypothese, oder zumindest der in ihr beschriebene Mechanismus, kdnnte
ebenfalls einen mdglichen Erklarungsansatz fir eine frihe Ausdehnung retinaler
Zellschadigung bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der MS liefern: Uber die Neuriten
der Ganglienzellen, welche den optischen Nerv bilden, wird die Zellschadigung retrograd bis
zu den Perikaryen fortgeleitet. Diese degenerieren, treten in Apoptose oder Nekrose ein und
leiten toxische Signale Uber Gap junction-Kanale und Synapsen bis in du3ere Zellschichten
zu den Fotorezeptoren weiter (KERMER et al., 1999; PUTHENPARAMPIL et al., 2017; TIAN
et al.,, 2017; VALDEBENITO et al., 2018). Aufgrund der dichten neuronalen Verbindungen
liber Gap junction in der Retina, besteht eine schnelle Ausbreitungsméglichkeit von Ca®* und
weiteren Molekilen auf die bipolaren Zellen und Uber die dul3ere plexiforme Schicht in die
Fotorezeptoren (ASARI, MEISTER, 2014; FARIAS et al., 2017; RIPPS, 2002;
VALDEBENITO et al., 2018). Auf diesem Weg konnte es zur sekundadren Ausdehnung der

primar ganglionaren Lasion Uber verschiedene Zellschichten in die dul3ere Retina kommen.

1.6 Pharmakologische Interventionsmaéglichkeiten der T-Zell-Aktivierung durch

das Pharmakon Probenecid im Tiermodell

1.6.1 Das Pharmakon Probenecid

Probenecid (PBN) ist ein im klinischen Bereich eingesetztes Pharmakon in der Gichttherapie
aus der Gruppe der kompetitiven Kanalinhibitoren (CUNNINGHAM et al., 1981). Der
therapeutische Effekt bei Gicht wird erreicht, da PBN die Rickresorption der organischen
Harnsaure durch den OAT1 Transporter, einen Kanal fir organische Sauren im renalen
Tubulus System, inhibiert (ROBBINS et al.,, 2012). Zudem findet Probenecid seit vielen
Jahrzehnten Einsatz zur Wirkungsverstarkung verschiedener Antibiotika (insbesondere von
Penicillin), welche ebenfalls durch Kanalblockade langer im Organismus wirken kénnen
(CLARK et al., 2017). PBN ist nicht hochspezifisch fir den OAT1 Kanal und wirkt auch an
anderen Kanélen als Kanalblocker: Der Kanal P2X7 kann durch PBN uber eine Regulation
von ATP in einen anderen Konformationszustand uUberfiihrt und so inaktiviert werden
(BARTLETT et al., 2017; BHASKARACHARYA et al., 2014). Der Kationenkanal Transient
receptor potential cation channel V2 (TRPV2) wird durch PBN hingegen aktiviert (MIHARA et

al., 2013). Der Kanal ist termosensibel und reguliert lonen-Transport in und aus der Zelle.
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Vor ca. 10 Jahren wurden die Panx1-Kanale (DAHL, 2018; DAHL et al., 2013) als
pharmakologische Zielproteine von Probenecid identifiziert (SILVERMAN et al., 2008). Dabei
beruht die inhibitorische Wirkung darauf, dass PBN die extrazellularen Loops des Panx1-
Kanals bindet (XIA et al., 2012). Dieser Effekt ist relevant, da, wie bereits beschrieben, die
Panx1-Kandle an der Aktivierung wund Aufrechterhaltung neuroinflammatorischer
Erkrankungen beteiligt sind (DAHL, 2018; DAHL, MULLER, 2014; TONKIN et al., 2014).
Durch die Blockade der Panx1- und P2X7-Kanale wirkt PBN neuroprotektiv und reduziert
nachweislich unter anderem den Anstieg von IL-1p sowie das inflammatorisch bedingte
Odem der Gliazellen (XIA et al., 2012). Inflammatorisch bedingte neuronale Zellschadigung
wurde in verschiedenen Studien im Modell der Experimentellen Autoimmunen
Encephalomyelitis (EAE) und Cuprizon-Modell an Versuchstieren nachgewiesen (CLAUDIO
et al.,, 1990; HAINZ et al., 2017a; JIAN et al., 2016; MANOGARAN et al., 2018). Einige der

Autoren setzten hier PBN ein, um die Zellschaden zu reduzieren (HAINZ et al., 2017a).
1.6.2 Tierexperimentelle Modelle der Multiplen Sklerose

Im Tiermodell gibt es verschiedene Méglichkeiten, die MS-assoziierte Pathologie zu imitieren
(MCFARLIN et al.,, 1975; MELANSON et al.,, 2009). Anwendung finden sowohl die
Experimentelle Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) als auch das Cuprizon-Modell (PRAET
et al., 2014; ZHEN et al., 2017).

Im Cuprizon-Modell ist das Ziel, die Aspekte der Pathogenese der MS zu simulieren, die mit
einer Demyelinisierung bei geringer zentraler Inflammation einhergehen (HAINZ et al.,
2017b; RUTHER et al.,, 2017; TORRE-FUENTES et al., 2017). Bei Cuprizon, das oral
verabreicht wird, handelt es sich um einen Chelator fir Kupfer-lonen, wodurch die
Konzentration an frei verfiigbaren lonen nach Einnahme reduziert wird (ACS et al., 2013).
Durch eine gesenkte Konzentration an Kupfer-lonen im ZNS wird ein neurotoxischer Effekt
erzielt, die Expression der 5-Lipoxygenase gesteigert sowie ein Subtyp des Inflammasoms,
das sogenannte NIrp3, aktiviert (YOSHIKAWA et al., 2011). Es entstehen vor allem in den
Oligodendrozyten toxisch veranderte Mitochondrien, wodurch die Zellen massiv geschadigt
werden und degenerieren (ACS et al., 2013).

Im EAE-Modell hingegen steht die Imitation der inflammatorischen Komponente der MS im
Vordergrund (ROBINSON et al., 2014). Den Versuchstieren wird ein Peptidbestandteil des
MOG-Proteins (Aminosauren 35-55) injiziert. Dieses spielt auch eine zentrale Rolle als
Epitop der Autoantikérper in der Pathogenese der MS. Im Tiermodell wird die
Antikérperbildung gegen MOG durch ein Adjuvans und ein Toxin induziert und verstarkt. Die
infolge der Autoimmunreaktion stattfindende Inflammation und anschlieBende zellulare

Degeneration ist sowohl klinisch anhand von verschiedenen somatomotorischen
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Ausfallerscheinungen als auch post mortem im Gewebe des ZNS nachweisbar (MCFARLIN
et al., 1975; MELANSON et al., 2009). In dieser Arbeit wurde das EAE-Modell angewendet,
um die mdglichen Folgen der Inflammation und Degeneration in Nervus opticus und Retina
untersuchen zu kénnen (HORSTMANN et al., 2013; MANOGARAN et al., 2018). Die Autoren
Masayuki et al. stellten verschiedene experimentelle Methoden zur Erforschung retinaler
Zelldegeneration mit Blick auf den zugrundeliegenden Pathomechanismus und die daraus
resultierenden Lasionsformen im ZNS gegenuber. Die EAE induziert im ZNS eine reaktive
Immunantwort durch Mikroglia und Astrozyten (MANOGARAN et al., 2018). Durch diese
Aktivitat kommt es als Folge der Entzindung zu einem indirekten sekundaren Zellschaden
(NIWA et al., 2016). Manogaran et al. postulieren einen ahnlichen Pathomechanismus mit
sekundarem Zelluntergang im optischen System bei der MS, wobei sowohl bei der MS als
auch bei der EAE Pannexine in der Pathogenese nachweislich beteiligt sind (BEHBEHANI et
al., 2018; LUTZ et al., 2013; MANOGARAN et al., 2018). Aus diesem Grund eignet sich das
EAE-Modell im Vergleich zu den anderen experimentellen Ansatzen besonders gut zur
Analyse der sekundaren Lasion im ZNS und optischen System, sowie einer mdglichen
pharmakologischen Intervention mit mdglicher Verringerung der Lasionszone durch den
Panx1-Inhibitor PBN.
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1.6.3  Praventiver Therapieansatz mit PBN im EAE-Modell

Die EAE hat seit Jahrzehnten in vielen Studien zur Erforschung der MS-Anwendung
gefunden (MCFARLIN et al., 1975). Gerade die immunologischen Aspekte mit ihren
neurologischen Folgeerscheinungen wie etwa neuromuskularen Paralysen konnten mit
diesem Modell gut induziert und analysiert werden (PYKA-FOSCIAK et al., 2018). Auch der
Einsatz von PBN als potentielles Pharmakon in der MS-Therapie wurde bereits im EAE-
Modell untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass PBN, wenn es bereits teilweise
paralysierten Tieren verabreicht wird, signifikant das klinische Fortschreiten der Symptome
abmildert und die Uberlebenszeit der Tiere verbessert (HAINZ et al., 2016). Ebenso kann
durch die EAE eine Neuritis optica in den Versuchstieren induziert und mit den
pathologischen Befunden im visuellen System bei MS-Patienten verglichen werden
(MANOGARAN et al., 2018). Unter EAE kommt es wu.a. sowohl zur partiellen
Demyelinisierung des Nervus opticus als auch zu messbarem Verlust von dessen Axonen.
Zudem konnte eine signifikante Abnahme der retinalen Ganglienzellen unter EAE
nachgewiesen werden (HORSTMANN et al, 2016; HORSTMANN et al., 2013).
Entsprechend sind unter EAE sowohl Lasionen des ZNS als auch des optischen Systems
nachweisbar, wie sie ebenfalls bei der MS auftreten. PBN wurde bereits experimentell im
visuellen System als Pannexin-Blocker erfolgreich eingesetzt, um einen mechanisch
getriggerten pathologischen ATP-Ausstrom aus isolierten retinalen Ganglienzellen in
Zellkulturen zu reduzieren (XIA et al., 2012). Ein therapeutischer Einsatz von systemisch
verabreichten PBN im visuellen System unter EAE ist dagegen bisher noch nicht
wissenschaftlich untersucht worden.

In dieser Arbeit wurde im Tiermodell der EAE die Paralyseentwicklung der Versuchstiere,
eine Schadigung der neuronalen Zellen und Synapsen in der Retina sowie eine mdgliche
protektive Interventionsmdoglichkeit durch PBN untersucht: In einem praventiven
Therapieansatz wurde den Versuchstieren PBN in einer Dosis von 100mg/kg Kérpergewicht

injiziert; Start der Therapie war Tag eins nach EAE-Induktion.
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2 Ziel der Studie - Hypothesen

1. Die EAE verursacht klinisch messbare Symptome der Versuchstiere, welche auf
Demyelinisierung und Inflammation im ZNS zurlickzuflihren sind. Die daraus resultierende
Schadigung der Axone kann retrograd in deren Zellkérper weitergeleitet werden. In der
Retina degenerieren die Ganglienzellen und unterliegen dem Zelltod. Unklar ist jedoch, ob
sich die degenerativen Veranderungen innerhalb der Retina ausbreiten oder auf die
Ganglienzellen beschrankt bleiben. Entsprechend der Bystander-Hypothese kénnten Gap
junction-Kanale fir die Ausbreitung in benachbarte Zellschichten der Retina

mitverantwortlich sein.

Es wird daher in dieser Arbeit postuliert, dass die EAE-induzierte axonale Schadigung im N.
opticus die Apoptose retinaler Ganglienzellen zur Folge hat. Uber den Nachweis des
Ganglienzell-spezifischen Proteins RBPMS sowie das Apoptose-assoziierte Protein Cleaved-
Caspase-3 soll die Zahl der Ganglienzellen unter EAE bzw. in Kontrolltieren bestimmt
werden. Connexin 36, das Gap junction-Protein elektrischer Synapsen, sowie RIBEYE,
exprimiert in den chemischen Ribbon-Synapsen der Retina, werden analysiert, um die
synaptische Verschaltung in der Retina bei EAE zu untersuchen. Die Hypothese dieser
Arbeit ist, dass sich die EAE-induzierte Lasion im optischen Nerv in abnehmender Zahl
retinaler Ganglienzellen sowie in einer Reduktion synaptischer Verbindungen innerhalb der

Retina zeigt.

2. Im zweiten Teil dieser Arbeit soll ein mdglicher neuroprotektiver Effekt des Pannexin-1-
Inhibitors Probenecid (PBN) auf die retinalen Neurone der Versuchstiere untersucht werden.
Eine frihe pharmakologische Intervention mit Probenecid (100mg/kg Kérpergewicht ab Tag
eins nach EAE-Induktion) mildert die einsetzende Paralyse (Hainz et al., 2016, sowie diese
Arbeit). Hypothese dieses Teils der Arbeit ist, dass die PBN-Intervention eine Pravention der
neuronalen Schadigung im Auge zur Folge hat, d.h. dass weniger retinale Zellen in eine
EAE-induzierte Apoptose eintreten. Zudem wird angenommen, dass die retinalen
Strukturproteine Connexin 36, RIBEYE und RBPMS in der praventiv mit PBN behandelten
Gruppe im Vergleich zur EAE-Gruppe in héherer Dichte immunologisch nachweisbar sein

werden.
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3 Materialien

3.1 Gerate und Materialien

Gerite

Hersteller

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Observer
ZA1
Halogenlampe (HXP 120C)

Kryostat Leica CM1950

Lichtmikroskop Leica DM 2500
Mikrotom Microm HM 350
Warmeschrank INB 300

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Heidelberg Instruments, Heidelberg, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland

Losungen/Verbrauchsmaterialien

Hersteller

AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol)
Aceton 100% 400ml

Avidin

Benzoesauremethylester
Rinderserumalbumin

(Bovine Serum Albumin, BSA)
Citratpuffer (Trinatriumcitrat-Dihydrat
und Zitronensaure-Monohydrat)
Dakopen®

DAPI Fluoromount G

Deckglaser 24x60mm + 24x50mm

Eisessig (Essigsaure)

Eosin y

Ethanol

Paraformaldehyd (PFA)
Glyceringelatine

Hamatoxylinlésung nach Ehrlich
Hooke kit™ MOG35-55/CFA Emulsion
PTX

Immersionsol Immersol™ Zeiss 518F

Abcam, Cambridge, UK

ZCHL, Universitat des Saarlandes, Campus
Saarbriicken, Deutschland

Abcam, Cambridge, UK

ZCHL, Universitat des Saarlandes, Campus SB
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland

Southern Biotech, Eching, Deutschland
Zentralmagazin Universitatsklinikum des
Saarlandes, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

ZCHL, Universitat des Saarlandes, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hooke Laboratories Inc., Lawrence, MA, USA

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
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Ketaminhydrochlorid Injektionslésung
Mikrotomklingen
Natriumchloridlésung 0.9%
Ziegenserum (Normal Goat Serum,
NGS)

Objekttrager Superfrost Plus

Paraffin Roti-Plast

PBS (NaCl, KCL, Na,HPO, 2H,0,
KH,PO,)

Probenecid

Eindeckmedium Roti HistoKit
Streckblattchen

Streptavidin/POD
Gewebeeinfriermedium
(Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound)
Triton X100

Wasserstoffperoxid (H205)

Xylazinhydrochlorid Injektionslésung

Xylol Isomerengemisch

Pfizer, Berlin, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Braun AG, Melsungen, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
C. Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Abcam, Cambridge, UK

Sakura Finetek Europe, Staufen, Deutschland

C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland

ZCHL, Universitat des Saarlandes, Campus

Saarbriicken, Deutschland
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3.2 Primarantikorper

Antikorper

Hersteller

Rabbit Anti Cleaved Caspase 3 (D175,
Lot No 0043)

Rabbit Anti RBPMS (ab194213, Lot No
GR259991-15)

Mouse Anti Ribeye (C2D9, 09.02.2015)

Rabbit Anti Cx36 (GJA9, Lot No
QA214232)

3.3 Sekundarantikorper

Cell Signaling Technologie, Danvers, USA

Abcam, Cambridge, UK

Univ.-Prof. Dr. med. F. Schmitz, Medizinische
Fakultat der Universitat des Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Antikorper

Hersteller

Alexa Fluor® Goat Anti Rabbit 568nm
(A11034, Lot No 1753597)

Alexa Fluor® Goat Anti Mouse 568nm
(A11001, Lot No 1753597)

Goat Anti Rabbit IgG Biotin (ready to use)

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland

Abcam, Cambridge, UK
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4 Methoden

4.1 Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere dieser Arbeit waren weibliche Mause des Stamms C57BL/6
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Zum Zeitpunkt der EAE-Induktion waren die Tiere 10
bis 12 Wochen alt. Die Euthanasierung erfolgte zu Versuchsende nach 22 Versuchstagen.
Die Behandlung und Untersuchung der Tiere wurden durch Frau Dr. rer. nat. Nadine Hainz
durchgefiihrt. Gehalten wurden die Tiere entsprechend des Tierschutzgesetzes in der
Tierhaltung des Instituts flir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat des
Saarlandes. Fiur die Versuche lag eine Genehmigung des Landesamtes fir
Verbraucherschutz des Saarlandes vor (TVV 05/2013).

Die Tiere wurden randomisiert den verschiedenen Studiengruppen zugeteilt. In dieser Arbeit
wurde Gewebe von 17 der 30 fiir dieses Experiment zugeteilten Mausen analysiert, welche

in fiinf Behandlungsgruppen (Kapitel 4.2.3) unterteilt waren.

4.2 Das Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis (EAE)

Das EAE-Modell basiert auf einer experimentell induzierten Antikérperbildung der
Versuchstiere gegen ein injiziertes Peptid des Myelin-Oligodendrozyten-Glykoproteins
(Aminosauren 35-55; MOG-Peptid). Hierdurch findet eine autoimmune Reaktion gegen
korpereigenes Myelin statt, welche zu einer lokalen Entziindungsreaktion fihrt (HANSON et
al., 2018).

4.2.1 Induktion der EAE

Am Tag 0 wurde die EAE induziert. Hierzu wurde das Hooke Kit EK 2110 (Hooke
Laboratories Inc., MA, USA) verwendet. Den Tieren (n=25) wurde insgesamt 200ul MOG-
Emulsion subcutan (s.c.) gespritzt; dabei wurden je 100ul in den oberen und unteren
Ruckenbereich appliziert. Diese Emulsion wird in fertig vorgefiillten Spritzen geliefert und
enthalt ein Polypeptid, bestehend aus den Aminosauren 35 bis 55 des MOG (MOG 35-55),
und Freudschem Adjuvans (10mg/ml). Das Adjuvans verstarkt die Reaktion der Immunzellen
gegen das MOG-Peptid und férdert so die Antikérperbildung durch die B-Zellen. Zudem
erfolgte nach 2-4h sowie nach weiteren 24h jeweils eine Injektion des inaktivierten
bakteriellen Bordetella Pertussis Toxins (250ng in 200ul PBS i.p.). Einer weiteren Gruppe
von Tieren (n=5) wurden nur das Adjuvans und das Pertussis Toxin appliziert. Diese Tiere
bildeten die sogenannte Sham Gruppe (von Engl. sham = Schein; hier: Scheinbehandlung)

und dienten als Kontrolltiere fur die EAE-Induktion.
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4.2.2 Das Therapieprotokoll mit PBN

Diesen Tieren (n=7) wurde wie oben beschrieben eine EAE induziert. Ab Tag 1 nach
Immunisierung erhielten die Tiere Uber einen Zeitraum von 21 Tagen taglich eine
Probenecid-Injektion in den Peritonealraum (i.p.). Appliziert wurden 100 mg/kg KG in Solvent
(EAE-PBN). Eine weitere Versuchsgruppe (n=7) erhielt nach EAE-Induktion nur das
entsprechende Lésungsmittel (Solvent), um mogliche Reaktionen der Tiere auf das
Losungsmittel zu erfassen. Die Solvent-Losung hatte einen physiologischen pH Wert von
7,2-7,5 und enthielt 2250 pl 1 M Tris Lésung, 450 pl 2N NaOH (v/v), 37,5 pyl 2N HCl und 12
ml 0,9% NaCl in H,O dest. geldst. Es wurden jeweils 200 ul PBN in Solvent bzw. nur das

Solvent injiziert.

4.2.3 Versuchstiergruppen

Vor Beginn des Versuchsprotokolls wurden die Tiere in finf Versuchsgruppen randomisiert
unterteilt:

1) Kontrollen: Diese Tiere erhielten eine ,Sham-Induktion®, bestehend aus Adjuvans
und Pertussis Toxin-Injektion an Tag 0 und PTX an Tag 1.

2) EAE: Diese Gruppe wurde MOG-immunisiert und erhielt keine Therapie. Die Tiere
wurden bei Erreichen vordefinierter Abbruchkriterien (Gewichtsverlust >20% bzw.
Lahmung einer vorderen Extremitdt) oder spatestens nach 22 Tagen
euthanasiert.

3) EAE/Solvent: Diese ebenfalls EAE-induzierten Tiere erhielten eine tagliche i.p.
Injektion des Lésungsmittels (Solvent) ab Tag 1 nach EAE-Immunisierung flr die
Dauer von 21 Tagen.

4) EAE/PBN: Den EAE-induzierten Tieren dieser Gruppe wurde PBN in einer
Dosierung von 100 mg/kg KG i.p. taglich injiziert. Die Gabe erfolgte ab Tag 1 nach
EAE-Immunisierung uber einen Zeitraum von 21 Tagen.

5) EAE/Score2: In diesen Tieren wurde ebenfalls eine EAE induziert. Sie wurden
euthanasiert, sobald sie eine Hemiplegie der hinteren Extremitat (d.h. Score 2;

s.u.) ausbildeten.

4.2.4 Score-Einteilung der klinischen Symptomatik

Um den Scoreverlauf zu dokumentieren, wurden alle Tiere taglich auf neu aufgetretene und
fortbestehende klinische Symptome untersucht. Der Grad der motorischen Beeintrachtigung
wurde mittels eines Score-Systems erfasst: Dabei stand ein Score von 0 flir keine
Symptome, ein Score von 0,5 fiir eine Parese der Schwanzspitze, ein Score von 1 flr eine
komplette Schwanzparese, 1,5 flr eine Schwanzparese mit leichter Plegie der hinteren

Extremitat, 2 fir eine Hemiplegie der hinteren Extremitat und ein Score von 2,5 fir eine
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beidseitige Plegie der hinteren Extremitat. Tiere mit Score 3 hatten eine komplette bilaterale
schwere Hinterbeinlahmung. Bei Score 3,5 trat, zusatzlich zur bilateralen Plegie der hinteren
Extremitat, eine beginnende Lahmung eines Vorderbeines auf. Bei Score 4 zeigten die Tiere
eine Tetraplegie. Bei Eintreten des Todes (einschlieBlich bei Tétung der Tiere aufgrund des

Erreichens der vordefinierten Abbruchkriterien) wurden die Tiere mit Score 5 belegt.

4.3 Organentnahme, Anfertigung der Praparate und Schnittverfahren

Die Versuchstiere wurden intraperitoneal mit Ketamin (100mg/kg Kérpergewicht) und Xylazin
(10mg/kg Koérpergewicht) narkotisiert. Nach Ausbleiben der Reflexe wurden die Tiere mittels
Organentnahme getétet. Die Augen wurden entnommen und 1) als kompletter Bulbus in
einheitlicher Lage (anterior-posteriore Ausrichtung) in Tissue-Tek O.C.T. eingebettet, in der
Gasphase eines mit flissigem Stickstoff geflillten Dewar-Gefalkes eingefroren und
schlieB3lich bei -80°C kryokonserviert, und 2) in Paraffin eingebettet. Dafiir wurden die Augen
fur 24h bei 4°C in phosphatgepufferter 4%iger Formaldehydlésung fixiert. Nach der Fixierung
wurden diese zunachst flr weitere 24h in PBS gewaschen und durchliefen dann eine
Alkoholreihe beginnend mit 70% 2-Propanol, anschlieBend 80% 2-Propanol, 90% 2-
Propanol, 2 Stufen 100% 2-Propanol, 2 Stufen Benzoesduremethylester und schliel3lich 2
Stufen auf 65°C erwarmtes, flissiges Paraffin. Danach wurden die Gewebe ebenfalls in
einheitlicher Lage ausgerichtet und mit flissigem Paraffin in Metallfdormchen zu Bléckchen
gegossen. Nach dem Ausharten wurden die Praparate bis zur weiteren Verwendung bei

Raumtemperatur gelagert.

Fir die weitere histologische Analyse der entnommenen Gewebe wurden Schnittpraparate

angefertigt, entweder am Kryostat oder am Mikrotom (s.u.).

Kryoschnitte der in Tissue-Tek O.C.T. eingebetteten Augen wurden am vorgekihlten
Kryostat der Firma Leica angefertigt. Insgesamt wurden Serienschnitte von mindestens drei
Praparaten pro Gruppe angefertigt. Pro Auge wurde eine Serie von finf (Kryo-)Objekttragern
von jeweils drei Schnitten angefertigt. Unter einer Schnittserie versteht man eine fortlaufende
Schnittabfolge durch ein kontinuierlich geschnittenes Gewebe, bei der jeweils der nachste
Schnitt auf den Folgeobjekttrager aufgetragen wird. Hierdurch kann pro Objekttrager ein
Uberblick tiber die gesamten geschnittenen Gewebeschichten gewonnen werden, wodurch
die anatomischen Strukturen besser nachverfolgt werden kénnen. Die Schnittachse lag
transversal durch die Bulbi der Mause, so dass Querschnitte durch alle anatomischen
Schichten des praparierten Auges entstanden. Dabei wurde die Schnittfiihrung jeweils unter
dem Mikroskop in hoher Kontrasteinstellung an einem Testschnitt pro Serie Uberprift. Ziel
war eine Schnittfiihrung auf Hohe der Makularegion bzw Zone hoher Fotorezeptordichte um

die Fovea centralis Uber die gesamte Serie. Wahrend des Schneidevorgangs der
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Kryopraparate lag die Temperatur zwischen -15°C und -19°C bei einer Schnittdicke von

6um.

Die Paraffinblécke der entnommenen Augen wurden ebenfalls bei einer Schnittdicke von
6um am Mikrotom der Firma Microm Heidelberg (HM 350) geschnitten. Auch hier wurden
Serienschnitte (zehn Objekttrager) von mindestens drei Augen je Versuchstiergruppe
angefertigt. Zur Verdeutlichung der so entstandenen Gewebepraparate siehe Abbildung 6
(Kap. 4.5).

Die Kryo- und Paraffinschnitte wurden jeweils Uber eine halbe Stunde bei 36°C auf der
Warmeplatte getrocknet, anschlielend lichtgeschitzt bei Raumtemperatur (Paraffinschnitte)
bzw bei 4°C im Kihlschrank (Kryoschnitte) gelagert und die Kryoschnitte innerhalb von 14

Tagen fur die in dieser Arbeit beschriebenen Farbungen genutzt.
4.4 Farbungen

441 Immunfluoreszenz

Das Verfahren der Immunfluoreszenz wurde flir drei verschiedene Antikérper an
Kryoschnittserien durchgefiihrt. Die jeweils verwendeten Primarantikérper waren gegen
RBPMS, Cx36 und RIBEYE gerichtet. Der grundsatzliche Ablauf der Farbung war fur alle
drei Antikdrper gleich: Die Objekttrager wurden zunéachst fir 10 Minuten bei -20°C in 100%
Aceton fixiert. Danach wurden sie dreimal hintereinander fir jeweils zehn Minuten in
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) gestellt. Nach diesen Waschschritten wurden die
Gewebeschnitte flr eine Stunde in 10% Ziegenserum (normal goat serum; NGS) und 0,1%
Triton in PBS inkubiert. Der Schritt diente der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
sowie der Permeabilisierung der Zellen. Die Schnitte wurden mit einem Dakopen®
umrandet, welcher eine Flissigkeitsbarriere fir Losungen darstellt und diese so an den
Schnitten halt. Als nachstes wurden die Primarantikérper in ihrer entsprechenden
ausgetesteten Verdiinnung in 10% NGS und 0,1% Triton Blockierldsung angesetzt: rabbit
anti-RBPMS 1:500, rabbit anti-Cx36 1:100 und mouse anti-RIBEYE 1:100. Jeweils 50 ul der
entsprechend verdinnten Antikérper wurden auf die Schnitte pipettiert und Gber Nacht bei
4°C fur etwa 16 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgten drei jeweils zehn Minuten andauernde Waschschritte in PBS.
AnschlieRend wurden die Objekttrager erneut blockiert, um unspezifische Bindungen der
Sekundarantikdrper zu verhindern. Hierzu wurden die Schnitte in 0,2% BSA (Bovine Serum
Albumin) geldst in PBS fur 30 min inkubiert. AnschlieRend wurde der Sekundarantikdrper
aufgetragen und fir eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur zur Antikérperbindung

belassen. Die Sekundarantikérper waren 1:3.000 in 0,2% BSA in PBS verdiinnt. In den
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Farbeserien mit Cx36 und RBPMS wurde ein Alexa 568-gekoppelter Sekundarantikoérper
(goat anti-rabbit) verwendet. Bei der RIBEYE-Farbung kam ein Alexa 568-gekoppelter
Sekundarantikdrper (goat anti-mouse) zum Einsatz. AbschlieRend wurden die Objekttrager
erneut in zwei Waschschritten von jeweils 10 Minuten mit PBS im Dunkeln gewaschen.
Zuletzt wurden die Objekttrager mit je 50 uL DAPI Fluoromount G Lésung pro Objekttrager
eingedeckt und tber Nacht im Dunkeln trocknen gelassen. Die so angefertigten Praparate

wurden bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

4.4.2 Immunhistochemie

Die Inmunhistochemie mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

Die Detektion mittels AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) wurde zur Anfarbung der aktiven
Protease Cleaved Caspase 3 (CC3) in apoptotischen Ganglienzellen im Rahmen einer
immunhistochemischen Farbung verwendet. Es wurden insgesamt 15 Objekttrager mit je
drei Paraffinschnitten gefarbt. Als Positivkontrolle wurden Paraffinschnitte einer murinen Milz
mitgeflhrt. Die Farbung wurde durch Frau Caroline Bickelmann (Institut fur Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitdt des Saarlandes, Leitung Univ.-Prof. Dr. M. Menger)
durchgeflhrt.

Zu Beginn wurden die Schnitte zwecks Entparaffinierung fiir 30 Minuten bei 70°C auf eine
Warmeplatte gestellt. Darauf folgte eine absteigende Alkoholreihe mit folgenden Substanzen:
Dreimal fir jeweils 8 Minuten wurden die Schnitte in Xylol gestellt. Danach zweimal
hintereinander fur 5 Minuten in 100% Ethanol und abschlieRend jeweils fur 3 Minuten in
90%, dann 80% und schlief3lich in 70% Ethanol. Es folgte ein 5-minttiger Waschschritt in
H,O dest. Anschliellend wurden die entparaffinierten Schnitte fir 15 Minuten in Zitratpuffer
(0,01 M) bei 600 Watt in die Mikrowelle gegeben. Nachdem die Schnitte 20 Minuten bei
Raumtemperatur abkiihlen konnten, wurden sie abermals flir 5 Minuten in H,O dest.
gewaschen. AnschlieRend wurden endogene Peroxidasen fir 10 Minuten mit H,O, (3%)
deaktiviert, so dass AEC als naturliches Substrat der Meerrettich-Peroxidase (HRP) nur
durch diese und nicht unspezifisch durch endogene Peroxidasen aktiviert wurde. Es folgte
ein weiterer Waschschritt fur 5 Minuten in H,O dest. und anschlielend fur ebenfalls 5
Minuten in PBS. AnschlieRend wurden die Praparate fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
3% NGS in PBS blockiert. Danach wurden sie dreimal hintereinander fir jeweils 5 Minuten in
PBS gewaschen und fir 15 Minuten zunachst mit Avidin geblockt und mit PBS gewaschen
und anschlieRend mit Biotin ebenfalls flir 15 Minuten geblockt. AbschlieRend erfolgte der
letzte Waschschritt des ersten Tages durch abermals drei Mal 5 Minuten PBS. Nach dem
Waschschritt wurde der Primarantikdrper Rabbit Anti Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling
Technology D175, Lot No 0043) in der Verdinnung 1:100 in PBS auf die Schnitte pipettiert
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und Uber Nacht fiir etwa 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Am folgenden Vormittag
erfolgten zunachst wieder drei 5-minitige Waschschritte der Objekttrager in PBS.
AnschlieBend wurde die Sekundarantikdrper-Lésung mit Goat Anti Rabbit IgG Biotin
unverdinnt (ready to use; Abcam) auf die Schnitte gegeben und fir 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgten erneut drei 5-minitige Waschschritte in PBS. Nun
schloss sich eine 15-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur mit Streptavidin/POD (in PBS,
ready to use) an. Dieses wurde mit PBS in drei Flinf-Minuten-Schritten abgespdlt. Nun wurde
das entscheidende Substrat der Farbung, das AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) der Firma
Abcam auf die Schnitte pipettiert und unter dem Mikroskop der Farbumschlag kontrolliert.
Sobald die gewiinschte rétliche Farbintensitat der CC3-positiven Zellen erreicht worden war,
wurde die Reaktion mit H,O dest. fir alle Schnitte einheitlich gestoppt. Schlief3lich wurde die
Kernfarbung durch Hamalaun durchgefiihrt, das Prazipitat des AEC durch Abstoppen in H,O
dest. fixiert und danach mit H,O dest. gespult. Nach einem 8-minutigen ,Blauen® in
Leitungswasser erfolgte ein Farbumschlag des Hamalaun von rétlich zu blaulich.
AbschlieRend wurden die Schnitte mit Glyceringelatine eingedeckt und fir mindestens 16

Stunden getrocknet.

4.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung dient der strukturellen Anfarbung der verschiedenen
Zellschichten der Augen zum morphologischen Vergleich. Fur die H.E.-Farbung wurden
Objekttrager der gleichen Serie verwendet, aus der auch die AEC-Immunhistochemie
angefertigt wurde. Die Paraffinpraparate wurden zunachst in einer in der Konzentration
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Fiir jeweils 5 Minuten wurden die Schnitte in einer
Farbeschaukel zunachst drei Mal in Xylol gegeben, dann zweimal in 100% 2-Propanol, und
jeweils nacheinander in 90% 2-Propanol und 80% 2-Propanol. Die entparaffinierten Schnitte
wurden direkt aus der 80% 2-Propanol Lésung fir 5,5 Minuten in Hamatoxylin nach Ehrlich
gegeben. Danach wurden die Schnitte solange in H,O dest. gespllt, bis die Giberschiissige
Farbe entfernt war bzw. die Schnitte keine weitere Farbe mehr an das Wasser abgaben. Nun
folgte ein 12-mindtiges Wassern der Schnitte unter flieRendem Leitungswasser. Nach dem
dadurch erfolgten Farbumschlag waren die Hamatoxylin-gefarbten Zellkerne blau gefarbt.
AnschlieBend wurden die Schnitte flir 30 Sekunden in H,O dest. gereinigt. Als nachstes
erfolgte die Gegenfarbung des Zytoplasmas durch 0,1 % Eosin in H,O dest., versetzt mit
zwei Tropfen Eisessig. Durch anschlieRendes 20-faches Eintauchen der Farbeschaukel fir
jeweils ca. eine Sekunde in 90% 2-Propanol wurde die gewilinschte Farbintensitat des
Eosins erreicht. Danach erfolgte die Fixierung der Farbung durch eine aufsteigende
Alkoholreihe. Hierzu wurden die gleichen Substanzen wie zur Entparaffinierung, allerdings in

umgekehrter Reihenfolge, verwendet: Zweimal 5 Minuten wurden die Schnitte in 100% 2-
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Propanol inkubiert, dann dreimal 5 Minuten in Xylol. Abschlielend wurden die Schnitte mit
etwa 50 ul Roti-Histokitt-Losung eingedeckt und fir mindestens 16 Stunden unter dem

Abzug trocknen gelassen.

4.5 Mikroskopie und Dokumentation

Die Mikroskopie der angefarbten Schnitte erfolgte samt Fotodokumentation fiir die spatere
Auswertung innerhalb von 14 Tagen nach der Farbung. Bis dahin lagerten die Schnitte der
Immunfluoreszenz bei 4°C im Kihlschrank, alle anderen bei 16-18°C (RT). Verwendet wurde
das Fluoreszenzmikroskop Observer Z.1 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Alle intakten
Ganglienzellkérper einer Schnittserie, sichtbar gemacht durch die RBPMS-Farbung, wurden
unter Verwendung des EC Plan-APO 40x/1,3 Qil (Carl Zeiss) Objektives am Mikroskop direkt

ausgezahlt. In der spateren Auswertung konnte so ihre Verteilung pro Retinaquerschnitt

ausgewertet werden.

\\ s /;c:' “»;;»‘_ e ’ .141:’;( -"v.'.:'
Abb. 6: 6um Schnitt durch den Bulbus in H.E.-Farbung

Gezeigt ist ein Schnitt in H.E.-Farbung durch den Bulbus, aufgenommen unter Verwendung des
5x Objektivs des Mikroskops Leica DM 2500 sowie der auf dem Mikroskop montierten Kamera
Leica DEC 290 HD. Zu erkennen sind die einzelnen Schichten der Retina. Die Zellkerne stellen
sich hier als blaue Bander dar, die weiteren Schichten des Stratum nervosum in pink. Mit A-J sind
die einzelnen Bildausschnitte, wie sie mit dem 20-fach Objektiv fur die Immunfluoreszenz-
Farbungen aufgenommen worden sind, bezeichnet. Malistab 100 um

AbschlieRend wurden die immunhistochemisch gefarbten Retinae fotografiert. Dabei wurde
ein ganzer Schnitt durch neun bis zwdIf jeweils aneinandergrenzende Bildausschnitte (siehe
Abbildung 6) unter Verwendung des EC Plan-Apochromat 20x (Carl Zeiss) Objektives und
des Software Programms AxioVision 4.8 (Carl Zeiss) fotografiert. Zu Anfang einer Fotoreihe
wurde jeweils flir eine ganze Farbeserie eine einheitliche Belichtungszeit bestimmt und
beibehalten. Das Aufnahmelicht wurde durch eine im Mikroskop integrierte Halogenlampe

(HXP 120C, Carl Zeiss) sowie Filter 43HE fur rotes Licht (entsprechend der verwendeten
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Sekundarantikdrper im 568 nm Lichtspektrum) und Filter 49HE fur blaues Licht (zur

Darstellung der DAPI Zellkern Farbung) der Firma Carls Zeiss generiert.

Fir die Fotografie der HE und AEC-Immunhistochemie kamen das Mikroskop Leica DM
2500 sowie die auf dem Mikroskop montierte Kamera Leica DEC 290 HD zum Einsatz. Es
wurden jeweils lichtmikroskopische Aufnahmen unter Verwendung des Objektives (0.40,
PH1, «/0.17/D) 20x fur die HE- und AEC-Farbung sowie unter Verwendung des (0.65, PH2,
«/0.17/D) Objektives 40x fir die AEC-Farbung gemacht.

4.6 Analyseverfahren und Datenerhebung

Die Daten der Farbungen wurden durch verschiedene Methoden erhoben:

Far die Farbungen CC3 (AEC Féarbung) und RBPMS (Immunfluoreszenz) wurde die Zahl der
immunpositiven Zellen pro Schnitt am Mikroskop ausgezahlt. Ausgewertet wurden nur gut
erkennbare RBPMS-Zellen bzw. CC3-immunpositive Ganglienzellen. Zudem erfolgte

exemplarisch eine Fotodokumentation der entsprechenden Farbungen.

Fur die Farbungen RIBEYE und Cx36 erfolgte die Auswertung mithilfe der Computersoftware
ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, USA) (HAINZ et al., 2017b), an Hand ihrer Signalflache
pro Flacheneinheit der Retina vermessen. Es wurden Einzelaufnahmen der verschiedenen
retialen Abschnitte ohne Uberlappende Bildbereiche erstellt. Ausgewertet wurden dabei nur
die Bilder der zentralen Retinaregion, welche der humanen Makularegion entsprechen, und
nicht die Randbereiche um die Pars plana-Region, welche nur wenige Sehsinneszellen
besitzt und hodhere naturliche Expressionsschwankungen der untersuchten Proteine unter
den Wildtyptieren aufweist (SOHL et al., 1998; STRIEDINGER et al., 2005). Analysiert
wurden in dieser Arbeit fir das Cx36 die immunpositiven Bereiche der inneren plexiformen
Schicht und fir das RIBEYE die in der aufleren plexiformen Schicht. Es wurden jeweils
mehrere Schnitte verschiedener Tiere (mindestens n=3 pro Gruppe) ausgewertet und jeweils
die gleichen Abschnitte der Retina miteinander verglichen. Hieraus ergab sich die
entsprechende Datenmenge fir die spatere statistische Auswertung. Um systematische
Fehler durch die schwankende Signalintensitat der Einzelbilder zu minimieren, wurde fir die
gesamte Serie ein Threshold-Wert im Computerprogramm festgelegt und fur jedes Bild
gleich eingestellt (Signalintensitat als Schwarz-Wei-Kontrast). Anschliellend wurde die
Bildflache manuell auf das jeweilige Signalfeld der entsprechenden Farbung reduziert und so
der Hintergrund des Bildes ausgeschnitten. Hierdurch wurde dieser in der anschlieRenden
Messung nicht miterfasst und nur die angefarbten immunpositiven Bereiche ausgemessen.
Der Flachenanteil des Immunsignals des Threshold-Bildes wurde dann im Programm ImageJ
als prozentualer Flachenanteil berechnet. Die Auswertung erfolgte verblindet in zufalliger

Reihenfolge der Einzelbilder und wurde abschlieRend den Versuchsgruppen zugeordnet.
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4.7 Statistik

Die statistische Auswertung der gemessenen und ausgezahlten Werte erfolgte mit Hilfe des
Computerprogrammes GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Bei dem hier
angewendeten Studiendesign handelt es sich um eine RCT (randomisiert-kontrollierte)
Studie, welche unverbundene quantitativ stetige Zielvariablen entsprechend der One-Tail-
Arbeitshypothesen untersucht. Fir die immunhistochemischen Farbungen zu CC3, Cx36,
RIBEYE und RBPMS wurde wie folgt vorgegeangen. Zunachst erfolgte fiir alle erhobenen
Daten ein Test auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov Test. Da die erhobenen
Daten der immunologischen Farbungen nicht normalverteilt waren, fand hier entsprechend
der nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test fir nicht normalverteilte unverbundene
quantitative stetige Merkmale Anwendung. Es wurden immer mindestens drei verschiedene
Gruppen analysiert. Ziel war es, zunachst herauszufinden, ob es Unterschiede zwischen den
verschiedenen Daten der Gruppen gab. Zudem wurden durch die deskriptive Statistik die
Streu- und Lageparameter bestimmt. Mittels des anschlielfend angewendeten Dunn’s

multiple comparsions Tests wurden die genauen statistischen Unterschiede berechnet.

Fir die klinische Symptomentwicklung der Tiere waren die jeweiligen Score-Werte an jedem
Versuchstag erhoben und verglichen worden. Fir den Vergleich zwischen Kontrolle und EAE
(Abb.7) sowie Kontrolle und EAE/Sc2 (Abb.8) wurde mittels Kolmogorov-Smirnov Test auf
Normalverteilung getestet. Da die Daten nicht normalverteilt waren und jeweils nur zwei
Gruppen miteinander verglichen wurden, fand der Mann-Whitney-Test flir One-Tail-
Hypothesen Anwendung. Fur den Vergleich der Gruppen Solvent, EAE/PBN und Kontrolle
(Abb.18) wurden die Daten mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift. Da die
Daten nicht normalverteilt waren, fand hier entsprechend der nicht-parametrische Kruskal-
Wallis-Test fir nicht normalverteilte unverbundene quantitative stetige Merkmale

Anwendung. Die Berechnungen erfolgten separat fiir jeden Tag des Experiments.

Das Signifikanzniveau fiir alle Daten dieser Arbeit wurde auf p < 0,05 (5%) gesetzt. Fur die
entsprechend ermittelten signifikanten p-Werte wurde in dieser Arbeit folgende lllustration

verwendet: * entspricht 0,01 < p < 0,05; ** entspricht 0,001 < p < 0,01; ***entspricht 0,0001 <
p < 0,001.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse der Effekte der EAE auf die Retina

Bereits in der frihen Pathogenese der MS ist das visuelle System der Patienten durch eine
Entziindung des Nervus opticus, eine Retrobulbarneuritis sowie Ganglienzelldegeneration in
der Retina mitbeteiligt (BEYER, BERTHOUD, 2018a; BRUZZONE et al., 2003; HUANG et
al., 2018; LARABEE et al., 2016; SYC et al., 2012). Verschiedene Arbeiten legen nahe, dass
es nicht bei dieser primaren Lasion im Stratum ganglionare bleibt (AKOPIAN et al., 2014;
AKOPIAN et al., 2016; FRANTSEVA et al., 2002), sondern es zu weiteren sekundaren oder
parallel auftretenden Schaden in der Retina kommt. Laut der Bystander-Hypothese kénnten
sich neurotoxische Molekule Uber Kanalproteine in benachbarte Zellschichten der Retina
ausbreiten und dort zu einer degenerativen Abnahme der Synapsendichte flihren und das
Expressionsmuster verschiedener Zellproteine verandern (DAVIDSON et al., 2015; ISHII,
ROHRER, 2017; OU et al., 2016; STRIEDINGER et al., 2005).

In dieser Arbeit wurde hypothetisch angenommen, dass die EAE im Tiermodell zu
vergleichbaren Effekten wie die MS flihrt und es ebenfalls zur neuronalen Zellschadigung in
der Netzhaut kommt. Hierzu wurde Uber Detektion der Cleaved-Caspase-3 Apoptose in
retinalen Zellen untersucht (CUBILLA et al., 2013). Zudem kann mittels Anfarbung der
Ganglienzellen Uber das RNA-binding protein with multiple splicing (RBPMS) das Ausmaf}
des durch die EAE induzierten Ganglienzellschadens quantifiziert werden. Des Weiteren ist
es moglich, mit Hilfe der Analyse der Connexin 36- (elektrische Synapsen und wichtiges Gap
junction-Protein der Retina) und RIBEYE- (chemische Synapsen der Fotorezeptoren)
Expression den konsekutiven Untergang von retinalen synaptischen Verbindungen zu
untersuchen, welche elementar fiir den Sehvorgang sind. Es interessiert hier zudem, wie
sich die zellularen Strukturen in der Netzhaut durch die EAE verandern. Hierdurch wéare es
maoglich, die pathophysiologischen Mechanismen neurodegenerativer Erkrankungen, die zu
sekundaren Lasionen und groRReren primaren Lasionszonen in der Retina flihren, besser zu

verstehen.

5.1.1 Analyse der EAE-induzierten Symptome

Zunachst wurde der Effekt der EAE-Induktion auf die Motorik der Tiere untersucht. Es wurde
angenommen, dass es durch die Induktion der EAE zu messbaren Paralysen der Tiere
kommt. Die gemessenen Paralysegrade wurden fir den Zeitraum des Experimentes als
Score-Werte festgehalten und ausgewertet. Es wurden hier die Daten aller Versuchstiere
des Experimentes statistisch ausgewertet. Siehe hierzu die nachfolgenden Abbildungen 7
und 8.
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Abb. 7: Zeitlicher Kurvenverlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE und
Kontrolle

Abgebildet ist der zeitliche Verlauf der Score-Werte der EAE-Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe ab Tag 0 der EAE-Induktion. Aufgetragen sind jeweils die taglich erreichten
Mittelwerte (rote Punkte fur die EAE-Tiere und schwarze Rauten flur die Kontrollgruppe) mit dem
jeweiligen Standardfehler (SEM) und signifikante Unterschiede der Score-Werte der Kontrolltiere
an einem Behandlungstag im Vergleich zur EAE-Gruppe (*p<0,05). Ab Tag 10 unterschied sich
die EAE-Gruppe signifikant von der Kontrollgruppe.
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Abb. 8: Zeitlicher Kurvenverlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE/Sc2 und
Kontrolle

Abgebildet ist der zeitliche Verlauf der Score-Werte der EAE/Sc2-Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe ab Tag 0 der EAE-Induktion. An Tag 14 erreichten die EAE-Tiere im Mittel einen
Score von 1,8. Zu diesem Zeitpunkt wurden sie zur Organentnahme euthanasiert. Aufgetragen
sind jeweils die taglich erreichten Mittelwerte (blaue Rauten fir die EAE/Sc2-Tiere und schwarze
Rauten fur die Kontrollgruppe) mit dem jeweiligen Standardfehler (SEM); sowie signifikante
Unterschiede der Score-Werte der Kontrolltiere an einem Behandlungstag im Vergleich zur
EAE/Sc2-Gruppe (#p<0,05).
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Wie den Diagrammen zu entnehmen ist, wiesen die Messungen der motorischen Reaktion
der EAE-Tier-Gruppe nach der EAE-Induktion auf eine sich entwickelnde Paralyse hin: Die
EAE-Gruppe erreichte an Tag 22 nach EAE-Induktion im Mittelwert einen Score von 2,58,
was einer beidseitigen Lahmung der hinteren Extremitat entspricht. Nach 11 Versuchstagen
zeigten einige der EAE-Tiere als erstes Symptom die Paralyse des Schwanzes (Score 0,5).
Ab diesem Tag bis zum Ende des Experimentes unterschied sich die EAE-Gruppe signifikant
von der Kontrollgruppe (p<0,05) und zeigte einen durchgehend schwereren klinischen
Verlauf.

Die EAE/Sc2 Gruppe unterschied sich ebenfalls ab Tag 11 durchgehend signifikant von der
Kontrollgruppe (p<0,05). Der Mittelwert der Scores der EAE/Sc2 Gruppe an Tag 14 lag bei
1,8. Die klinische Symptomauspragung der beiden hier analysierten EAE-Gruppen verlief
wahrend der ersten 14 Tage nach EAE-Induktion nahezu parallel; dann jedoch erreichten die
Tiere der EAE/Sc2 Gruppe innerhalb weniger Tage (Tag 14+1) Score 2 und wurden
entsprechend aus dem Versuch genommen. Somit konnte ein Zeitpunkt bestimmt werden,
an welchem die Tiere ahnlich weit fortgeschrittene Symptome zeigten. Durch die Induktion
der EAE zeigten die Tiere eine typische Symptomatik der Motorik, wie sie auch in friiheren
Studien nachgewiesen werden konnte (ROBINSON et al., 2014).

Nachdem die klinische Symptomatik der Tiere untersucht und analysiert worden war, wurde
die Analyse der retinalen Neurone, welche potentiell Uber retrograde Degeneration des N.

opticus und sekundare Pathomechanismen geschadigt werden, durchgefihrt.

5.1.2 Lichtmikroskopische Auswertung der H.E.-Farbung

In der ersten Hypothese dieser Arbeit wurde angenommen, dass in der Retina ein
struktureller Zellschaden durch die EAE Uber den optischen Nerv und aktivierte retinale
Immunzellen induziert wird. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der H.E.-Farbung
dienten dazu, mdgliche morphologische Veranderungen in den Retinae nachzuweisen. Es

konnten alle Schichten der Netzhaut in der H.E.-Farbung dargestellt und beurteilt werden.

Exemplarisch sind hier fotographische Abbildungen der H.E.-Farbung der Retinae aus den
Versuchsgruppen Kontrolle, EAE und EAE/Sc2 aufgefliihrt (Abb. 9)
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Abb. 9: Ausschnitt der Retina in H.E.-Farbung

Exemplarisch sind drei Ausschnitte in H.E.-Farbung von Retinae der Kontroll-Gruppe (A) der
EAE- (B) und der EAE/Sc2 (C)-Gruppe gezeigt. Die verschiedenen Schichten der Retina sind mit
romischen Zahlen eingetragen: |=Ganglienzellen, ll=Innere plexiforme Schicht, lll=Innere
Kdrnerschicht, IV=AuRere plexiforme Schicht, V=AuBere Koérnerschicht, VI=Innensegmente
(Fotorezeptoren), VII=AuRensegmente (Fotorezeptoren), VIlI=Pigmentepithel. Abgebildet sind
jeweils zentrale Retinaausschnitte. Die Zellkerne stellen sich in der H.E.-Farbung als dunkelblaue
Kérnerstrukturen dar. Die weiteren Schichten des Stratum nervosum stellen sich in pink dar.
MaRstab in A far A-C 100 um.

In den Fotografien der jeweiligen Schnitte lieBen sich im Vergleich der Einzelbilder
Veranderungen in der Zelldichte und -morphologie sowie der Geschlossenheit des
Zellverbandes im Stratum ganglionare und teilweise auch in weiteren retinalen Schichten
beobachten. Allerdings konnten in der H.E.-Farbung die einzelnen Zelltypen mikroskopisch
nicht genau bestimmt werden, so dass keine eindeutige Auszahlung etwa der Ganglienzellen
mdglich war. Die gréte Homogenitat im Erscheinungsbild zeigten lichtmikroskopisch die
Schnitte der Kontrolltiere. Die anderen Gruppen wiesen teilweise Veranderungen wie etwa
eine geringere Zelldichte im Stratum ganglionare und vermehrt dislozierte Zellen zwischen
den einzelnen Laminae auf (exemplarisch in Abb. 9 C zu erkennen). Allerdings traten diese
Abweichungen in unterschiedlichem Ausmal auf, so dass morphologische Veranderungen in

den einzelnen Versuchsgruppen nicht mit gleicher Haufigkeit zu finden waren.

5.1.3 Apoptose-Nachweis im Stratum ganglionare mittels CC3

Zum Nachweis von Apoptose in der Retina wurde immunhistochemisch CC3 angefarbt und
mittels der AEC(3-Amino-9-Ethylcarbazol)-Detektion sichtbar gemacht. Bei AEC handelt es
sich um ein natirliches Substrat der Meerrettich-Peroxidase, das durch Redoxvorgange in
ein Prazipitat umgewandelt wird und fest bindet (WAGNER, 1975) (siehe Methoden Kap.
4.4.2 Immunhistochemie). Das Prazipitat ist rot gefarbt und Iadsst sich so per
Lichtmikroskopie nachweisen und fotografisch dokumentieren. Die mikroskopische
Auswertung der CC3-immunpositiven Zellen pro Retinaanschnitt (gesamte Retina im
Transversalschnitt, verblindet ausgezahlt) ergab Folgendes: In den verschiedenen Schnitten
waren je nach Gruppe unterschiedlich viele CC3-immunpositive Zellen im Stratum
ganglionare zu erkennen (absolute Zahlen), nicht jedoch in anderen retinalen Schichten. Es
wurden mehrere Schnitte pro Retina und Tier ausgezahlt. Die Zellen waren eindeutig

auszahlbar und von den CC3-immunnegativen Zellen zu unterscheiden (Vgl. Abb. 10).
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Abb. 10: CC3 Immunhistochemie an Retinaschnitten

Bild A und D zeigen einen Ausschnitt eines Retinaschnittes der CC3-Immunhistochemie eines
Kontrolltiers. Bild A zeigt das Areal des Austritts der Ganglienzell-Axone in den N. opticus. Bei
Bild D handelt es sich um Aufnahmen in einer hoheren Vergrollerung desselben
Retinaabschnittes. Bild B und E zeigen die Retina eines EAE-Tieres (E zeigt einen Ausschnitt
aus B). Im Stratum ganglionare sind zwei CC3-immunpositive Zellen in rot zu erkennen. Die
restlichen CC3-immunnegativen Zellkerne stellen sich in allen Bildern blau-lila dar. Die Bilder C
und F zeigen ein EAE/Sc2-Tier (F zeigt einen Ausschnitt aus C). Die CC3-immunpositiven Zellen
stellen sich unter dem Lichtmikroskop hell- bis dunkelrot dar. In Abbildung F ist die apoptotische
Fragmentierung eines Zellkernes einer CC3-immunpositiven Ganglienzelle zu erkennen.
MaRstab 100 pm in C fur A-C und 100 pum in F far D-F.

Die untersuchten Kontrollitiere wiesen keine CC3-immunpositiven Zellen auf. Die EAE-
Gruppe hingegen wies zwischen einer und vier CC3-positiven Zellen pro Retinaschnitt auf.
Es wurden mehrere komplette Retinaschnitte pro Tier mikroskopisch verblindet ausgezahilt.
Die Ergebnisse der Quantifizierung der CC3-immunpositiven Zellen in den Retinae sind in

Abbildung 11 gezeigt.
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Abb. 11: CC3-immunpositive Zellen pro Retinaschnitt der Tiere der Gruppen EAE,
EAE/Sc2 und Kontrolle

Abgebildet sind die CC3-immunpositiven Zellen pro Retinaschnitt als Marker fir apoptotischen
Zelltod im Stratum ganglionare (absolute Zahlen, schwarze Punkte und Dreiecke). Gezeigt ist der
Median, so wie die 25% und 75% Percentile mehrerer Retina-Schnitte pro Tier. Sowohl in der
EAE-Gruppe als auch in der EAE/Sc2-Gruppe sind signifikant mehr CC3-immunpositive
Ganglienzellen vorhanden als in der Kontrollgruppe (*p<0,05).

Die EAE-Gruppe wies einen Median von 1 und maximal 4 CC3-immunpositive apoptotische
Zellen pro Retinaschnitt im Stratum ganglionare auf, wahrend es keine CC3-immunpositiven
Zellen bei der Kontrollgruppe gab. Auch die EAE/Sc2-Gruppe wies einen Median von 2 und
maximal 3 CC3-immunpositive apoptotische Zellen auf. Der p-Wert war <0,05. Somit
unterscheiden sich die EAE-Gruppe und die EAE/Sc2-Gruppe signifikant von der
Kontrollgruppe.

5.1.4 Analyse des gangliondren Zellschadens mittels RBPMS-Immunfluoreszenz

Um das Ausmaly des Ganglienzelluntergangs durch die EAE in der Retina zu bestimmen,
wurden die mit Antikbrpern gegen den spezifischen Ganglienzellmarker RBPMS markierten
Zellen ausgezahlt. RBPMS wird nur in retinalen Ganglienzellen exprimiert und steht fiur
»,RNA-binding protein with multiple splicing“, kurz RBPMS (RODRIGUEZ et al., 2014). Das
Protein besitzt ein RNA-Erkennungssegment, an welches RNA-Strange gebunden und
gespliced werden kénnen. Das RBPMS-Protein ist durch homologe Sequenzen zwischen
Maus und Mensch in beiden Spezies spezifisch in den Ganglienzellen zu finden (OBARA et
al., 2016; RODRIGUEZ et al.,, 2014). Das RBPMS-Protein ist sowohl im Nucleus, den
Nucleoli als auch im Zytoplasma der Ganglienzellen enthalten (OBARA et al., 2016).

Amakrine Zellen und Mikroglia, welche sich ektop auch im Stratum ganglionare befinden
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kénnen, exprimieren hingegen kein RBPMS (RODRIGUEZ et al.,, 2014). Diese
Eigenschaften machen RBPMS zu einem geeigneten Ganglienzellmarker in der murinen

Retina.

Es wurde jeweils ein kompletter intakter Retinaschnitt pro Tier von Ora serata zu Ora serata
mikroskopisch verblindet ausgezahlt. Die Ganglienzellen waren in der RBPMS-
Immunfluoreszenz durch ihre rot angefarbten Somata mit stark fluoreszierendem Nucleus zu
erkennen. In den durch die EAE geschadigten Retinae konnte man eine deutlich geringere
Anzahl intakter Ganglienzellen erkennen. Exemplarisch fir die Ergebnisse der RBPMS-

Immunfluoreszenz siehe Abbildung 12.

A

Abb. 12: Retinae der drei Versuchstiergruppen EAE, EAE/Sc2 und Kontrolle

Die Bilder A, B und C zeigen fluoreszenzmikroskopische Ausschnitte von Retinanschnitten eines
Kontrolltiers (A), eines EAE-Tieres (B) und eines EAE/Sc2-Tieres (C). Die RBPMS-
immunpositiven Ganglienzellen stellen sich unter dem Fluoreszenzmikroskop hell- bis dunkelrot
dar. Zu erkennen ist ein deutlicher Unterschied in der Anzahl der immunpositiven Zellen der
verschiedenen Tiere. Die DAPI-gefarbten Zellkerne der inneren Koérnerschicht stellen sich als
blaues Band leuchtend dar. Mal3stab 100 um in A fur A-C.

Die absoluten Zellzahlen pro Retinaanschnitt wurden flr die verschiedenen Gruppen

graphisch in Abbildung 13 aufgetragen.
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Abb. 13: Anzahl RBPMS-immunpositiver Zellen pro Retinaschnitt

Abgebildet ist die absolute Anzahl RBPMS-immunpositiver Ganglienzellen pro einem
Retinaanschnitt der drei Gruppen: Kontrolle (schwarze Punkte), EAE (schwarze Dreiecke mit
Spitze nach oben) und EAE/Sc2 (schwarze Dreiecke, nach unten gerichtet). Ein Punkt im
Diagramm entspricht dabei dem berechneten Median der Summe aller ausgewerteten Schnitte.
Dargestellt sind die jeweiligen Mediane sowie die 25% und 75% Percentile einer jeden Gruppe.

Die Mediane der beiden Versuchsgruppen, in denen EAE induziert wurde, lagen deutlich
unter dem der Kontrolltiere. Der Median der Kontrollgruppe lag bei 137 Zellen, bei der EAE-
Gruppe bei 73 Zellen, und die EAE/Sc2-Gruppe hatte einen Median von 50 intakten Zellen
pro Retinaschnitt. Wie in der Graphik erkennbar, gab es in der EAE-Gruppe einen Wert von
141 RBPMS-immunpositiven Zellen. Ebenfalls zeigte ein Tier der EAE/Sc2-Gruppe sehr
hohe Werte von 105 Zellen. Dieser Wert liegt Uber der 25%-Percentile der Kontrollgruppe.

Die statistische Analyse mit dem nonparametrischen Kruskal-Wallis-Test ergab, dass der
exakte p-Wert bei 0,1321 lag und sich somit die EAE-Tiere nicht signifikant von den
Kontrolltieren unterschieden (p>0,05). Dennoch zeigen die Differenzen zwischen den Werten
der Mediane der drei Gruppen eine Richtung der Rohdaten zu deutlich weniger intakten
Ganglienzellen der EAE-Tiere und EAE/Sc2-Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Entsprechend geben diese Daten einen Hinweis dafiir, dass neben Apoptose noch weitere
Mechanismen der Zelldegeneration in der inneren Retina stattfinden, resultierend in einer
geringeren Ganglienzellzahl. Weniger Ganglienzellen im Stratum ganglionare kénnten in
einer Abnahme der Synapsen davorliegender Neurone, etwa den bipolaren Zellen in der

inneren plexiformen Schicht, resultieren.
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5.1.5 Analyse der Cx36-Expression in der inneren plexiformen Schicht

Die moégliche Abnahme elektrischer Synapsen in der inneren plexiformen Schicht der Retina
und gegebenenfalls Anderungen in der Connexin-Expression unter EAE wurden mit Hilfe der
Immunfluoreszenzfarbung mit einem gegen Cx36 gerichteten Primarantikérper analysiert. In
der Retina wird das neuronale Cx36 sowohl in der inneren als auch in der &uferen
plexiformen Schicht exprimiert (SOHL et al., 1998; SOHL et al., 2010). Der Fokus dieser
Arbeit lag auf der inneren plexiformen Schicht. Bereits beim optischen Vergleich der
Aufnahmen der Farbung waren Unterschiede in der Signalintensitat und der Dichte innerhalb
der Connexin-Verteilung zwischen den EAE-Gruppen und den Kontrolltieren zu erkennen.
Die Cx36-Immunfluoreszenz war als hellrot gefarbte Zone in den Retinae zu erkennen und

deutlich von den anderen Schichten abgrenzbar (siehe Abb. 14).

Tetige pra:
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Abb. 14: Fluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der Cx36-
Immunfluoreszenz

Gezeigt sind exemplarische Aufnahmen der Cx36-Immunfluoreszenzen sowie der Threshold
Bilder (gedeckelte Signalstarke) fur die anschlieBende Auswertung in Imaged. Die
fluoreszenzmikroskopischen Bilder A, D und G zeigen Ausschnitte von Retinaschnitten eines
Kontrolltiers (A), eines EAE-Tieres (D) und eines EAE/Sc2-Tieres (G). Die Cx36-immunpositiven
Areale der plexiformen Schichten stellen sich hellrot leuchtend dar. Die DAPI- gefarbten Zellkerne
der inneren Kdrnerschicht sind als leuchtendes blaues Band zu erkennen. Die Bilder B, E und H
zeigen die Threshold Bilder A, D und G. In den sogenannten Threshold-Bildern stellen sich die
Cx36-immunpositiven Areale weil3 dar. Bei den Bildern C, F und | handelt es sich um
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AusschnittsvergroRerungen von B, E und H. Es sind deutliche Unterschiede in der Flachendichte
der Cx36-Expression zu erkennen. Mafistab 100um in A fir A-H und in C fir C-I.

Die statistische Analyse ergab deutliche Unterschiede des medianen Flachenanteils des
Cx36 in der inneren plexiformen Schicht. Somit lagen die Werte der EAE-Tiere (Median)
etwa bei der Haélfte des Flachenanteils der Kontrolltiere (siehe Abb.15). Es wurden hier

spezifisch die Flachensignale der inneren plexiformen Schicht ausgewertet.
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Abb. 15: Cx36-immunpositive Flache pro Retinaanschnitt der Tiere der Gruppen
Kontrolle, EAE/Sc2 und EAE

Dargestellt ist die prozentuale Cx36-immunpositive Flache (Expression des Cx36) pro
gemessenem Abschnitt der inneren plexiformen Schicht der Retinaanschnitte (jeweils als
schwarze Punkte, Quadrate und Dreiecke gezeigt). Aufgetragen sind die Mediane sowie die 25%
und 75%-Percentile der Gruppen Kontrolle, EAE/Sc2 und EAE. Zwischen den Gruppen Kontrolle
und EAE/Sc2 besteht ein signifikanter Unterschied (*p-Wert <0,05).

Wie dem Diagramm zu entnehmen ist, gab es sowohl innerhalb der Kontroll- als auch der
EAE-Gruppe eine sehr hohe Streubreite der einzelnen Messwerte. Der Median der
Kontrollgruppe lag bei 32,59%, bei der EAE-Gruppe lag er bei 7,25% immunpositivem
Flachenanteil. Deutlich homogener um den Median von 8,48 % immunpositivem
Flachenanteil der inneren plexiformen Schicht waren die Messwerte in der EAE/Sc2-Gruppe
verteilt. Somit lagen die Werte der EAE-Tiere (Median) etwa bei der Halfte des
Flachenanteils der Kontrolltiere. Die Kontrolle unterschied sich signifikant (p-Wert <0,05) von
der EAE/Sc2-Gruppe. Entsprechend zeigen die Daten eine Abnahme der neuronalen
elektrischen Synapsen in der inneren plexiformen Schicht, also der inneren Synapsenzone
der bipolaren Zellen, unter EAE.
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5.1.6 Nachweis der Degeneration chemischer Ribbon-Synapsen der Sehsinneszellen
Zum Nachweis einer moglichen Veranderung der chemischen Synapsen wurde das Protein
RIBEYE der Ribbon-Strukturen innerhalb der Prasynapsen der Fotorezeptoren analysiert.
Die Synapsen der Fotorezeptoren besitzen in der Prasynapse eine funktionell wichtige
Bandstruktur (daher der englische Name ,Ribbon Synapse = Band-Synapse), die eine
Fusion der Vesikel mit der prasynaptischen Membran erméglicht (SCHWARZ, SCHMITZ,
2017). Diese Fusion wiederum flhrt zur Neurotransmitterfreisetzung (WANG et al., 2018).
Ein molekularer Bestandteil der Ribbon-Strukturen ist das bereits in der Einleitung
(Kap.1.3.1) beschriebene Strukturprotein RIBEYE (SCHMITZ et al., 2000).

Im Zuge der quantitativen Datenanalyse konnte festgestellt werden, dass die EAE zu einer
ausgepragten Abnahme der RIBEYE-immunpositiven Flache der chemischen Ribbon
Synapsen fuhrt. Die RIBEYE-Immunmarkierung ist als breites Band rot-fluoreszierender
Strukturen in der aufleren plexiformen Schicht zu erkennen. Diese entspricht der
Synapsenzone der Fotorezeptoren mit den bipolaren Zellen. Die Unterschiede in der
Verteilungsdichte innerhalb der drei in diesem Teil untersuchten Gruppen sind in der unten

gezeigten Fluoreszenz-mikroskopischen Abbildung zu erkennen (Abb. 16).

A G

Abb. 16: Fluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der RIBEYE-
Immunfluoreszenzfarbung

Exemplarisch dargestellt ist die RIBEYE-Immunfluoreszenz (rot in A, D, G) sowie die
entsprechenden Threshold-Bilder fur die anschlieRende Auswertung in Imaged (weil’ in B-I). Die
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fluoreszenzmikroskopischen Bilder A, D und G zeigen Ausschnitte von Retinaschnitten eines
Kontrolltiers (A), eines EAE-Tieres (D) und eines EAE/Sc2-Tieres (G). Hier stellen sich die
RIBEYE-immunpositiven Areale in der &uleren plexiformen Schicht wunter dem
Fluoreszenzmikroskop aufgenommen hellrot leuchtend dar. Die DAPI-gefarbten Zellkerne der
inneren Kornerschicht sind als leuchtendes blaues Band zu erkennen. Die Bilder B, E und H
zeigen die in ImageJ ausgewerteten Bilder A, D und G (Threshold-Bilder). Hier stellen sich die
RIBEYE-immunpositiven Areale weil3 dar. Bei den Bildern C, F und | handelt es sich um
AusschnittsvergroRerungen der Bilder B, E und H. Es sind deutliche Unterschiede in der
Signalstarke der Flache des RIBEYE-Immunsignals zwischen den Gruppen zu erkennen.
Mafstab 100um in A fr A-H und in C fir C-I..

Die Mediane der RIBEYE-Quantifizierung wiesen deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen auf. Wahrend der Median der Kontrolltiere bei 65,31% der
gemessenen immunpositiven Flache lag, wiesen die Gruppen EAE und EAE/Sc2 Mediane
zwischen 38,47% und 37,71% auf. Die statistische Analyse der vermessenen Flachenanteile
des RIBEYE-Proteins an der aulReren plexiformen Schicht ergab signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen (p<0,0001). Die entsprechenden Ergebnisse sind in der Abbildung 17

veranschaulicht.
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Abb. 17: RIBEYE-immunpositive Flache pro Retina-Anschnitt der Tiere der Gruppen
Kontrolle, EAE/Sc2 und EAE

Dargestellt sind die prozentualen Flachenanteile der immunpositiven RIBEYE-Strukturen in der
aulieren plexiformen Schicht der inneren Retinaabschnitte d bis g der drei Gruppen Kontrolle
(schwarze Kreise), EAE/Sc2 (schwarze Quadrate) und EAE (schwarze Dreiecke). Graphisch
abgebildet sind jeweils die Mediane, sowie die 25% und 75% Percentile der Messwerte (***
p<0,0001).
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Die ausgewerteten Daten zeigen einen klaren Effekt der EAE auf die immunologisch
nachweisbare Expression des RIBEYE-Proteins und somit auch der Ribbon-Synapsen in der
auBeren plexiformen Schicht. Es zeigte sich eine deutliche Abnahme der RIBEYE-
Expression unter EAE. Entsprechend ist von einer Abnahme der Bestandteile chemischer

Synapsen in der aufieren Retina unter EAE auszugehen.

Die Auswertungen des ersten Ergebnisteils zeigten, dass als Folge der EAE in den
Ganglienzellen Apoptose induziert wird und sich die absolute Ganglienzellzahl im Vergleich
zu Kontrolltieren reduziert. Des Weiteren wurden sowohl signifikant weniger Cx36-Proteine
der elektrischen Synapsen als auch RIBEYE-Proteine der chemischen Synapsen bei EAE
nachgewiesen, was flr einen Synapsenverlust bis in die aullere Retina sprechen kénnte. Ein
maoglicher Pathomechanismus mit sekundarem Zelluntergang im optischen System bei der
MS bzw. EAE bezieht eine pathologische Aktivitdt von Pannexinen mit nachgeschalteter
zellularer Schadigungskaskade mit ein (BEHBEHANI et al.,, 2018; LUTZ et al.,, 2013;
MANOGARAN et al., 2018). Eine Beteiligung der Pannexine bei den pro-inflammatorischen
Prozessen im EAE-Modell, sowie eine mdgliche pharmakologische Intervention durch den
Panx1-Inhibitor PBN im ZNS sind bereits Gegenstand aktueller Forschung (HAINZ et al.,
2017b; LUTZ et al., 2013). Uber praventive Gabe von PBN konnte die Entwicklung klinisch
messbarer motorischer Paralysen signifikant reduziert und das Fortschreiten der Symptome
im Vergleich zu nicht-behandelten Tieren reduziert werden (HAINZ et al., 2016). Im zweiten
Ergebnisteil wurde daher nach praventiver (vor Einsetzen der EAE-Symptomatik) Gabe von
Probenecid (PBN) analysiert, ob der im ersten Teil nachgewiesene Ganglienzelluntergang

sowie der Synapsen- bzw Proteinverlust unter EAE durch PBN beeinflusst werden kann.

5.2 Analyse der Effekte der praventiven PBN-Therapie auf die Versuchstiere
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde ein mdglicher Effekt des Pannexin1-Inhibitors
Probenecid (PBN) untersucht. Der Schwerpunkt lag auf der Analyse der pharmakologischen

Effekte einer protektiv-applizierten Dosis von 100mg/kg Kérpergewicht PBN.

5.2.1 Ergebnisse der erhobenen Paralyse-Grade der Tiere mit praventiver Gabe von
PBN

Zunachst wurde der Score-Verlauf Uber die einzelnen Tage des Versuchszeitraums der

Versuchsgruppen EAE/PBN (Therapie) und EAE/Solvent (Solvent-Gabe) miteinander und

jeweils mit der Kontrollgruppe verglichen. Die Tiere der EAE/PBN-Gruppe erhielten ab Tag 1

nach EAE-Induktion tagliche PBN-Injektionen, wahrend Tieren der EAE/Solvent-Gruppe das

Lésungsmittel injiziert wurde. Die Entwicklung der klinischen Symptome Uber den

Versuchszeitraum von 22 Tagen zeigte zwischen den Versuchstiergruppen deutliche
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Unterschiede: Die Tiere der EAE/Solvent-Gruppe zeigten Kklinisch einen signifikant
schwereren Verlauf, d.h. einen héheren motorischen Score-Wert mit starkeren Paralysen, als
die Tiere der EAE/PBN-Gruppe. Der Vergleich zu den Kontrolltieren, in denen keine EAE
induziert wurde, zeigte, dass die Scores beider EAE-Gruppen, behandelt (EAE/PBN-Gruppe)
und unbehandelt (Solvent-Gruppe) héher waren — jedoch lagen die Scores der PBN-Gruppe

naher bei den Kontrollen als die der Solvent-Gruppe (Abbildung 18).
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Score-Werte der Tiere der Gruppen EAE/Solvent,
EAE/PBN und Kontrolle

Abgebildet ist der zeitliche Verlauf der Score-Werte der Solvent-Tiere und EAE/PBN-Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe ab Tag 0 des Experiments. Aufgetragen sind jeweils die taglich
erreichten Mittelwerte der einzelnen Gruppen (blaue Rauten fir die Solvent-Tiere, grine Dreiecke
fur die EAE/PBN Tiere und schwarze Rauten fir die Kontrolle) mit dem jeweiligen Standardfehler
sowie signifikante Unterschiede der Score-Werte aller Tiere an jeweils einem Behandlungstag
zwischen der Solvent-Gruppe und der Kontrollgruppe (*) sowie zwischen der Solvent- und
EAE/PBN-Gruppe (#). Zwischen der Solvent- und der Kontrollgruppe bestanden signifikante
Unterschiede an Tag 11 und durchgehend ab Tag 14 (*). Zwischen der EAE/PBN- und der
Solvent-Gruppe bestanden an den Tagen 17 und 19 ebenfalls signifikante Unterschiede (#
p<0,05).

Anhand der Abbildung lasst sich erkennen, dass die Kontrolltiere Uber die gesamte
Versuchsdauer einen Score von 0 bis maximal 0,5 aufwiesen. In den EAE-Gruppen traten
erste klinische Symptome ab Tag 5 auf. Der Score der Solvent-Tiere stieg ab Tag 14 rasch
an und erreichte an Tag 22 einen Mittelwert von 2,5 +/-0,4. Dies bedeutete, dass die Tiere zu
diesem Zeitpunkt eine beidseitige Plegie der hinteren Extremitat aufwiesen. An Tag 11 und
ab Tag 14 bis Tag 22 unterschieden sich die Gruppen EAE/Solvent und Kontrolle signifikant
voneinander (p<0,05). In der EAE/PBN-Gruppe war dieser Anstieg im Score deutlich
vermindert. Auch nach 22 Behandlungstagen bildeten die Tiere der EAE/PBN-Gruppe
lediglich einen durchschnittlichen Score von 0,5 (Mittelwert) aus, was einer LA&hmung der
Schwanzspitze entspricht. An den Tagen 17 und 19 unterschied sich die EAE/PBN-Gruppe
signifikant (p<0,05) von der Solvent-Gruppe, jedoch nicht von der Kontrollgruppe.
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Es konnte ein positiver Einfluss der protektiven Therapie auf die Auspragung der klinischen
Symptome der EAE erkannt werden. Die Solvent-Gruppe hingegen erreichte beispielsweise
an Tag 17 einen durchschnittlichen Score von 1,71 (Mittelwert) und unterschied sich sowohl
signifikant von der Kontroll- als auch von der PBN-Gruppe wohingegen keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Kontroll- und PBN-Gruppe gefunden werden konnten.

Aufgrund dieser signifikanten Ergebnisse des protektiven Einsatzes von PBN auf die
klinische Symptomatik und somit das ZNS erfolgte anschlieBend die Analyse eines
mdglichen Effektes auf die Degeneration des Nervus opticus sowie dessen Zellkérper im
Stratum ganglionare. Daher wurden mogliche protektive Effekte des PBN auf die Retina
untersucht. Es wurde uUberprift, ob a) die durch die EAE verursachte Apoptose der
Ganglienzellen durch PBN verhindert oder verringert werden kann, und b) die degenerative

Ausbreitung in weitere retinale Zellschichten abgeschwacht werden kann.

MafRgebend fir den Grad der zellularen Schadigung ist die Dichte der synaptischen
Verbindungen, die im ersten Teil der Ergebnisse bei den EAE-Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe bestimmt worden war. Die zweite Arbeitshypothese stitzt sich auf die
Annahme, dass der durch die EAE in der Retina induzierte strukturelle Zellschaden sowie die
einsetzende Apoptose von Ganglienzellen durch protektive Gaben von PBN reduziert
werden kann. Es wurde angenommen, dass eine friihe pharmakologische Intervention,
welche ab dem ersten Versuchstag erfolgte, die einsetzende Degeneration retinaler
Neuronen und den Untergang der synaptischen Verbindungen verringern koénnte. Die
Messung der Effektstarke des Pharmakons erfolgte durch Analyse der Flachendichte des
retinalen Synapsen-Proteins RIBEYE sowie des Cx36 und durch Auszahlung der RBPMS-
markierten Ganglienzellen. Zudem wurde die Anzahl CC3-immunpositiver apoptotischer
Zellen in der Netzhaut erfasst. Die Daten wurden zwischen der Kontrollgruppe, der EAE-
Gruppe und der EAE/Solvent-Gruppe verglichen. Es wurde angenommen, dass in der mit
PBN behandelten Gruppe im Vergleich zur EAE- und Solvent-Gruppe die gemessenen
Strukturen in héherer Dichte immunologisch nachweisbar sind bzw. weniger apoptotische
Zellen nachweisbar sein wirden. Zudem wurde angenommen, dass durch die Therapie die

Dichte an Cx36-immunpositiven Gap junctions verandert werden konnte.

5.2.2 Lichtmikroskopische Auswertung der H.E.-Farbung fir die EAE/PBN-,
EAE/Solvent und Kontroligruppe

Von den Augen der Tiere aller drei Gruppen wurden zunachst Kryoschnitte mittels H.E.

gefarbt und mikroskopisch miteinander vergleichen. Beim Vergleich fielen Unterschiede bei

der Zelldichte im Stratum ganglionare auf. Die Anzahl der Zellen unterschied sich, wobei

einige Augen innerhalb der Gruppen unterschiedlich viele Zellen aufwiesen. Es konnte keine
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klare Aussage anhand der Abbildungen getroffen werden, zumal in der H.E.-Farbung nicht
zwischen Ganglienzellen und ektopen amakrinen Zellen unterschieden werden konnte.
Beispielbilder der histologischen Farbung sind in Abbildung 19 dargestellt. In den Retinae

aller drei Versuchsgruppen sind alle Retinaschichten erkennbar.
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Abb. 19: Ausschnitte der Retina in H.E.-Farbung

Exemplarisch sind drei H.E.-gefarbte Ausschnitte der Retinae aus der Kontroligruppe (A) sowie
den EAE/PBN- (B) und EAE/Solvent- (C) Gruppen gezeigt. Die verschiedenen Schichten der
Retina sind mit rdmischen Zahlen eingetragen: 1=Ganglienzellen, ll=Innere plexiforme Schicht,
lll=lnnere  Kérnerschicht, IV=AuRBere plexiforme Schicht, V=AuRere Kornerschicht,
VI=lnnensegmente (Fotorezeptoren), VllI=AuRensegmente (Fotorezeptoren), VIlI=Pigmentepithel.
Abgebildet sind jeweils zentrale Retinaausschnitte. Die Zellkerne stellen sich in der H.E.-Farbung
als dunkelblaue Kdrnerstrukturen dar. Die weiteren Schichten des Stratum nervosum stellen sich
in pink dar. Maf3stab in A fir A-C: 100 um.

5.2.3 Reduktion apoptotischer Ganglienzellen in den Retinae der EAE/PBN-Gruppe
Die CC3-Immunhistochemie (AEC-Farbung) wurde zum Nachweis apoptotischer Zellen in
den Retinae angewandt. Immunpositive Zellen zeigten sich ausschlieBlich im Stratum

ganglionare.
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Abb. 20: CC3-Immunhistochemie an Retinaschnitten

Gezeigt ist eine CC3-immunhistochemische Farbung an der Retina eines Kontrolltieres (A, D),
eines EAE/PBN-Tieres (B, E) sowie eines EAE/Solvent-Tieres (C, F) in jeweils niedriger (A, B, C)
und hoher (D, E, F) VergrdlRerung (separat aufgenommen). CC3-immunpositive Zellen (rot) sind
ausschlieBlich im Stratum ganglionare zu erkennen. Alle anderen Zellkerne sind blau-lila gefarbt;
das Zytoplasma jeweils blass rosa. Maf3stab in C fur A-C: 100 um; MafRstab in F far D-F 100 pm.
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Abb. 21: CC3 immunpositiven Zellen pro Retinaschnitt der Tiere der Gruppen EAE und
Kontrolle, EAE/PBN und EAE/Solvent

Aufgetragen ist die Anzahl CC3-immunpositiver apoptotischer Zellen pro Retinaschnitt (absolute
Zahlen) der Kontroll- (schwarze Punkte), EAE/PBN- (schwarze Dreiecke) und EAE/Solvent-
Gruppen (schwarze Dreiecke). Dargestellt sind jeweils die Mediane sowie die 25% und 75%-
Percentile.**p<0,01.

Die mikroskopische Auszahlung der Zellen in mehreren ganz ausgezahlten CC3-
immunhistochemisch gefarbten Retinaschnitten zeigte deutliche Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Auszahlung erfolgte verblindet. In den Kontrolltieren war keine Apoptose
retinaler Ganglienzellen detektierbar. Die EAE hingegen induzierte Apoptose in
Ganglienzellen (siehe Kap. 5.1.3), und die Applikation des Solvents (EAE/Solvent) reduzierte
die Apoptoserate nicht (vgl. Abb. 21). In dieser Gruppe lag der Median bei 4 CC3-
immunpositiven Zellen pro Tier. Im Vergleich dazu wies die EAE/PBN-Gruppe nur ein Tier
mit CC3-immunpositiven Zellen in nur einem Schnitt auf und der Median der EAE/PBN-

Gruppe lag entsprechend bei 0.

Es unterschieden sich die Kontroll- von der EAE/Solvent-Gruppe, so wie die EAE/PBN-
Gruppe von der EAE/Solvent-Gruppe signifikant. Zwischen der Kontroll- und der EAE/PBN-
Gruppe konnte hingegen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, was ein Hinweis
fur die anti-apoptotischen Effekte des PBN sein kénnte, wohingegen das Solvent keine

entsprechenden Effekte zeigte.

5.2.4 Ergebnisse der Auszihlung intakter Ganglienzellen
Die Auszahlung der RBPMS-immunpositiven Ganglienzellen im Stratum ganglionare der

EAE/PBN-Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe und der EAE/Solvent-Gruppe spiegelte
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die veranderte Apoptoserate wieder und ergab Unterschiede in der absoluten Anzahl der
Zellen in den ausgezahlten Retinaschnitten (kompletter Schnitt). Es wurde jeweils ein
kompletter intakter Retinaschnitt pro Tier von Ora serata zu Ora serata mikroskopisch

verblindet ausgezahlt (exemplarisch siehe Abb.22).

Abb. 22: RBPMS-Immunfluoreszenz im Stratum ganglionare der Retinae

Die Bilder zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RBPMS-gefarbten Retinaschnitten
eines Kontrolltiers (A), eines EAE/PBN-Tieres (B) und eines EAE/Solvent-Tieres (C). Die
RBPMS-immunpositiven Ganglienzellen stellen sich unter dem Fluoreszenzmikroskop hell bis
dunkel rot dar. Zu erkennen ist ein Unterschied in der Anzahl der roten immunpositiven
Ganglienzellen der verschiedenen hier exemplarisch gezeigten Schnitte (Kontrolle, EAE/PBN,
EAE/solvent). Die DAPI-gefarbten Zellkerne der inneren Kdérnerschicht stellen sich als blaues
Band leuchtend dar. MaRstab 100um in A fir A-C.
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Abb. 23: RBPMS-immunpositive Ganglienzellen pro Retinaschnitt der Tiere der
Gruppen Kontrolle, EAE/PBN und EAE/Solvent

Dargestellt sind die absoluten Ganglienzellzahlen pro einem Retinaschnitt der Tiere der Kontroll-
(schwarze Punkte), EAE/PBN- (schwarze Dreiecke), und EAE/Solvent-Gruppen (schwarze
Dreiecke). Abgebildet sind jeweils die Mediane, die 25% und 75%-Percentilen sowie signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (*p<0,05).

Die Quantifizierung der Daten ergab deutliche Unterschiede in der Anzahl immunpositiver

RBPMS-Zellen pro Retinaschnitt: Der Median lag in den Kontrolltieren bei 137 Zellen, in
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EAE/PBN-Tieren bei 73 Zellen und in Tieren der EAE/Solvent-Gruppe bei 38 intakten Zellen

pro Retina.

Die EAE/Solvent-Gruppe wies signifikant weniger intakte Ganglienzellen auf als die
Kontrollgruppe, vergleichbar mit den Werten der EAE-Gruppe (siehe Kap.5.1.4). Die
EAE/PBN-Gruppe zeigte nur eine geringfligig hdhere Zahl RBPMS-immunpositiver Zellen,
der sich von den Werten der EAE/Solvent-Gruppe nicht signifikant unterschied. Interessant
ist jedoch, dass auch zu den Werten der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied mehr
vorlag, was auf einen — wenn auch leichten — Effekt des PBN auf das Uberleben retinaler

Ganglienzellen hinweist.

5.2.5 Einfluss des PBN auf die Expression von Cx36

Zur Analyse des Einflusses von PBN auf die durch die EAE induzierte Abnahme von
elektrischen und chemischen Synapsenproteinen in der Retina wurden die beiden Proteine
Cx36 und RIBEYE untersucht und ihre Expression in der inneren und aufieren plexiformen
Schicht zwischen den EAE/PBN-, Kontroll- und EAE/Solvent-Gruppen verglichen. Zunachst
wurde die Cx36-Farbung ausgewertet. Exemplarisch sind die Ergebnisse der

Immunfluoreszenz in Abb. 24 gezeigt.

A

Abb. 24: Originalfluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der Cx36
Immunfluoreszenz
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Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der Cx36-Immunfluoreszenz sowie der Threshold-Bilder
fur die anschlieRende Auswertung in ImageJ. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder A, D und G
zeigen jeweils Ausschnitte von Retinaschnitten eines Kontrolltiers (A), eines EAE/PBN-Tieres (D)
und eines EAE/Solvent-Tieres (G). Die Cx36-immunpositiven Areale in der inneren plexiformen
Schicht stellen sich rot dar. Die DAPI-gefarbten Zellkerne der inneren Kdrnerschicht sind als
blaues Band zu erkennen. Die Bilder B, E und H zeigen die fur die Auswertung in ImageJ
veranderten Bilder A, D und G, gespeichert als umgewandelte schwarz-weifle Threshold-Bilder.
Hier stellen sich die Cx36-immunpositiven Areale weil dar. Bei den Bildern C, F und | handelt es
sich um Ausschnittsvergro3erungen der Bilder B, E und H. Bereits optisch sind deutliche

Unterschiede in der Verteilung des Cx36-Immunsignals zu erkennen. Maf3stab 100um in A fir A-
H und in C fir C-I.

Bereits bei Betrachtung der Fotos konnten deutliche Unterschiede in der Verteilung des
Cx36-Immunsignals zwischen den Tieren der EAE/PBN-Gruppe und der Kontroligruppe

erkannt werden, welche sich ebenfalls durch die Quantifizierung (siehe Abb. 25) bestatigen
lieRen.
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Abb. 25: Cx36-immunpositive Flache pro Retinaanschnitt der Tiere der Gruppen
Kontrolle, EAE/PBN und EAE/Solvent

Abgebildet ist der prozentuale Flachenanteil des Connexin36-Immunsignals pro gemessenem
Abschnitt der inneren plexiformen Schicht der Retinaanschnitte der Kontroll- (schwarze Punkte),
EAE/PBN (schwarze Quadrate) und EAE/Solvent- (schwarze Dreiecke) Gruppen. Dargestellt ist
jeweils der Median sowie die 25% und 75%-Percentile. Es besteht ein signifikanter Unterschied
(**p<0,01) zwischen der EAE/PBN und der Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse der EAE/Solvent-Gruppe unterschieden sich in dieser Messung nicht
signifikant von denen der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression von
Cx36 unter Einfluss der EAE (EAE/Solvent) abnahm. Die Applikation von PBN beeinflusste
diesen Aspekt der retinalen Veranderungen scheinbar nicht bzw. flhrte zu niedrigeren

Werten als in der Kontrolle: Die Tiere der EAE/PBN-Gruppe wiesen signifikant weniger
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Cx36-Immunfluoreszenz auf als die Kontrollgruppe, zeigten jedoch keine signifikanten

Unterschiede zur EAE/Solvent-Gruppe.

5.2.6 Einfluss von PBN auf den Erhalt struktureller Bestandteile der Ribbon-
Synapsen
Die mikroskopische Analyse der RIBEYE-Immunfluoreszenz zeigte deutliche Unterschiede in
der RIBEYE-immunpositiven Flachenexpression in der untersuchten dufleren plexiformen
Schicht. Bereits lichtmikroskopisch waren Unterschiede zu sehen. Besonders gut sind diese
in den vergroRerten Bildern der in ImageJ ausgewerteten Threshold-Bilder zu erkennen
(siehe Abb. 26). Subjektiv unterschied sich die EAE/PBN-Gruppe optisch am meisten von
der Kontrollgruppe, wohingegen sich die EAE/PBN-Gruppe weniger von der EAE/Solvent-

Gruppe unterschied. Dieser erste Eindruck konnte durch die statistische Analyse der Daten

bestatigt werden.

Abb. 26: Originalfluoreszenzbilder und in ImageJ ausgewertete Bilder der RIBEYE-
Immunfluoreszenzfarbung

Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der RIBEYE-Immunfluoreszenz sowie der Threshold-
Bilder fur die anschlieRende Auswertung in ImagedJ. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder A, D
und G zeigen Ausschnitte von Retinaschnitten eines Kontrolltiers (A), eines EAE/PBN-Tieres (D)
und eines EAE/Solvent-Tieres (G). Hier stellen sich die RIBEYE-immunpositiven Areale in der
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aulleren plexiformen Schicht, unter dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen, hellrot leuchtend
dar. Die DAPI-gefarbten Zellkerne der inneren und dufReren Kdrnerschichten sind als leuchtende
blaue Bander zu erkennen. Die Bilder B, E und H zeigen die fur die ImageJ-Auswertung
umgewandelten Threshold-Bilder aus A, D und G. Hier stellen sich die RIBEYE-immunpositiven
Areale in weil® dar. Bei den Bildern C, F und | handelt es sich um Ausschnittsvergréf3erungen der
Bilder B, E und H. Es sind deutliche Unterschiede in der Signalstarke pro Flache des RIBEYE zu
erkennen. MaRstab 100um in A fir A-H und in C fur C-I.

Die Auswertung der RIBEYE-Immunfloureszenz zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontroll- und der EAE/PBN-Gruppe mit einem p-Wert von 0,0008. Zwischen
der EAE/Solvent- und der Kontrollgruppe bestand aufgrund der hohen Streubreite der
Einzelwerte in der Solvent-Gruppe kein signifikanter Unterschied, siehe exemplarisch Abb.
27.
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Abb. 27: RIBEYE-immunpositive Flache pro Retinaanschnitt der Tiere der Gruppen
Kontrolle, EAE/PBN und EAE/Solvent

Dargestellt ist der prozentuale Flachenanteil des immunpositiven RIBEYE-Signals in der duf3eren
plexiformen Schicht der Kontroll-, PBN- und Solvent-Gruppen. Abgebildet sind jeweils der
Median, die 25% und die 75%-Percentile. Eingezeichnet ist zudem ein signifikanter Unterschied
der Expression der EAE/PBN- zur Kontrollgruppe (***p<0,001).

Anhand der Ergebnisse konnte kein signifikanter Unterschied in der RIBEYE-Expression
durch die Gabe von PBN im Vergleich zum Solvent gefunden werden. Vielmehr unterschied
sich die EAE/PBN-Gruppe signifikant von den gesunden Kontrolltieren. Diese Ergebnisse

sind ahnlich wie die der Auswertung der Cx36-Immunfluoreszenz.
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6 Diskussion

6.1 Pathophysiologische Verdnderungen im visuellen System bei MS und unter EAE-

Induktion

Ein GrofRteil der Patienten entwickelt im Verlauf einer MS-Erkrankung Symptome im
visuellen System: Bereits als Friihsymptom ist die Retrobulbarneuritis, einhergehend mit
Inflammation der Nervi optici, bei durchschnittlich einem Drittel der Betroffenen
ophthalmologisch oder in der Bildgebung festzustellen (MANOGARAN et al., 2018; SYC et
al., 2012). Verschiedene Studien legen nahe, dass Uber die gesamte Krankheitsdauer bei
Uber 90% der MS-Patienten eine Demyelinisierung und Atropie der optischen Nerven
einsetzt (BEHBEHANI et al.,, 2018; HEROLD et al., 2015; LARABEE et al., 2016;
SARTORETTI! et al.,, 2017). Des Weiteren ist bekannt, dass diese degenerativen
Veranderungen der Axone der Nervi optici von Patienten zu einer retrograden Schadigung
der retinalen Ganglienzellkérper fihren (BEHBEHANI et al., 2018; HUANG et al., 2018;
LARABEE et al., 2016). Aktuell diskutieren einige Autoren aber auch das Auftreten von
dysfunktionalen Veranderungen mit strukturellen Lasionen der duReren Schichten der Retina
unabhangig von einer vorausgehenden Optikusneuritis (siehe Kap. 6.4.1), wobei der genaue
Pathomechanismus aktuell noch Gegenstand der Forschung ist (DEMBLA et al., 2018;
HANSON et al.,, 2018). Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung dieser
degenerativen Veranderungen der verschiedenen Schichten der Retina im Tiermodell.
Zunachst wurde ein zu den Fragestellungen dieser Arbeit passendes Modell der MS
gesucht. Je nach Modell kénnen verschiedene Krankheitsaspekte besonders gut erforscht
und nachvollzogen werden. Da in dieser Arbeit der Fokus auf dem visuellen System lag,
wurden erprobte Modelle in Betracht gezogen, die das Krankheitsgeschehen im visuellen
System besonders gut abbilden: Die Optikusatrophie, einhergehend mit Demyelinisierung
und retinaler Zellschadigung, kann in verschiedenen MS-Modellen sehr gut reproduziert
werden, etwa mit dem bereits beschriebenen Cuprizon-Modell (siehe Kap. 1.6.2) (ARAUJO
et al., 2017). Das Cuprizon-Modell basiert auf einer primar toxischen Schadigung im ZNS,
welche eine von einer Immunreaktion unabhangige Demyelinisierung des Nervus opticus
induziert (SACHS et al., 2014). Sowohl im Cuprizon- als auch im EAE-Modell konnte in
verschiedenen Messverfahren eine Abnahme der axonalen Faserstérke und Lasionen im
Myelinmantel der Nn. optici nachgewiesen werden (KHAN et al., 2014; LIN et al., 2017;
SACHS et al., 2014). Das EAE-Tiermodell bildet im Gegensatz zum Cuprizon-Modell u.a. die
immunologischen und entzundlichen Krankheitskomponenten der MS mit
Autoantikorperbildung durch B-Zellen ab: In einer zweiten Phase nach Induktion kommt es

zur Autoimmunreaktion gegen koérpereigene Proteine, wie etwa gegen das MOG-Protein
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(POL et al.,, 2019). Hierdurch entstehen Entziindungsherde im Gewebe der Tiere, u.a. in
motorischen Zentren des ZNS und dem visuellen System, welche auch mikroanatomisch
nachgewiesen werden kénnen (DANESH-MEYER et al., 2016; DUFFY et al., 2014; GUO et
al., 2016; HEROLD et al., 2015; HORSTMANN et al., 2013). Die Tiere bilden auch eine
mikroanatomisch nachweisbare Optikusneuritis mit Lasionen im Stratum ganglionare der
Retina aus (HORSTMANN et al., 2013; LARABEE et al., 2016). Daher wurde in dieser Arbeit
das EAE-Modell angewendet, um eine postulierte indirekte (sekundare) immunologisch
mitverursachte Schadigung von Zellen und Proteinen in verschiedenen Schichten der Retina

untersuchen zu kénnen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Hypothese Uberprift, dass durch die EAE, wie auch bei
der MS, retinale Ganglienzellen dem Zelltod unterliegen. Es waren in der
Ergebnisauswertung apoptotische Zellen gefunden worden. Das tatsdchliche Ausmal des
Ganglienzellschadens wurde durch den spezifischen Ganglienzellmarker RBPMS und den
Apoptosemarker CC3 quantifiziert. Des Weiteren wurde in der ersten Arbeitshypothese
postuliert, dass eine mdgliche Schadigung nicht auf das Stratum ganglionare begrenzt
bleiben wiirde, sondern als Zeichen friiher degenerativer Effekte weiterer Zellschichten auch
die Synapsen des sinnesphysiologisch ersten (Fotorezeptoren) und zweiten (bipolare Zellen)
Neurons betreffen wiirde. Zur Analyse wurden sowohl Proteine elektrischer Synapsen (das
neuronale Cx36) als auch chemischer Ribbon-Synapsen (das Protein RIBEYE) in der Retina
untersucht. Im Fokus stand der potentielle Einfluss der EAE auf die jeweilige Expression der
Connexine und RIBEYE-Proteine. Auch dieser Teil der Hypothese konnte durch eine
verringerte Expression der Proteine unter EAE bestatigt werden. In den folgenden Kapiteln
werden u.a. die Ergebnisse dieser Messungen sowie mogliche Ursachen der Ergebnisse
diskutiert.

6.2 Die EAE fuhrte zu einer deutlichen klinischen Paralyse der Versuchstiere

Zunachst wurden die ab dem ersten Versuchstag taglich erfassten klinischen Score-Werte
aller Tiere des Experiments (n=30) ausgewertet. In dieser Arbeit wurde zur Erfassung der
sensomotorischen Auswirkungen im Verlauf der EAE ein Score-System angewendet,
welches die jeweils festgestellten Lahmungserscheinungen der Versuchstiere in einer
definierten numerischen Einteilung dokumentierte (Siehe Kap. 4.2.3). Die Tiere der EAE-
Gruppe erreichten am 13. Tag nach EAE-Induktion einen durchschnittlichen Score von 1,58
(Hemiplegie der hinteren Extremitat); bis zum Versuchsende stieg der durchschnittliche
Score auf 2,58 (komplette bilaterale schwere Hinterbeinlahmung). Vergleichend mit den
Tieren der EAE-Gruppe wurden Tiere ohne EAE-Induktion (Kontrolle) untersucht. Zudem
wurde eine Untergruppe der EAE-Tiere untersucht, die bei Erreichen des Scores 2 (Tag 14

+/- 1) aus dem Versuch genommen wurden (EAE/Sc2-Gruppe).
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Anhand der Score-Verlaufe konnte klar geschlussfolgert werden, dass die EAE bei den
Versuchstieren klinische Symptome verursachte und die Motorik der Tiere zunehmend im
Krankheitsverlauf beeintrachtigt war. Dies rechtfertigte den experimentellen Vergleich der
EAE mit dem Krankheitsverlauf der MS, welche analoge sensomotorische Ausfall-
erscheinungen verursachen kann (HORSTMANN et al., 2013; MANOGARAN et al., 2018).

Allerdings zeigte sich auch, dass die Tiere unterschiedlich stark und schnell auf die Induktion
der EAE ansprachen und am Ende der Versuchszeit nicht alle Tiere den gleichen Score
erreichten (Verteilung der Score-Werte der EAE-Gruppe an Tag 22: Score 1 bis Score 3,5),
obwohl bei jedem Tier das gleiche EAE-Protokoll angewendet worden war. Auch dieses
Phanomen ist bei den sehr individuellen Verldufen der betroffenen MS Patienten zu
beobachten. Die Krankheitsaktivitat und die zeitlichen Verlaufe der Symptomauspragung
sind bei den Patienten klinisch sehr variabel (GAJOFATTO, TURATTI, 2018; GARCIA-
MARTIN et al., 2017). Mdgliche Ursachen bzw. Einflussvariablen auf die Krankheitsaktivitat
sind schwer zu erfassen, da u.a. die genaue Atiologie und Pathogenese der MS bisher noch
nicht im Detail nachvollzogen werden konnte. Erschwerend kommt hinzu, dass es sich
wahrscheinlich um ein multimodales Krankheitsgeschehen mit vielen verschiedenen
Variablen und EinflussgréRen handelt (BARZ et al., 2017; COMPSTON, COLES, 2008;
KURTENBACH et al., 2014). Diskutiert wird z.B. ein individuell unterschiedlich starkes
Ansprechen des Immunsystems der Betroffenen auf einen primaren Ausléser wie etwa eine
Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV) (BRAY et al., 1983; LAURENCE, BENITO-LEON,
2017). Entsprechend scheint eine sehr wichtige Einflussgréfle das patienteneigene
Immunsystem bzw. dessen Aktivitat zu sein (ALDSKOGIUS, KOZLOVA, 1998; LI et al.,
2018). Dies ware auch im Tiermodell denkbar. Die Immunisierung im Rahmen der EAE
induziert eine Immunreaktion der Tiere. Es werden u.a. die T-Lymphozyten aktiviert und
durch Interaktion mit B-Zell-Subpopulationen aus dem ZNS (KRUMBHOLZ et al.,, 2012;
LUCCHINETTI et al., 2000; WEKERLE, 2017) Antikdérper gegen das inzijierte MOG-Peptid
gebildet, die sich dann autoimmun gegen kérpereigene Proteine richten (HASSELMANN et
al., 2017). Entsprechend ist sowohl eine reaktive Aktivitat von T- als auch von B-Zellen flr
eine effektive Immunreaktion notwendig, die zu einer experimentell messbaren
Entziindungsreaktion flhrt. Mediator-Variable der Effektstirke des EAE-Protokolls ist in
dieser Arbeit die Aktivitdt des murinen Immunsystems (HASSELMANN et al., 2017). Nur eine
aktive Bildung von Antikérpern und der Ubertritt von T-Lymphozyten (ber die Blut-Hirn-
Schranke fihrt Gberhaupt zur Induktion der EAE (DANIKOWSKI et al., 2017; HAINZ et al.,
2016; PERRY, LUND, 1990). Einen weiteren mdglichen Erklarungsansatz fur die teilweise
unterschiedlichen Score-Ergebnisse im EAE-Modell bietet die Stressreaktion der Tiere auf
die Situation im Experiment, wie etwa die Injektionen und tagliche Untersuchungen der Tiere
(zwecks Erhebung der Score-Werte) (HENEKA et al., 2001). Diese Stressreaktion der
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Versuchstiere ist schwer kontrollierbar und kann potentiell die Auspragung der EAE
verandern. Es ist bekannt, dass ein erhdhtes Stresslevel u.a. Uber das immunsuppressive
Hormon Cortisol die Aktivitdt des Immunsystems senken kann (MANOHAR et al., 2012). Auf
der anderen Seite konstatierten Gerrard et al. einen gegenteiligen Effekt von mildem
chronischem Stress der Versuchstiere (GERRARD et al., 2017): Die Tiere seiner Studie
wiesen unter Einfluss chronischer Stressoren einen schwereren Krankheitsverlauf auf. Dies
geschah jedoch nur bei mildem Stress Uber einen langen Zeitraum, wie auch Harpaz et. al.
experimentell zeigen konnten (HARPAZ et al., 2013). Harpaz et al. konstatierten fur diesen
Effekt eine ambivalente Langzeitwirkung des Cortisols, welches neben einer
immunsuppressiven Wirkung auch eine verstarkte Differenzierung der T-Zellen zu pro-
inflammatorischen Th1-Zellen bewirkt (HARPAZ et al., 2013). Es ware also mdglich, dass die
individuelle Reaktion von Tieren auf Stressoren wie etwa die i.p. Injektionen Einfluss darauf
hat, wie stark die Folgen der EAE in einem Versuchstier klinisch symptomatisch werden.

Um diese Einflussgréflen mdglichst auszuschlieRen, waren im Versuchsaufbau fiir diese
Arbeit bereits Vorkehrungen zur Reduktion des Stress-Levels der Tiere getroffen worden:
Die Tiere wurden immer nur von derselben Person untersucht, sie waren in einem ruhigen
Raum mit begrenztem Zutritt fir Dritte gehalten worden und die Kafige waren wahrend des

Experimentes nicht bewegt worden.

6.3 Vergleichbarkeit der humanen mit der murinen Retina

Da in dieser Arbeit Retinae von Mausen untersucht worden sind, stellt sich an dieser Stelle
zunachst die Frage, inwiefern die hier gefundenen Ergebnisse auf den Menschen
Ubertragbar sind. Mikroanatomisch besitzen die murine und die humane Retina einen
analogen Schichtaufbau mit funktionell sehr ahnlichen neuronalen Zellen (DE SOUZA et al.,
2016; KOVACS-OLLER et al., 2017; PEICHL, GONZALEZ-SORIANO, 1994). Im Gegensatz
zum Menschen besitzt die Maus keine Makula (KOVACS-OLLER et al.,, 2017). Dennoch
befindet sich im Zentrum der murinen Netzhaut eine deutlich dichtere Anordnung der
Fotorezeptoren als in peripheren Bereichen, so dass diese zentrale Zone annahernd mit der
menschlichen Makula vergleichbar ist (KOVACS-OLLER et al., 2017). Die murine Retina
verfiigt wie die menschliche auch Uber spezielle On-/Off- Subtypen der bipolaren Zellen und
der Ganglienzellen, welche das Sehen von Bewegungen und unterschiedlich hellen
Lichtreizen (Sensitivitat) mitermdglichen (siehe Einleitung Kap.1.3.1) (DHANDE et al., 2018).
Kovacs-Oller et al. untersuchten in einer post mortem Analyse von humanem Gewebe die
retinale Connexin-Expression im Vergleich zur murinen Expression (KOVACS-OLLER et al.,
2017). Die Arbeitsgruppe kam zu dem Ergebnis, dass die Connexin-Expression von Mausen

in der inneren und aulieren plexiformen Schicht vergleichbar derer von Menschen ist. Die
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Expression von Cx36 der bipolaren Zellen in der inneren plexiformen Schicht ist in beiden
Spezies sehr hoch (GULDENAGEL et al.,, 2000; SOHL et al., 1998; SOHL et al., 2000;
STRIEDINGER et al., 2005). Cx36 ist insgesamt der am starksten exprimierte retinale

Connexin-Subtyp in beiden Spezies.

Ebenso finden sich die Ribbon-Synapsen mit dem RIBEYE-Protein in den chemischen
Prasynapsen sowohl in Fotorezeptoren der humanen als auch der murinen Retina
(MAGUPALLI et al., 2008; SCHMITZ et al., 2000; SCHWARZ, SCHMITZ, 2017). Auch das in
dieser Arbeit untersuchte RBPMS-Protein wird spezifisch in humanen und murinen
Ganglienzellen exprimiert (RODRIGUEZ et al., 2014). Die Expression der Pannexin-
Subtypen ist ebenfalls im humanen visuellen System ahnlich dem murinen (KURTENBACH
et al., 2014).

Zusammengefasst lasst sich schlussfolgern, dass die murine Retina experimentell mit der
humanen vergleichbar ist. Vor allem werden die in dieser Arbeit untersuchten retinalen
Proteine ebenfalls im Menschen exprimiert und kdénnten durch pathophysiologische

Vorgange bei der MS in den Retinae der Patienten verandert werden.

6.4 Pathophysiologische Verdnderungen in der Retina unter EAE-Induktion

Im ersten Teil der Ergebnisse wurde zunachst Gberprift, ob Zellen der Netzhaut als Folge
der EAE-Induktion in die Apoptose eintreten. Hierfir wurde die Detektion eines Apoptose-
spezifischen Proteins, der Cleaved Caspase 3 (CC3), durchgefihrt (CUBILLA et al., 2013;
KOBAYASHI et al., 2007; LI et al., 2017b). Der Vergleich der EAE- mit der Kontrollgruppe
zeigte, dass bereits in den 6um dinnen Schnitten der Augen mehrere CC3-immunpositive
Zellen zu finden waren. In der Kontrollgruppe hingegen waren keine CC3-immunpositiven
Zellen gefunden worden, wodurch ein spontaner Eintritt der Zellen in die Apoptose durch die
Sham-Behandlung ausgeschlossen werden konnte. Die Anzahl der apoptotischen
Ganglienzellen unterschied sich signifikant zwischen der EAE- und der Kontrollgruppe. Die
Ganglienzellen treten somit bei einer EAE in die Apoptose ein. Hiermit konnte im Sinne der
ersten Arbeitshypothese bestatigt werden, dass sich Ganglienzellen unter EAE apoptotisch
verandern und die durch die EAE hervorgerufenen Lasionen im visuellen System nicht auf

die Axone und Myelinscheiden des Nervus opticus begrenzt bleiben.

Fir diese Ausdehnung der Lasion des optischen Nervs in die Retina gibt es aktuell
verschiedene Erklarungsansatze: Derzeit wird als einer der pathologischen Mechanismen
eine retrograde Weiterleitung der zentralen Inflammation tber die Axone in die Somata der

Ganglienzellen angenommen. Diese Annahme deckt sich auch mit post mortem und in vivo
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Untersuchungen an MS-Patienten und experimentellen EAE-Studien (HEROLD et al., 2015;
LARABEE et al., 2016; SARTORETTI et al., 2017). Es treten jedoch nicht alle geschadigten
Zellen des Stratum ganglionare in die Apoptose ein, sondern verandern sich auch nekrotisch
oder nekroptotisch (HUANG et al., 2018; KUO et al., 2016). Daher interessierte in dieser
Arbeit neben der Anzahl apoptotischer Zellen auch das tatsachliche Ausmaf des durch die
EAE induzierten Zellschadens in der Netzhaut. Um die tatséachliche Zellzahl bestimmen zu
kénnen, wurden die Ganglienzellen in dieser Arbeit immunologisch markiert und quantifiziert.
Zu diesem Zweck war der spezifische  Ganglienzellmarker = RBPMS in
Immunfluoreszenzfarbungen eingesetzt worden. Es waren in ganzen Schnitten die RBPMS-
immunpositiven Zellen der verschiedenen Versuchsgruppen ausgezahlt worden (absolute
Zellzahl pro Transversalschnitt). Die Ergebnisse dieser quantitativen Auswertung zeigten
deutlich eine mediane Abnahme der Zellzahl in allen drei Gruppen mit EAE-Induktion. Trotz
der kleinen N-Zahl der Gruppen war diese Abnahme der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle
in der EAE/Solvent-Gruppe signifikant (p<0,05). Dies spricht fiir einen ausgepragten
Untergang der Ganglienzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse zeigen
zudem, dass die Apoptose nicht der vorherrschende Degenerationsprozess zu sein scheint,
welcher diese ausgepragte Schadigung im Stratum ganglionare hervorruft. Es waren nur
etwa 5-10 % der ganglionaren Zellen eines Schnittes apoptotisch verandert (2-6 Zellen von
38-59 ausgezahlten Ganglienzellen), wohingegen mit der RBPMS-Analyse gezeigt werden
konnte, dass sich die Zellzahl bei der EAE/Solvent-Gruppe (siehe zweiten Ergebnisteil)
signifikant im Vergleich zur Kontrolle reduziert hatte. Bei den anderen EAE-Tieren kam es
jedoch nicht zu signifikanten Unterschieden als Folgen der EAE, was entweder auf die kleine
N-Zahl oder das Uberwiegen anderer Formen des Zelluntergangs zuriickgefiihrt werden
konnte. Auch dieses Panomen ist bereits aus Vorarbeiten zur Retina bekannt: In Retinae,
welche primar durch Laserstrahlen im murinen Modell geschadigt wurden, konnte
nachgewiesen werden, dass hier die Nekrose den (berwiegenden Anteil der LasionsgroRRe
versursachte (STRIEDINGER et al., 2005). Des Weiteren konnte in anderen Arbeiten gezeigt
werden, dass haufig das Ausmal des indirekten sekundaren Zellschadens in neuronalen
Zellen hoher ist, als der primare durch die initial schadigende Noxe (KERMER et al., 1999).
Ein weiterer Schadigungsmechanismus in der Retina neben der Apoptose kdnnte das lokale
zellulare Odem sein, welches haufig bei zentraler Inflammation entsteht (BARZ et al., 2017).
Aus diesen Griinden ist es mdglich, dass auch die retinalen Ganglienzellen im Laufe der
Entziindung im visuellen System bei der MS 6dematds geschadigt werden. Xia et al. konnten
zeigen, dass experimentell isolierte retinale Ganglienzellen sehr schnell mit einem Anstieg
der para- und autokrinen ATP-Sekretion antworten, nachdem sie mechanisch geschadigt
wurden (XIA et al.,, 2012). Sollte dieser Pathomechanismus auch eine Rolle in der

Pathogenese der retinalen Lasion bei der MS spielen, wirden hierdurch die retinalen
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Neurone weitaus starker und eventuell friilher geschadigt als bisher angenommen, jedoch
nicht hauptsachlich apoptotisch (DAHL, LOCOVEI, 2006): Die ATP-Sekretion kann uber die
Panx1-vermittelte Aktivierung des P2X7-Rezeptors in den Ganglienzellen Panx1 aktivieren.
Uber den gedffneten Panx1-Kanal kann es durch pathologischen Ca?*-Einstrom zu einer
Ca?-Uberladung der Ganglionzelle und somit zu neurotoxischen Vorgangen kommen
(SHESTOPALOQV, SLEPAK, 2014). Durch diesen Lasionsmechanismus kann es auch zum
sekundaren Neuronenverlust in entziindetem Gewebe des ZNS und der Retina kommen, wie
einige Autoren konstatieren (ADAMSON, LEITINGER, 2014; BOYCE, SWAYNE, 2017;
MANOHAR et al.,, 2012; PELEGRIN, 2008). Zudem kdénnte dieser Mechanismus einen
Ausgangspunkt fur pharmakologische Beeinflussung bieten (HAINZ et al., 2016).

Zusammenfassend kann anhand der Auswertungen zu CC3 festgehalten werden, dass die
EAE Apoptose im Stratum ganglionare induziert. Die Analyse der RBPMS-immunpositiven
Ganglienzellen zeigte, dass es unter EAE zu einer signifikanten Abnahme der Zellzahl
kommt. Das Ausmal} des tatsachlichen ganglionaren Zellschadens ist wahrscheinlich neben
der Apoptose auch durch Nekrose, Nekroptose, zytotoxische und pro-inflammatorische
Prozesse mitverursacht. Diese Ergebnisse kénnten in zukiinftigen Studien mit weiteren

Methoden Uberprift und weiterverfolgt werden.

6.4.1 Degeneration von Bestandteilen elektrischer und chemischer Synapsen

Fluoreszenzmikroskopisch waren die Effekte der EAE auf die Synapsen der Retina durch die
Expression verschiedener Proteine Uberprift worden. Die Analyse der Flachenexpression
von Synapsenproteinen in der inneren und aufieren plexiformen Schicht spricht deutlich fir
eine Reduktion der Synapsenprotein-Expression durch die EAE. Besonders die Ergebnisse
der Messungen des Ribbon-Synapsenproteins RIBEYE zeigten in allen EAE-Gruppen bis auf
die EAE/Solvent-Gruppe eine signifikante Abnahme der RIBEYE-Protein-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse weisen auf eine deutliche Abnahme von
Proteinen der spezifischen Ribbon-Synapsen in der duleren plexiformen Schicht bei EAE
hin. Aber auch die Expression des Cx36, das Bestandteil von elektrischen Synapsen ist,
wurde durch die EAE signifikant reduziert. Entsprechend kann ebenfalls im Sinne der ersten
Hypothese angenommen werden, dass die Zellschadigung nicht auf das Stratum
ganglionare begrenzt bleibt, sondern weitere Schichten der Retina, bzw. die Synapsen

weiterer Schichten, betroffen sind.

Es ist bekannt, dass der Untergang von Synapsen in der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen haufig dem eigentlichen Zelltod vorausgeht (SANTOS et al., 2017).
Tatsachlich bildet der Verlust von Synapsen einer Zelle haufig den Anfang des spateren
Eintritts der Zelle in die Apoptose oder Nekrose (DAVIES et al., 1987; SANTOS et al., 2017).
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Ein wesentlicher Schritt der synaptischen Degeneration ist der Verlust von Proteinen der
Prasynapse, welche in Prozessen wie Endo- oder Exozytose sowie am strukturellen Aufbau
der Synapse beteiligt sind (LATINA et al., 2017; WANG et al., 2017). Eben dieser Prozess
des frihen Untergangs von Synapsen mit konsekutivem Absterben der Zelle konnte auch in
der Retina, etwa nach hypertensiver Schadigung, nachgewiesen werden (OU et al., 2016).
Somit ist auch der Untergang von Synapsen in der Netzhaut im Rahmen der MS
wahrscheinlich, z.B. als Folge der transzellularen zytotoxischen Ausbreitung auf
Nachbarzellen, oder als unabhangiger degenerativer Prozess nach neuronaler Schadigung.
Von verschiedenen entzindlichen Erkrankungen der Retina, wie etwa der Retinitis
pigmentosa, ist bekannt, dass auch hier nicht nur die primar geschadigten Zellen
degenerieren, sondern auch anfanglich nicht betroffene Nachbarzellen friih geschadigt
werden (KRANZ et al.,, 2013; RIPPS, 2002). Derzeit liegt als Erklarungsansatz fur diese
Erkenntnisse u.a. die Bystander-Hypothese vor. Nach dieser Hypothese werden entzindlich-
toxische Botenstoffe Uber interzelluldre Kanalproteine in Nachbarzellen weitergeleitet,
welche hierdurch ebenfalls degenerativen Prozessen unterliegen kénnen. Es kommt zu einer
sekundaren Lasion, welche das Ausmal der primaren Schadigung Uubersteigen kann
(AKOPIAN et al.,, 2014; KERMER et al., 1999). Uber das sehr dichte interzellulare Gap-
junction-Netzwerk in der Retina kénnen potentiell auch pro-inflammatorische und toxische
Substanzen in die vernetzten Zellen Ubertreten und so pathologischen Zellprozesse
auslésen (SOHL et al., 1998; SOHL et al., 2010; STRIEDINGER et al., 2005). Hierdurch ist
theoretisch eine weitlaufige Ausdehnung der primaren L&sion der Ganglienzellen Uber
verschiedene retinale Zellen bis hin zu den Fotorezeptoren (AKOPIAN et al., 2014) mit einer
deutlichen Abnahme der Dichte der synaptischen Verbindungen denkbar (DAVIES et al.,
1987; SANTOS et al.,, 2017). Daher bietet die Bystander-Hypothese einen mdglichen
Erklarungsansatz fir den Synapsenuntergang innerhalb verschiedener Schichten bis zur

auleren Retina.

Dembla et al. konstatierten in einer kirzlich veréffentlichten Arbeit eine primare Degeneration
der Ribbon-Synapsen, welche zeitlich unabhangig von der Neuritis optica auftritt (DEMBLA
et al., 2018). Hier gelang im EAE-Modell der Nachweis autoreaktiver Antikbrper gegen
verschiedene Retina-Proteine, darunter auch gegen Protein-Bestandteile von Ribbon-
Synapsen. Die genauen pathologischen Mechanismen, die zu dieser Autoantikérperbildung

gegen die retinalen Proteine fihren, sind Gegenstand aktueller Forschung.

Die Lasion der verschiedenen Synapsen der inneren und duf3eren Retina kann zu visuellen
Beeintrachtigungen bei den betroffenen Patienten beitragen. Wie genau diese
Synapsendegeneration zu Stande kommt, ist noch nicht abschlieRend geklart. Ob eine

interzellulare Ausbreitung der urspringlich vom ZNS ausgehenden Lasion im Sinne der
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Bystander-Hypothese primar als Pathomechanismus bei MS in Betracht kommt, misste
noch untersucht werden, etwa durch in vivo Caz"—SignaIing in einem entsprechenden
Versuchsaufbau. Auf der anderen Seite kdme auch ein primar degenerativer Effekt durch
Entzindungszellen, Autoantikdrper und Mediatorsubstanzen in den verschiedenen retinalen
Schichten mit separaten Entziindungsherden und Autoantikdrperbildung gegen retinale
Proteine in Frage. Eine pathologisch erhéhte Permeabilitat der Blut-Retina-Schranke kénnte
hier den Ubertritt toxischer und pro-inflammatorischer Botenstoffe oder Autoantikérper gegen
retinale Zellbestandteile in die Retina erméglichen und so zu einer weiteren, von der
retrograden Ausdehnung in die Ganglienzellen unabhéangigen Infiltration der Retina fiihren
(CAMPBELL et al., 2018; DEMBLA et al., 2018). Verschiedene Studien zeigen, dass sich die
Permeabilitdt der Blut-Retina-Schranke tatsachlich z.B. unter toxischen oder
inflammatorischen Einflissen verandert (BROOKS et al., 2005; OKUMURA, MOCHIZUKI,
1988). Barzar et al. konnten bereits im Jahre 1982 nachweisen, dass sich in der Blut-Retina-
Schranke durch zentrale Inflammation ein Leck bildet, und folgerichtig die trans-retinale
Permeabilitat signifikant erhéht werden kann (BARZA et al.,, 1982). Hierdurch wird
entsprechend der Ubertritt von sonst nicht permeablen Substanzen in die Netzhaut
ermoglicht. Dieser Pathomechanismus kdnnte auch bei der okularen Pathogenese der MS
eine Rolle spielen, da auch hier eine ausgepragte zentrale Inflammation stattfindet und viele
pro-inflammatorische Substanzen und Autoantikérper freigesetzt werden, welche die
Schranke passieren koénnten. Vor diesen Hintergrinden ist von verschiedenen
Infiltrationswegen der pathologischen und pro-inflammatorischen Substanzen im Rahmen
der okuldren Beteiligung der MS auszugehen: Der Ubertritt verschiedener Noxen und
autoreaktiver Antikérper durch die Blut-Retina-Schranke und eine retrograde Ausdehnung
Uber die Axone der optischen Nerven scheinen eine wichtige Rolle zu spielen, wie
verschiedene Arbeiten nahelegen (AKOPIAN et al., 2016; GRAMLICH et al., 2011).
Entsprechend ist aktuell eine multifaktorielle Genese der retinalen Veranderungen bei MS
wahrscheinlich, die verschiedene Komponenten des humoralen und zellularen
Immunsystems sowie eine Vielzahl von Botenstoffen einbezieht. Zusammenfassend
scheinen das visuelle System und insbedonders die Retina deutlich starker durch die MS in

Mitleidenschaft gezogen zu werden, als noch vor kurzem angenommen.

Die mikroanatomische Analyse der murinen Retinae warf eine weitere Frage zum Ausmalf
des retinalen Zellschadens der auf3eren Retina auf: Da in dieser Arbeit keine Apoptose in
Zellen aulerhalb des Stratum ganglionare detektiert wurde, stellt sich nun die Frage, ob
parallel zur Synapsendegeneration auch bereits die Perikaryen der betroffenen Neurone
degenerieren. Entsprechend misste Nekrose, Nekroptose oder Apoptose in der aulleren

Retina zu einem friiheren Zeitpunkt stattgefunden haben oder erst nach dem Ende der 21
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Versuchstag ab EAE-Induktion stattfinden, da keine CC3-immunpositiven Zellen in den
entsprechenden Zellschichten der Retina gefunden werden konnten. Fir einen spateren
Eintritt in die Apoptose verglichen mit den Ganglienzellen wirde sprechen, dass wie bei
verschiedenen neuronalen Erkrankungen zunéachst die Synapsendichte abnimmt, bevor das
Perkaryon des Neurons degeneriert (DAVIES et al., 1987; SANTOS et al.,, 2017). Eine
Méglichkeit, zu untersuchen, ob und wann die Perikaryen weiterer Schichten der Netzhaut
degenerieren, ware beispielsweise ein langerer Versuchszeitraum mit einer groReren EAE-
Gruppe. Hierdurch kénnten mehr Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten gezielt diesbeziiglich

untersucht werden.

Die Analyse der RIBEYE- und Cx36-Farbungen der EAE/Sc2-Gruppe zeigten zudem, dass
sich der gleiche erhobene Score-Wert der Tiere auch in Bezug zu der mikroanatomisch
gemessenen immunpositiven Flache setzen lasst: Die Messwerte waren deutlich homogener
um den jeweiligen Median verteilt als die der anderen EAE-Gruppen (vgl. Ergebnisteil).
Hieraus lasst sich theoretisch annehmen, dass sich das Ausmall der Paralyse auch
mikroanatomisch in der veranderten Proteinexpression des Gewebes teilweise widerspiegelt.
Es scheint ein Zusammenhang zwischen den klinischen Symptomen und der
Zelldegeneration im visuellen System zu bestehen. Entsprechend ware bei Tieren mit einem
Score 1 eine grollere immunpositive Flache und bei Tieren mit einem Score 3 eine kleinere
immunpositive Flache zu erwarten. Um diese Annahme zu verifizieren, wirde sich eine
zusatzliche Praparation der Retinae von Versuchstieren als Whole mount-Praparat (flachig
herausgeldste Retina) eignen. Mit dieser Praparationsform ware eine detaillierte quantitative
Analyse pathologisch veranderter Zellen in der ganzen Retina moglich, welche dann mit dem
Score des Tieres korreliert werden kdnnte. In dieser Arbeit war dieses Praparationsverfahren
aufgrund der kleinen N-Zahl jedoch nicht moglich. Dieser Aspekt koénnte jedoch in
zuklnftigen Projekten umgesetzt werden. In dieser Arbeit konnte durch die Schnittfiihrung
durch die Retina eine sehr gute Ubersicht (iber die verschiedenen Schichten gewonnen
werden. So war es moglich, viele verschiedene Farbungen an derselben Retina zu
analysieren und die pathologischen Veranderungen den einzelnen Schichten zuzuordnen.
Letztlich war es hier durch diese Vorgehensweise mdglich, ein grofleres Spektrum
mikroanatomischer Strukturen an ein und derselben Retina zu untersuchen. Es konnte so
beispielsweise gezeigt werden, dass Apoptose nach 21 Versuchstagen nur im Stratum
ganglionare stattfindet, aber dennoch auch Zellen der aulleren retinalen Schichten unter

EAE signifikante Veranderungen aufweisen.
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6.4.2 Die komplexe Funktion des Connexin 36 in der Pathogenese der EAE in der
Retina
Die Ergebnisse der Flache des immunpositiven Cx36 in der inneren plexiformen Schicht
zeigten einen groReren Standardfehler bzw. Streuung der Einzelwerte im Vergleich zu den
Werten der RIBEYE-Expression in der duf3eren plexiformen Schicht (vgl. Ergebnisteil Kap.
5.1.6 und 5.2.6). Wie den Ergebnissen zu entnehmen ist, zeigten alle Gruppen, auch die
Kontrollgruppe, eine groRe Streuung der Cx36-immunpositiven Flacheneinzelwerte um den
Median. Die homogensten Werte bezuglich der Verteilung der Einzelwerte um den Median
und die Percentilen zeigten in dieser Arbeit die Gruppen EAE/Sc2- und die PBN-Gruppe. Die
Score-2 Tiere haben alle etwa zum gleichen Zeitpunkt, nach 14+/-1 Tagen ihren Score
erreicht. Daher konnte sich bei ihnen durch ein ahnliches Krankheitsstadium mit ahnlich
starker zellularer Beteiligung im visuellen System die Connexin-Expression entsprechend
einheitlich verandert haben. Die Tiere der EAE-Gruppe wiesen dagegen zum Zeitpunkt der
Organentnahme sehr unterschiedliche Score-Werte auf (vgl. Ergebnisteil Kap. 5.1.1). Dies
kénnte sich auch in der gréReren Streuung der Messwerte um den Median widerspiegeln:
Bei Tieren mit einem niedrigeren Score kdnnten die Werte der Cx36-immunpositiven Flache
hoher liegen als bei Tieren mit héheren Scores und einer starkeren zentralen Inflammation.
Auf der anderen Seite kdnnten die Ergebnisse aber auch eine Veranderung der Expression
zeigen, die nicht direkt vom Score abhangt, sondern durch molekulare Mechanismen und
endogene Signalkaskaden mitbeinflusst wurde, wie u.a. die Autoren Striedinger und Akopian
et al. konstatieren (siehe unten). Diese Annahme wirden auch die Werte der Kontrolltiere
stlitzen, die ohne Intervention eine breite Streuung der Messwerte zeigten. Diese Werte
lagen fir einige Tiere im niedrigen Wertebereich der EAE-Tiere und fir andere Tiere bei
doppelt so hohen Werten (vgl. Ergebnisteil). Diese Ergebnisse bieten Vviele
Diskussionspunkte: a) Eine Korrelation der Cx36-Expression mit der Lasionsgréle in der

Retina und b) die grof3e Streubreite der Messwerte in der Kontrollgruppe.

Zu a): Wie bereits beschrieben, sind Connexine als transzellulare Kanalproteine wichtig fur
die transzellulare Kommunikation, aber auch fur die sekundare degenerative Schadigung
von Neuronen etwa durch den Bystander-Effekt (AKOPIAN et al., 2014; DE MAIO et al.,
2002). Da Cx36 das physiologisch am starksten exprimierte Connexin in der Retina ist
(GULDENAGEL et al., 2000; SOHL et al., 1998; SOHL et al., 2000; STRIEDINGER et al.,
2005), kommt ihm hier sowohl im Zuge des Bystander-Effektes als auch bei einer méglichen
neuroprotektiven Wirkung bei der physiologischen Zellkommunikation eine zentrale Rolle zu
(AKOPIAN et al., 2014; LIN et al., 1998). Als Bestandteil elektrischer Synapsen andert sich
die Connexin-Expression als Folge der EAE potentiell zeitlich frih in der Pathogenese.

Gleichzeitig konnten die Connexine Uber den Bystander-Effekt als Proteine der Gap

70



Diskussion

junctions aber auch den interzelluldren Stoffaustausch der potentiell toxischen oder
protektiven Molekile vermitteln. Des Weiteren liegt die Dichte der Connexin-Verbindungen
zwischen den verschiedenen retinalen Schichten deutlich Uber der durchschnittlichen
Expression von Gap junctions im ZNS, was bedeuten kdnnte, dass die Effekte in der Retina
deutlich starker ausgepragt sind (SOHL et al., 2000; SOHL et al., 2005). Eventuell wird durch
eine verringerte Cx36-Expression gezielt durch die Zelle der Bystander-Effekt reduziert und
die Zelle selbst geschiitzt. Entsprechend wirden die hier gefundenen niedrigen Cx36-
Expression-Werte in den verschiedenen Gruppen nicht nur eine Degeneration zeigen,

sondern eventuell auch eine aktive verringerte Expression der Zelle zum Selbstschutz.

Zu b): Es ist bekannt, dass es in murinen Wildtyp-Tieren zu lokalen
Expressionsschwankungen der Connexine in der Retina kommt (SOHL et al., 1998).
Striedinger et al. konstatierten im Jahr 2005 die essentielle Mitbeteiligung des Cx36 bei der
Vermittlung einer indirekten Schadigung retinaler Zellen. Sie beschreiben, dass einige Tage
nach einer Licht-induzierten Lasion der Retina die Connexin-Expression signifikant anstieg
und im zeitlichen Verlauf des Experiments ohne Intervention wieder abfiel (STRIEDINGER et
al., 2005). Hierdurch konnten sie zeigen, dass die Expression sehr sensibel auf
pathologische Veranderungen des zelluldaren Milieus reagierte und noch Veranderungen in
der Expression auftreten kdnnen, wenn keine externe Noxe mehr einwirkt. Des Weiteren
wies Striedinger nach, dass in Cx36-defizienten-Mausen die zellulare Degeneration starker
ausgepragt war als in Wildtyp-Tieren. Sie postulierten hier, dass der Signalstoffwechsel
durch die Connexin-Kanale ebenfalls einen entscheidenden Beitrag zur Protektion der Zellen
leistet, welcher entspreched bei den Cx36-defizienten-Mausen fehlte (STRIEDINGER et al.,
2005). Dem gegenuber stehen experimentelle Ergebnisse von Akopian et al. (AKOPIAN et
al., 2014), welcher bei Cx36-defizienten-Mausen (keine Cx36-Expression in den retinalen
Ganglienzellen) eine signifikante Reduktion einer sekundaren Lasion in den benachbarten
Zellen feststellen konnte. Vor diesen Erkenntnissen scheint eine komplexe Funktion des
Cx36 wahrscheinlich: Es scheint einen partiell neuroprotektiven Effekt durch transzellulare
Kommunikation zu geben, welchem der neurotoxische Bystander-Effekt gegentlbersteht.
Dabei unterliegt die zellulare Expression jedoch auch ohne externe Noxen einem grolien
physiologischen Streumal® (SOHL et al., 1998). Dies kénnte u.a. damit zusammenhangen,
wie aktiv ein Tier seinen Sehsinn wahrend eines Versuchszeitraums eingesetzt hat. Auch

diese Hypothese kdnnte in einem zukiinftigen Versuch Uberpriift werden.

Es scheint von Interesse, diese Phidnome nachzuverfolgen, um den genauen molekularen
Zusammenhang zwischen Connexin-Expression und Lasionsgrofie, bzw. physiologischem

Expressions-Bereich nachvollziehen zu kdnnen.
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6.5 Veranderungen der untersuchten retinalen Proteine bei anderen Erkrankungen

An dieser Stelle stellt sich nun die Frage, ob die in dieser Arbeit gemessenen
Veranderungen der retinalen Proteine auch bei anderen Erkrankungen auftreten. Diese
Frage konnte interessant sein, um herauszufinden, ob der beobachtete Proteinverlust
spezifisch unter EAE bzw. bei der MS auftritt. Die Expression des spezifischen
Ganglienzellproteins RBPMS verandert sich beispielsweise auch bei experimentell
herbeigefiihrter transienter Ischamie der Retina und wurde von Dibas et al verwendet, um
die Ganglienzelldichte im Stratum ganglionare zu messen (DIBAS et al., 2018; STIEBEL-
KALISH et al., 2017). Auch unter transienter Ischamie nahm die Dichte der RBPMS-positiven
Zellen ab (DIBAS et al., 2018). Ebenso konnte an humanem Spendergewebe von Patienten
mit fortgeschrittenem Glaukom eine deutlich reduzierte Expression von RPBMS im Vergleich
zur gesunden Retina gemessen werden. Die Autoren dieser Studie flhrten diesen Effekt auf
die retinalen Langzeitschdden des Glaukoms zuriick (OBARA et al., 2016). Da durch
RBPMS spezifisch die Ganglienzellen erfasst werden kénnen, sprechen die Ergebnisse
dieser Studien fiir einen Verlust der Ganglienzellen durch Ischdmie und erhohten
intraokularen Druck. Die retinalen Ganglienzellen werden nachweislich bei vielen
Erkrankungen unterschiedlicher Genese geschadigt. Dieses Phanomen ist nicht spezifisch
fur die MS oder EAE. Dennoch zeigen diese Vorarbeiten, dass RBPMS ein spezifischer und
sensitiver Marker flr die Ganglienzellen ist und sich gut eignet, um eine Reduktion der

Zellzahlen zu erfassen.

Die Schwankungen der Messwerte der Expression des Cx36 wurden bereits in den
vorherigen Kapiteln beschrieben. Kihara et al. konstatieren beispielsweise, dass Cx36 eine
wichtige Rolle bei der neuronalen Plastizitat in der Retina spielt. Die Autoren konnten zeigen,
dass sich die Expression des Cx36 der elektrischen Synapsen bei Tieren mit wenigen
Fotorezeptoren deutlich reduzierte und sich so der interzellulare Stoffaustausch verringerte.
Die Ergebnisse wurden bei Tieren mit Defizienz an Fotorezeptoren (genetisch herbeigefihrte
verringerte Anzahl der Zellen in der Retina) gemessen. Entsprechend scheinen die
neuronalen Zellen der Retina auch auf eine niedrige interzellulare retinale Kommunikation
mit einer Abnahme der elektrischen Synapsen zu reagieren, ohne den Einfluss einer
auleren Noxe (KIHARA et al., 2008). Akopian et al. konnten eine Mitbeteiligung des Cx36
beim sekundaren Zelluntergang in glaukomatds geschadigten Retinae nachweisen. Auch
hier scheint die Kanalfunktion des Cx36 als interzellularer Weg fir toxische Molekiile in die
Nachbarzellen entscheidend zu sein (AKOPIAN et al., 2017)

Die RIBEYE-Proteine der synaptischen Ribbons der Fotorezeptoren sind ebenfalls in der
Pathogenese verschiedener Krankheitsbilder beeintrachtigt. So konnte in Studien zur

Retinitis pigmentosa nachgewiesen werden, dass RIBEYE durch Interaktion mit dem Protein
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Tulp1 zum Erhalt von Ribbon-Synapsen im entziindeten Gewebe beitragt: Tulp1-defiziente-
Mause zeigten in dieser Studie eine deutliche Reduktion von RIBEYE-Strukturen im
Vergleich zu Tieren mit normaler Tulp1-Expression. Entscheidend fiir den Erhalt der Ribbons
war die Interaktion dieser beiden Proteine (WAHL et al., 2016). Entsprechend scheint die
RIBEYE-Expression im entzindeten Gewebe durch Interaktionen mit weiteren Molekilen
und Proteinen regulierbar zu sein. Vielleicht gibt es hier auch pharmakologische
Angriffspunkte, um die Ribbon-Synapsen bei retinaler Inflammation zu schiitzen. Die Analyse
der weiteren molekularen Mechanismen, die zum Verlust des RIBEYE bei EAE beigetragen

haben, ware sicherlich auch ein interessanter Ausganspunkt fiir zukiinftige Studien.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die hier untersuchten Proteine in der
Retina im pathologischen Milieu der EAE beeinflusst wurden. Die EAE resultiert in einer
Apoptose retinaler Ganglienzellen und beeinflusst die Expression der Proteine elektrischer
und chemischer Synapsen

6.6 Therapeutischer Einsatz von Probenecid bei nheurodegenerativen Erkrankungen

Im zweiten Teil deser Arbeit war ein moglicher praventiv-therapeutischer Einsatz des Panx1-
Inhibitors Probenecid untersucht worden. Es wurde ein potentieller Effekt sowohl auf die
motorische Beeintrachtigung der Versuchstiere (Scores) als auch auf die untersuchten

Strukturen in der Retina analysiert.

6.6.1 Positiver Effekt von PBN auf die klinischen Symptome im Mausmodell

Im zweiten Ergebnisteil waren zunachst wieder die klinischen Symptome (Scores) der
Versuchstiere unter EAE untersucht worden. Ab dem ersten Tag des Experimentes wurden
die individuellen klinischen Scores der Tiere der PBN- und Solvent-Gruppen taglich
dokumentiert. Hier zeigte sich in der Datenanalyse ein signifikanter Unterschied der
EAE/PBN-Gruppe hin zu deutlich niedrigeren Score-Werten. Wahrend die Tiere der Solvent-
Gruppe durchschnittlich nach 22 Versuchstagen mit einem Score von 2,58 ihre hintere
Extremitat nicht mehr bewegen konnten, zeigten zwei der hier analysierten Tiere der
EAE/PBN-Gruppe nur eine leichte Plegie der Schwanzspitze und die Mehrzahl eine
unvollstandige Paralyse der hinteren Extremitat (der Mittelwert an Tag 22 lag bei 0,5). Diese
Ergebnisse sprechen daflir, dass das Ausmaly der klinisch nachweisbaren Paralyse der
Tiere bereits durch eine Gabe von 100 mg/KG PBN protektiv beeinflusst wurde: An den
Tagen 17 und 19 unterschied sich die PBN-Gruppe signifikant von der Solvent-Gruppe,
wohingegen kein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe bestand. Daher kann ein
partiell protektiver Effekt des Probenecid auf die Sensomotorik der Versuchstiere im EAE-
Modell angenommen werden. Bestatigt werden konnten diese ersten Ergebnisse durch eine

groBere Therapiegruppe und eventuell eine langere Behandlungsdauer. Ein weiterer
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interessanter experimenteller Ansatz ware die Erhebung einer Dosis-Wirkungs-Kurve mit

verschiedenen Gruppen unter unterschiedlicher Dosierung.

6.6.2 Reduktion der Apoptose von Ganglienzellen durch PBN

Im zweiten Ergebnisteil waren die Daten der CC3-Immunhistochemie der PBN- und der
Solvent-Gruppen quantitativ ausgewertet worden. Dabei konnten signifikante Unterschiede
zwischen der PBN- und der Solvent-Gruppe, sowie zwischen der Solvent- und der
Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Kontrollgruppe wies keine apoptotischen Zellen in
den gesamten Transversalschnitten der Augen auf, die Solvent-Gruppe aber im Median 4
pro Schnitt. Die PBN-Gruppe unterschied sich signifikant von der Solvent-Gruppe, nicht aber
von der Kontrollgruppe. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Therapie mit PBN
das Ausmald der einsetzenden Apoptose im Stratum ganglionare reduziert und die Zellen
teilweise vor Eintritt in die Apoptose geschutzt hat. Mit diesem Ergebnis wird auch der erste
Teil der zweiten Arbeitshypothese bestatigt: Es war angenommen worden, dass die PBN-
Intervention eine Pravention der neuronalen Schadigung im Auge zur Folge hat, d.h. dass
weniger retinale Zellen in eine EAE-induzierte Apoptose eintreten wirden. Die Ergebnisse
der CC3-Immunhistochemie lassen sich wie folgt zusammenfassen: Metaanalysen an MS-
Patienten bestatigen sowohl eine Abnahme der Axon-Dichte in den Nn. optici, also eine
Abnahme der Nervenfasern, welche aus dem Stratum ganglionare ziehen (GARCIA-MARTIN
et al., 2017). Ebenso ist eine Abnahme der Perikaryen, also der Ganglienzellkérper bereits
nachgewiesen worden (HUANG et al., 2018; LARABEE et al., 2016). In dieser Arbeit lieRen
sich die deutlich reduzierten Scores der PBN-Gruppe im Vergleich zur Solvent-Gruppe mit
den histologischen Untersuchungen in Zusammenhang stellen: Die PBN-Tiere waren klinisch
weniger stark krank, was sich auch mikroanatomisch durch weniger Zelluntergang
widerspiegelte. Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der degenerierten
Axonen und der Abnahme der Zelldichte im Stratum ganglionare hergestellt werden. Dafiir

wurde hier folgender méglicher Erklarungsansatz gefunden:

Wird zentral das Ausmal} der Entzlindung nachweislich durch die praventive i.p. PBN Gabe
herabgesetzt und hierdurch auch die Retrobulbarneuritis reduziert, wirden im Zuge dessen
auch weniger Axone geschadigt werden. Hierdurch kénnte zumindest das apoptotische
Absterben der Zellkorper der Axone, der Ganglienzellen, herabgesetzt werden. Es wirde
also in diesem Falle eine systemische Applikationsform des Pharmakons ausreichen, um
auch einen protektiven Effekt auf die retinalen Ganglienzellen zu erzielen. Um diese
Annahme zu bestatigen, wurde sich z.B. eine Analyse mit Whole mount Retina-Praparaten
oder mittels quantitativer real time RT-PCR Analysen der praventiv behandelten Tiere

eignen. So kénnte die genaue Anzahl apoptotischer Zellen bzw. der Proteinanteil der
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Ganglienzellen einer ganzen Retina erfasst und Rickschlisse auf die Wirkstarke des PBN

im Auge gezogen werden.

6.6.3 Effekte der PBN-Therapie auf das tatsdchliche AusmaBR des
Ganglienzellschadens

Die Analyse des Ausmalies der Zelldegeneration durch die EAE im Stratum ganglionare

ergab, dass sich die absolute Anzahl intakter Zellen trotz praventiver Behandlung im

Vergleich zur Kontrolle reduziert hatte. Allerdings war der Median der PBN-Gruppe deutlich

hoher als der entsprechende Parameter der Solvent-Gruppe. Es bestanden weder

signifikante Unterschiede zur Kontroll- noch zur Solvent-Gruppe. Entsprechend waren die

Ergebnisse nicht eindeutig einzuordnen.

Méglicherweise sind diese Ergebnisse auf die kleine N-Zahl in der PBN-Gruppe
zuriickzuflihren, so dass weiterfihrende Analyse mit einer grolkeren N-Zahlen eindeutigere
Ergebnisse liefern wiirde. Zudem ist es moglich, dass die i.p. Gabe des niedrig dosierten
PBN nicht stark genug in der Retina wirken konnte. Da kein signifikanter Unterschied
zwischen der PBN- und der Kontrollgruppe bestand, kénnte zwar ein partieller Effekt des
PBN, reflektiert in der héheren Anzahl immunpositiver Ganglienzellen, gemessen worden
sein, der in der Wirkung jedoch nicht grof3 genug war, um signifikante Unterschiede zur
Solvent-Gruppe zu bewirken. Dies wiederum kdnnte bedeuten, dass entweder a) die Dosis
oder Applikationsform des Pharmakons nicht effektiv genug war fiir die relevante Protektion
retinaler Zellen, oder b), dass die retrogade Ausbreitung der Retrobulbarneuritis in die Retina

nicht die einzige Ursache fir die retinale Lasion bei der MS ist.

Zu a): Da in der EAE/PBN-Gruppe weniger apoptotische Zellen in dieser Arbeit gefunden
wurden, war ein partieller antiapoptotischer Effekt des PBN angenommen worden. Vielleicht
konnte dieser Effekt durch eine hdéhere Dosis des Pharmakons verstarkt werden. Um die
Retrobulbarneuritis effektiver zu minimieren, ware auch eine intrathekale Applikation des
Pharmakons denkbar. Durch eine intrathekale Applikationsform kann im Gegensatz zu einer
intraperitonealen Injektion die Blut-Hirn-Schranke umgangen werden (INEICHEN et al.,
2017). Bei einer i.p. Injektion muss das Pharmakon dagegen erst Uber die Blut-Hirn-
Schranke treten, um im ZNS wirken zu kénnen. Die Blut-Hirn-Schranke besteht aus einem
mehrschichtigen Aufbau um das nicht gefensterte Kapillarsystem der Pia mater (DANEMAN,
PRAT, 2015) . Die Endothelzellen der Kapillaren stehen durch Tight junctions untereinander
in Kontakt und verhindern so die unselektive Parazytose von luminal befindlichen Molekilen
ins ZNS. Die Zellen werden von Perizyten und perivaskularen Muskelzellen umgeben,
welche ebenfalls untereinander verschiedene Zell-Zell-Verbindungen bilden und hierdurch

eine Wandschicht der Kapillaren bilden. An der basal gelegenen Basalmembran der
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Endothelzellen ummanteln Astrozyten mit ihren Zytoplasmaauslaufern die Endothelzellen
und bilden durch eine feste Verankerung mit der Basalmembran eine weitere Barriereschicht
aus. Ebenso sind der Basalmembran perivasale Makrophagen angelagert, welche Keime
und Stoffe phagozytieren kénnen (DANEMAN, PRAT, 2015; INEICHEN et al., 2017; YOU et
al., 2018; ZHAO et al., 2018).

Diese Barriere bildet so eine Selektivitat fir den Eintritt von Stoffen ins ZNS. PBN kann diese
Schranke passieren und ist im ZNS in vivo detektierbar (Ql et al., 2015). Zudem kann die
Permeabilitdt der Schranke beeinflusst werden und die effektive Wirkdosis eines
Pharmakons durch die Blut-Hirn-Schranke reduziert werden (XIE et al., 2000)(NAU et al.,
2010). Vergleichend kénnte daher in zuklnftigen Studien eine intrathekale Injektion des PBN

durchgefiihrt werden, um hohe Wirkspiegel des Pharmakons im ZNS zu erzielen.

Zu b): Sollte die Retrobulbarneuritis nicht der alleinige bzw. Giberwiegende Mechanismus fir
die retinale Lasion unter EAE sein, ware eine systemische oder intrathekale Applikation des
Pharmakons wahrscheinlich auch in héherer Dosis nicht ausreichend. Wie Dembla et al.
zeigen konnten, kann es auch zu einer von einer Neuritis optica unabhangigen primaren
Degeneration der Ribbon-Synapsen in der duferen Retina kommen (DEMBLA et al., 2018).
In dieser Arbeit wurden autoreaktive Antikérper gegen spezifische Proteine in der Retina als
Schadigungsmechanismus konstatiert. Auch die Ergebnisse dieser Studie waren im EAE-
Modell gewonnen worden. In diesem Szenario ware der beobachtete intraokulare Effekt des
i.p. verabreichten PBN nur nach Passage sowohl der Blut-Hirn-Schranke als auch der Blut-
Retina-Schranke zu erreichen, um eine intraokulare Wirkung zu erzielen. Es ist bekannt,
dass die retinale Permeabilitat eines systemisch verabreichten Pharmakons stark von seiner
Fahigkeit, die Blut-Retina-Schranke zu passieren, abhangt (KUBO et al., 2017). Die auf3eren
Schichten der Retina mit den darin gelegenen Sehsinneszellen werden per Diffusion aus den
feinen Kapillaren der Choroidea (Aderhaut) versorgt. Diese Kapillaren bilden zur Netzhaut
die Blut-Retina-Schranke aus, welche den freien Stoffaustausch zur Retina limitiert und sich
ihrerseits in einen inneren und einen duleren Teil gliedert. Die innere Blut-Retina-Schranke
wird durch Tight junctions, feste interzellulare Verbindungen zwischen den kapillaren
Endothelzellen, gebildet (CAMPBELL et al., 2018). Analog zur Blut-Hirn-Schranke wird
hierdurch vor allen die unkontrollierte Parazytose und parazellulare Diffusion in die Retina
von Stoffen wie Antikdrpern, Toxinen und verschiedenen Enzymen verhindert (CAMPBELL
et al.,, 2018; HAWKINS, DAVIS, 2005). Ein wichtiger Bestandteil der duf3eren Blut-Retina-
Schranke ist das retinale Pigmentepithel (PE), das eine metabolische Hamostase der
Netzhaut ermoéglicht und aktiv schadliche Metaboliten aus dem Stratum neuronale
abtransportiert (SIMO et al., 2010). Sowohl die innere als auch die auRere Blut-Retina-

Schranke besitzen verschiedene Transportproteine, welche den Einstrom in die Netzhaut
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regulieren. Hierdurch ergibt sich eine selektive Permeabilitdt der Blut-Retina-Schranke
(KUBO et al., 2017).

Wie auch bei der Blut-Hirn-Schranke, kann sich unter pathophysiologischen Bedingungen
die selektive Permeabilitat der Blut-Retina-Schranke z.B. per Modulation dieser Transporter
oder der Tight junctions verandern (CAMPBELL et al., 2018). Zu diesen pathologischen
Auslésern zahlen u.a. eine zentrale Inflammation sowie toxische Agenzien (BROOKS et al.,
2005; OKUMURA, MOCHIZUKI, 1988). Fur Probenecid wurde ein pharmakologischer Effekt
auf die Blut-Retina-Schranke nach intraperitonealer Injektion erforscht (SUNKARA et al.,
2010): Anhand eines erhdhten Transportes der Anionensaure N-[4-
(benzoylaminophenyl)sulfonyl]glycine (BAPSG) unter i.p. Gabe von PBN konnten sie zeigen,
dass PBN den lonentransport durch die Blut-Retina-Schranke beeinflussen kann und selbst
Uber den systemischen Blutfluss in die Retina diffundieren kann. Daraus schlussfolgerten die
Autoren, dass die Blut-Retina-Schranke fir PBN permeabel ist. Des Weiteren konnten
Engler et al. zeigen, dass PBN auch den Ausstrom von Substanzen aus der Retina in den
systemischen Kreislauf durch Kanalinhibition reduzieren kann (ENGLER et al., 1994) und
dass PBN einen starkeren Effekt auf den Aus- als auf den Einstrom von verschiedenen
Substanzen im Auge zu haben scheint (BARZA et al., 1982; ENGLER et al., 1994).

Somit konnte bereits gezeigt werden, dass systemisch verabreichtes PBN nicht nur in das
ZNS und retinale Zellen gelangt, sondern durch Kanalinteraktionen auch die Permeabilitat
der Blut-Retina- und Blut-Hirn-Schranke modifiziert. Allerdings ist noch nicht detailliert
erforscht, wie viel systemisch verabreichtes PBN sich im ZNS bzw. in der Retina anreichert
und ab welcher Dosis es hier protektiv auf die Zellen wirken kann. Auf der anderen Seite ist
noch nicht bekannt, auf welchen Wegen die Retina im Rahmen der EAE Uberhaupt
geschadigt wird. Sollte die retrograde Ausweitung der Neuritis optica nicht als Hauptursache
Uberwiegen, wirden eventell in der Retina lokalisierte Entzindungsherde- bzw. Lasionen
von Bestandteilen der Synapsen durch Autoantikérper durch die hier angewendete i.p.-
Injektion des PBN nicht effektiv minimiert. Experimentell waren neben einer hoheren
protektiven Dosis eine intrathekale oder eine regelmaflige intravitrale Injektion denkbar. Fir
einige primar degenerative Erkrankungen der Retina, wie etwa der trockenen
Makuladegeneration, wurde dieses Verfahren mit anderen Substanzen bereits erfolgreich
etabliert (LAI, 1990). In diesem Zusammenhang bliebe allerdings noch zu klaren, inwiefern
PBN fir diese intrathekale und intraokulare Verabreichungsform geeignet ist und welche

Konzentration und Menge am besten vertraglich ist.
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6.6.4 Verringerte Expressionsflachendichte des Cx36

Die Analyse der Cx36-Expression nach PBN- bzw Solvent-Applikation zeigte eine signifikant
geringere Cx36-immunpositive Flachendichte in der inneren plexiformen Schicht der
Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte waren vergleichbar derer der
EAE/Sc2-Gruppe aus dem ersten Ergebnisteil. Diese Ergebnisse scheinen darauf
hinzudeuten, dass die Therapie mit PBN die Abnahme der Cx36-Expression in dieser
retinalen Zellschicht begunstigt. Wie bereits im ersten Disskusionsteil beschrieben, unterlag
die Expression des Cx36 im Auge auch bei Wildtyp-Tieren groRen Schwankungen und
reagierte besonders schnell auf regionalen Untergang von Neuronen mit einem primaren
Expressionsanstieg (STRIEDINGER et al., 2005). Zudem wirkte sich die Cx36-Expression
vermutlich auf die GrélRe der sekundaren Lasion durch interzellularen Gap junction-
vermittelten Einstrom toxischer Molekule in die Nachbarzellen aus (AKOPIAN et al., 2014).
Die Ergebnisse der EAE/PBN-Gruppe kénnten zeigen, dass der Bystander-Effekt und somit
die neurotoxische Wirkung unter EAE gegenliber dem protektiven Effekt des PBN
uberwiegen (SOHL et al., 1998; SOHL et al., 2000) (DE MAIO et al., 2002; LIN et al., 1998).
Hierdurch ware auch die niedrige Cx36-Expression in der inneren plexiformen Schicht der

EAE/PBN-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erklaren.

Alternativ, wie bereits in Kap. 6.4.2 beschrieben, kdnnte eine protektive Abnahme des Cx36
nach PBN-Gabe stattgefunden haben, um den Ubertritt von toxischen und pro-
inflammatorischen Substanzen in die Nachbarzellen zu reduzieren. Entsprechend hatte dann
zwar eine Abnahme des Cx36 stattgefunden, aber weitere Zellen waren vor degenerativen
Prozessen geschiitzt worden und die hier gefundenen Ergebnisse wirden keine
Zellschadigung, sondern vielmehr eine Protektion von Nachbarzellen zeigen. Diese
Ergebnisse kdnnte die Tatsache stltzen, dass in dieser Arbeit keine apoptotischen Zellen in
der inneren plexiformen Schicht gefunden wurden. Diese Annahme sollte allerdings durch
weitere Analysen und eventuell eine groRere Therapiegruppe untersucht werden. In jedem
Fall scheinen die Ergebnisse dieser Arbeit dafiir zu sprechen, dass sowohl die EAE selbst,

als auch das PBN einen Effekt auf die Cx36-Expression hat.

6.6.5 PBN verhindert nicht die friihe Degeneration retinaler Synapsen-Proteine

Dass die EAE einen Einfluss auf die Expression retinaler Zellstrukturen und hier v.a. auf die
Synapsen hat, konnte bereits im ersten Ergebnisteil nachgewiesen werden. Als mogliche
Ursachen fir diese signifikante Reduktion der Expression von Synapsenproteinen wurden im
vorangehenden Diskussionsteil u.a. retinale Entziindungsherde mit nachfolgend retrograder
Lasion der Ganglienzellen, Autoantikdrper gegen Synapsenproteine und der Bystander-
Effekt, welcher eine indirekte sekundare Lasion bewirkt, vorgestellt. Der zweite Ergebnisteil
zeigte ahnliche Ergebnisse fiir die RIBEYE-Farbung. Hier unterschied sich die EAE/PBN-
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von der Kontrollgruppe signifikant mit niedrigeren Werten des Immunsignals von 32,10
(Median immunpositiver Flache in % der EAE/PBN-Tiere) zu 65,31 (Median immunpositiver
Flache in % der Kontrolltiere). Dies deutete auf eine fehlende oder unzureichende protektive
Wirkung der hier verabreichten Dosis von PBN auf den Erhalt von Ribbon-
Synapsenbestandteilen hin. Auch dieses Ergebnis lieRe sich durch eine mdglicherweise zu
geringe intrathekale und intraokuldre Wirkung des PBN erklaren. Somit zeigten die
Ergebnisse sowohl der Cx36- als auch der RIBEYE-Farbung eine Abnahme des
Immunflachensignals der untersuchten Proteine in der Retina sowie eine Abnahme der

RBPMS-immunpositiven Zellzahl trotz praventiver Therapie.

Da jedoch die PBN-Gruppe hohere Werte von RBPMS-immunpositiven Ganglienzellen
(Median) als die EAE-Gruppen zeigte, wurde hier zumindest ein protektiver Effekt des PBN
vermutet. Im Hinblick auf die Ergebnisse der Cx36-Farbungen konnte ein Teil der zweiten
Arbeitshypothese bestatigt werden: So wurde ein protektiver Effekt durch PBN auf
Somatomotorik und Ganglienzellen-Apoptose festgestellt; die Degeneration elektrischer und
chemischer Synapsenbestandteile konnte hierdurch allerdings nicht nachweislich verringert
werden. So bleibt die Frage, ob diese Ergebnisse durch eine gréRere Versuchsgruppe mit
entsprechend héheren N-Zahlen einen besseren Uberblick (iber das Ausmaf der zelluldren
Degeneration geben wirden und das Ergebnis hierdurch bestatigt werden kdnnte oder doch
ein protektiver Effekt des PBN in der auleren Retina gezeigt werden wirde. Auch ware eine
alternative Methode, etwa eine quantitative Bestimmung der Proteine 7?7?7?mRNA-
Expression mittels quantitativer real time RT-PCR geeignet, um das Ergebnis dieser Arbeit
zu Uberprifen. Aufgrund der Menge des gewonnenen Gewebes und der Praparations- und
Asservationsart war die Durchfiihrung solcher Analysen im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

mdglich, bietet sich aber in zuklinftigen Arbeiten an.
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7 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Induktion der EAE im Tiermodell
innerhalb von 22 Tagen sowohl zu klinisch messbaren Paralysen der Versuchstiere fuhrte
als auch degenerative Veranderungen an verschiedenen neuronalen Zellen der Retina zur
Folge hatte. Analysiert wurden in der Retina primar die Ganglienzellen. Auch die Expression
der Synapsenproteine Cx36 in der inneren plexiformen Schicht und RIBEYE in der auleren
plexiformen Schicht war gemessen worden und zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
verandert. Der Fokus dieser Arbeit lag auf diesen beiden Schichten und dem Stratum
ganglionare. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Retina in der Pathogenese
der MS betroffen ist und auch die Expression verschiedener Proteine aulierhalb des Stratum
ganglionare verandert wurde. Besonders das RIBEYE-Protein in den aulieren Schichten ist
bereits nach wenigen Tagen im EAE-Modell verandert, was durch die Analyse der Retinae
der EAE/Sc2-Gruppe gezeigt werden konnte und im Einklang mit anderen Studien steht
(Dembla et al. 2018). Die genauen pathologischen Vorgange, die zur Schadigung retinaler

Proteine und Zellen als Folge der EAE flihren, bleiben aber weiterhin im Detail unklar.

Eine Mdglichkeit fur zukinftige Studien ware, Whole mount-Praparate herzustellen. Diese
Vorgehensweise kénnte eine Ubersicht liber das Auftreten von Apoptose und Nekrose in den
verschiedenen Schichten erméglichen und eventuell die Frage naher klaren, wann und wie
genau die Neuronen degenerieren. Zudem ware eine Gesamtlbersicht Uber die Retina
mdglich. Neben Immunfluoreszenz und —histochemie sowie den klinischen Score-Werten
waren noch weitere Methoden interessant, um die in dieser Arbeit gemessene
Flachenabnahme der Expression der Proteine in der Retina quantitativ zu bestatigen. Diese
Effekte kdnnten ebenfalls durch eine grélRere Zahl an Versuchstieren eventuell noch exakter
erfasst werden. Wichtiger Parameter fir zukinftige Studien ware ebenfalls die objektive

Erfassung der Sehleistung in den verschiedenen Versuchsgruppen.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte die zweite Arbeitshypothese teilweise bestatigt werden:
Klinisch verbesserten sich die motorischen Defizite der Versuchstiere unter praventiver PBN-
Gabe. Es traten signifikant weniger Ganglienzellen unter praventiver Therapie mit PBN in die
Apoptose ein und die absolute RBPMS-immunpositive Ganglienzellzahl unterschied sich
nicht mehr signifikant von der Kontrollgruppe. Entsprechend wurde eine zumindest
leichtgradige Wirkung des PBN im Nervus opticus und Stratum ganglionare angenommen.
Die Ergebnisse des zweiten Versuchsteils legen nahe, dass PBN antiapoptotisch im Stratum
ganglionare wirken koénnte. Allerdings war das Cx36- und RBPMS-immunpositive
Flachensignal in der Retina bei der PBN-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle reduziert; es kam

zur verringerten Expression der synaptischen Proteine in der inneren und aulleren
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plexiformen Schicht. Die Wirkung auf die weiteren retinalen Schichten war in dieser Arbeit

nicht mitbertcksichtigt worden, kédnnte aber in zukiinftigen Projekten analysiert werden.

Die RIBEYE-Expression wird durch molekulare Interaktion mit weiteren prasynaptischen
Proteinen beeinflusst. Es kann sogar zusammen mit dem Protein Tulp1 den Erhalt von
Ribbon-Synapsen im entziindeten Gewebe unterstiitzen (WAHL et al., 2016). Dies bietet
ebenfalls interessante Ausgangspunkte flir weitere Forschung, etwa wie die Tulp1 Interaktion
mit RIBEYE verstarkt werden kénnte und ob PBN hier einen Effekt hat. Cx36 scheint eine
komplexe Funktion mit grol3en physiologischen Unterschieden der Expression in der Retina
zu haben. Es scheint einen partiell neuroprotektiven Effekt durch transzellulare
Kommunikation zu geben, welchem der neurotoxische Bystander-Effekt gegentlbersteht.
Interessante Aspekte zukulnftiger Projekte waren z.B., ob die Expression durch die aktive
Sehleistung der Tiere beeinflusst werden kann. Auch bleibt die Frage zu klaren, warum die
Werte der Cx36-Expression der PBN-Gruppe unter der der Solvent-Gruppe lagen und ob
hier eventuell eine Zell-protektive Reduktion der Cx36-Expression durch die PBN-Gabe
stattgefunden hat, die in einer Reduktion der transzellularen Ausbreitung neurotoxischer

Molekdle resultieren konnte.

Zudem konnte in zukinftigen Studien versucht werden, durch verschiedene Dosen des PBN
und eine intrathekale bzw. intraokulare Injektion die Wirkstarke zu erhéhen, indem die Blut-

Hirn- bzw. die Blut-Retina-Schranke umgangen wird.

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit ein protektiver Effekt durch i.p. injiziertes
PBN auf die EAE-induzierte Stérung der Somatomotorik sowie den Eintritt von
Ganglienzellen in die Apoptose festgestellt werden. Zudem konnten signifikante
Veranderungen der Expression elektrischer und chemischer Synapsenproteine in

verschiedenen retinalen Schichten als Folge der EAE nachgewiesen werden.
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