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Zusammenfassung

Neuromyelitis optica (NMO) ist eine entzindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Bei dieser Krankheit binden Antikérper an den Aquaporin 4
Wasserkanal (AQP-4) und l6sen eine Reihe von Immunreaktionen aus, welche zur
Zerstbrung von Astrozyten und in weiterer Konsequenz zur Demyelinisierung fuihren.
Aufgrund von antikorperabhangiger zellvermittelter Zytotoxizitat (ADCC) und
komplementabhéangiger Zytolyse (CDC) entstehen Lasionen, welche in vielen
Regionen des ZNS zu finden sind. Humane Befunde zeigten eine starke Betroffenheit
des Riuckenmarks und der optischen Nerven und eine im Verhaltnis geringere
Beteiligung des Hirngewebes.

Wir verglichen unterschiedliche Rattenstamme, denen einmal téglich, tUber 120
Stunden hinweg, ein hoch-pathogener AQP4-spezifischer Antikorper intra-peritoneal
verabreicht wurde. Wir untersuchten die Anzahl und FlachengréRe der Lasionen in

verschiedenen Gebieten des ZNS.

Unsere Daten zeigten, Unterschiede zwischen den Stdmmen, aber auch idente
Lasionsmuster, betreffend ihrer Gréf3e und Anzahl in definierten Regionen des ZNS.
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass genetische Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen Rattenstammen zu einer unterschiedlichen Immunantwort und in

Folge zu einer unterschiedlich starken Betroffenheit bestimmter Regionen fuhren.



Abstract

Neuromyelitis optica (NMO) is an inflammatory disease of the central nervous
system (CNS). In this disease, antibodies bind to the aquaporin 4 water
channel (AQP-4) and trigger a series of immune reactions which lead to the
destruction of astrocytes and, as a consequence, to demyelination. Antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) and complement-dependent
cytolysis (CDC) result in lesions that can be found in many regions of the
CNS. Human findings showed that the spinal cord and the optic nerves were

severely affected and that the brain tissue was relatively less involved.

We compare different strains of rats to which a highly pathogenic AQP4-
specific antibody was administered intra-peritoneally once a day for 120
hours. We examined the number and area of the lesions in different areas of
the CNS.

Our data showed differences between the strains, but also identical lesion
patterns, regarding their size and number in defined regions of the CNS. Our
results suggest that genetic differences between the different strains of rats
lead to different immune responses and, as a result, to different levels of

Impact in certain regions.
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Einleitung

Neuromyelitis optica (NMO) ist eine Autoimmunerkrankung, welche sich im zentralen
Nervensystem (ZNS) manifestiert. Relativ haufig betroffen sind das Rickenmark und
der optische Nerv, im Vergleich zum seltener beteiligten Gehirn (Domingues et al.
2004; Wingerchuk et al. 1999). Lange Zeit wurde NMO falschlicherweise als
dramatischerer Verlauf von Multipler Sklerose (MS) diagnostiziert (Wingerchuk et al.
2007; Seze et al. 2002; Wingerchuk et al. 1999). In beiden Krankheiten kommt es zu

einer Demyelinisierung und der Bildung chronischer Entziindungsherde.

Auch Entzindungen der optischen Nerven, sind oft Anzeichen beider Krankheiten,
jedoch kommen Lasionen am optischen Nerven in NMO signifikant haufiger bilateral
vor (Buch et al. 2017; Levin et al. 2013; Kawachi 2016). Folge der Optikusneuritis ist
der Verlust des Sehfeldes bis hin zum kompletten Sehverlust. Im Unterschied dazu
kommt es bei MS nach Befall der optischen Nerven oftmals zu einer Phase der
Ruckbildung der Symptome wieder zu einer Verbesserung des Sehvermégen (Levin
et al. 2013). Weiters zeigen wesentlich mehr NMO Patienten auch L&asionen am
Chiasma als MS Patienten (Storoni et al. 2013; Buch et al. 2017).

MRI Untersuchungen zeigten, weitere Unterschiede einer NMO im Vergleich zu der
relativ haufiger auftretenden MS. In NMO kommt es haufiger zu einer longitudinalen
extensiven transversen Myelitis (LETM), welche sich Gber oft mehr als 3 Segmente der
Wirbelsaule erstreckt. In der MS sind solche Lasionen auch zu finden, jedoch

wesentlich weniger ausgedehnt (Buch et al. 2017).

Nach Entdeckung der Autoantikorper gegen die Aquaporin 4 Wasserkanale (AQP4-
IgG; AQP4-Ak), welche sich in vergleichsweise hdherer Dichte auf den Endfufichen
der Astrozyten befinden, wurde die Diagnostizierung wesentlich erleichtert (Lennon et
al. 2004). Etwa 70-80% aller NMO Patienten haben AQP4-spezifische Antikorper.
Wenn diese an das AQP4 auf Astrozyten binden, kommt es zu einer Komplement-
induzierten Zerstorung dieser Zellen und in weiterer Folge zu einer sekundaren
Demyelinisierung. Dies ist ein weiterer Unterschied zur Multiplen Sklerose, bei der es
zu einer primaren Entmarkung kommt. (Graber et al. 2008; Bradl et al. 2009; Borisow
et al. 2018).

Aufgrund der Offnung der Bluthirnschranke (BHS) kommt es zum Einwandern weiterer

Entzindung induzierender Zellen, wie neutrophile und eosinophile Granulozyten,
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zytotoxische Lymphozyten und NK-Zellen. Auch die erhdhte Anzahl der Granulozyten
in den frihen Lasionen unterscheidet die NMO von der MS. (Ratelade et al. 2012;
Graber et al. 2008).

Frauen sind vergleichsweise 6fters betroffen als Manner in einem Verhaltnis 7-9:1. Der
Eintritt der Krankheit liegt mit durchschnittlich 35-43,8 Jahren (Bizzoco et al. 2009;
Sung-Min Kim et al.; Borisow et al. 2018; Flanagan et al. 2016) vergleichsweise héher
als bei der MS.

Auch demographisch gibt es Unterschiede. So tritt die Krankheit in den westlichen
Landern bei 0,72 bis 4,4 (Danemark) von 100000 Einwohnern auf (Abb. 1). Die
Pravalenz in karibischen Landern, sowie auch in Sidamerika, ist hingegen signifikant
hoher. Eine Studie von Flanagen P., 2016, zeigt auf der karibischen Insel Martinique,
ein Pravalenz von 10/100000 und in den USA ein Pravalenz von 3,9/100000 (Abb. 1)
(Flanagan et al. 2016).

L NMO 4.4*

ST NM00.72* : :
#. NMOSD 0.89+ ~ [4=NMOSD 4.1t _ &= NM0 3.9*
z = *
' == NMO 0.8* ~ NMO 1.6
= NMO 2.6* NMO 10* ==

<=> NMOSD 2.0t

NMOSD 0.371 ==

= NMOSD 0.7%

Abb. 1 Regionale Einstellungen werden auf der Karte angezeigt. Die mit (*) gekennzeichneten Zahlen wurden von
Wingerchuck (2006) veréffentlicht, die mit (7) vom International Panel for NMO (2015). Die Abbildung wurde
entnommen aus der Publikation von Mori M, Kuwabara S, Paul F. Worldwide prevalence of neuromyelitis optica
spectrum disorders. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2018;89(6):555-556. doi:10.1136/jnnp-2017-317566.
Copyright © 2018, BMJ Publishing Group Ltd. License Number 5012500794671
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Astrozyten

Astrozyten sind die haufigsten Zellen im zentralen Nervensystem, ca 40% aller
vorkommenden Zellen sind Astrozyten (Khakh und Sofroniew 2015). Als spezialisierte
Gliazellen befinden sich Astrozyten in jedem Bereich des zentralen Nervensystems
(ZNS), lediglich das Verhaltnis von Astrozyten und Neuronen variiert. Im cerebralen
Cortex sind wesentlich mehr Astrozyten als Neuronen vorhanden, jedoch nicht in
Bereichen wie im Cerebellum und dort wo neuronale Zellkérper in héherer Dichte
vorkommen. Solche Regionen sind zum Beispiel jene in denen Pyramidenzellen und

Granularzellen in héherer Anzahl vorkommen (Khakh und Sofroniew 2015).

Morphologisch unterscheiden sich Astrozyten in fibrése und protoplasmatische
Astrozyten (Khakh und Sofroniew 2015; Tabata 2015). Protoplasmatische Astrozyten
befinden sich hauptséchlich in der Grauen Substanz und sind starker verastelt als
fibrése Astrozyten welche sich in hoherer Anzahl in der weil3en Substanz befinden
(Khakh und Sofroniew 2015; Tabata 2015). AulRerdem sind es Uberwiegend die
protoplastischen Astrozyten, welche die BlutgefaRe ummanteln und somit einen
wichtigen Teil der Bluthirnschrankie (BHS) darstellen (Tabata 2015). Sie formen keine
physische Barriere wie die Hirn-Endothelzellen mit ihren Tight junctions, bilden aber
die Glia limitans und haben damit eine bedeutende Aufgabe in der Immunmodulation
und Regulation der BHS (Sun et al. 2009). Astrozyten beeinflussen Zellen des
adaptiven Immunsystems im Gehirn und Interaktionen zwischen den Zelltypen der
Bluthirnschranke und kénnen somit die metabolische, physikalische und Transport
Barriere der BHS regulieren (Abbott et al. 2006; Kawachi und Lassmann 2017). Mit
ihren Zellfortsatzen stehen Astrozyten mit Endothelzellen der BHS in Verbindung und
haben eine regulierende Funktion. In-Vitro Kulturen mit Endothelzellen und Astrozyten
zeigten eine verstarkte Bindung zwischen den Endothelzellen, als Endothelzell-
Monokulturen (Abbott et al. 2006).

Auch die neuronalen Verbindungen, die Synapsen, werden von Astrozyten moduliert
in dem sie als Kalium-Buffer fungieren, Neurotransmitter wie Glutamat recyceln und
synaptische Verbindungen unterstitzen (Sofroniew und Vinters 2010; Harada et al.
2015). Als Glykogenspeicher und Nahrstoffverteiler im Gehirn sind Astrozyten fur das
Gehirn und samtliche Funktionen sehr wichtig (Sloan und Barres 2014; Tabata 2015;
Harada et al. 2015; Sofroniew und Vinters 2010).
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Astrozyten exprimieren das saure Gliafaser-Protein (glial fibrillary acidic protein,
GFAP) welches als eines der ersten und meist verwendeten Marker-Proteine fur
Astrozyten gilt und Bestandteil der Intermediéarfilamente ist (Sun et al. 2009; Khakh
und Sofroniew 2015). Aber auch hier zeigt sich ein Unterschied in der Expression von
GFAP in verschiedenen Regionen. Fibrose Astrozyten in der wei3en Substanz
exprimieren mehr GFAP als protoplasmatische Astrozyten in der grauen Substanz, bei
denen GFAP eher an den EndfiiRchen zu finden ist (Tabata 2015). Aufgrund der
Komplement-induzierten Zerstdrung der Astrozyten in Krankheiten wie der NMO, zeigt
sich in den L&sionen ein Verlust von GFAP (Hillebrand et al. 2018; Ratelade et al.
2011b; Yang et al. 2016).

Astrozyten exprimieren auf ihrer Zelloberflache eine hohe Anzahl an AQP-4 Kanélen.
Die hochste Dichte davon werden auf den Endfuf3chen, welche die Kapillaren und

auch grofRere Blutgefalle ummanteln, exprimiert (Graber et al. 2008).

Im optischen Nerv von Ratten unterscheiden sich die Astrozyten in ihrer Morphologie
und AQP-4 Expression, je nach Region. So exprimieren die Astrozyten im Kopf des
optischen Nervens wesentlich weniger AQP4 als jene fibrosen Astrozyten im Rest des
optischen Nervens (Levin et al. 2013). AuRerdem handelt es sich bei Astrozyten im
Kopf des optischen Nervens um filamentdse Astrozyten welche sich wesentlich von
jenen in weilRer und grauer Substanz unterscheiden (Levin et al. 2013; Sofroniew und
Vinters 2010). Ein weiterer Unterschied besteht in der Anordnung von Astrozyten im
ON. Hier sind Astrozyten wesentlich an der strukturellen Anordnung der Axone, in

Bindel, verantwortlich (Sofroniew und Vinters 2010).

Als letzte Barriere der BHS kdnnen Astrozyten auch aktiv gegen das Eindringen von
Molekilen in das zentrale Nervensystem vorgehen. Astrozyten werden reaktiv,
welcher Zustand auch als Astrogliose bezeichnet wird. In diesem Zustand werden
verschiedene Gene hochreguliert und es kommt zu einem neurotoxischen und
proinflammatorischen Auswurf von Glutamat und ATP, die auch Zellen des
Immunsystems aktivieren und so proinflammatorisch wirken koénnen (Khakh und
Sofroniew 2015; Harada et al. 2015; Voskuhl et al. 2009).
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AQP-4

Aquaporine wurden in den letzten Jahren immer mehr Ziel der Forschung. Mittlerweile
wurden 13 verschiedene Kandle in Saugetieren identifiziert, welche in den
verschiedensten Organen, wie Lunge, Muskeln, Nieren und im zentralen
Nervensystem exprimiert werden (OKlinski et al. 2016). Aquaporine setzen sich aus 4
Monomeren zusammen, welche zu einem Tetramer angeordnet sind. Die Struktur
eines Monomers besteht aus 6 alpha-Helices welche die Membran durchdringen und
mit Loops miteinander verbunden sind. Ein jedes Monomer dieser Struktur dient als
Wasserkanal (Oklinski et al. 2016). Aquaporine sind wichtig fur einen geregelten
bidirektionalen Austausch von Wassermolekilen und der Aufrechterhaltung der
Homdostase vieler lonen, welche auch wichtig sind fiir die synaptische Ubertragung
im Gehirn (Papadopoulos und Verkman 2013; Gleiser et al. 2016). Im zentralen
Nervensystem werden Hauptsachlich AQP-1, -4 und -9 exprimiert. AQP-4 ist der

E 7
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Abb. 2 Das schematische Bild zeigt die Aminosaurestruktur eines AQP-4-Monomers. Die 8 Segmente sind mit M1-
M8 nummeriert. Die Aminosauren M1 und M23 am N-Terminus zeigen die 2 Splei3stellen der Isoformen. Die
Abbildung wurde entnommen aus der Publikation von Papadopoulos, Marios C.; Verkman, Alan S. (2013):
Aquaporin water channels in the nervous system. In: Nature reviews. Neuroscience 14 (4), S. 265-277. DOI:
10.1038/nrn3468. Copyright © 2013, Nature Publishing Group, a division of Macmillan Publishers Limited. All Rights
Reserved. License Number 5012510355359

haufigste Wasserkanal im Gehirn und Ruckenmark und befindet sich in hoher Dichte
auf den Endfuf3chen der protoplasmatischen Astrozyten. Auch auf fibrosen Astrozyten
wird AQP-4 exprimiert, jedoch nicht so dicht auf den EndfiRchen sondern auf der
gesamten Zelle verteilt (Yang et al. 2016). Auch Mduller Zellen, spezialisierte radiale

Gliazellen der Retina, sowie Ependymzellen exprimieren AQP-4 (Gleiser et al. 2016).
13



Die dichte Expressionsrate an den Grenzen, die das Gehirnparenchym von Blut und
Liguor trennen, zeigt die wichtige Rolle auf, die diese Molekule fur Wassertransport in
und aus dem ZNS spielen (Oklinski et al. 2016; Papadopoulos und Verkman 2013).
Studien zeigten, dass es bei einem AQP-4 Knockout in Mausen zu einer Dysbalance
von Wassermolekilen im Gehirn kommt (Oklinski et al. 2016; Hubbard et al. 2018).

AQP-4 Kanéle kommen in 2 Isoformen vor. M1 ist hierbei die gré3ere Variante, welche
um 22 Aminosauren grof3er ist als die M23 Isoform (Abb. 3) (Saini et al. 2010; Neely
et al. 1999). In NMO zeigte sich eine hohere Affinitat fur Antikdrperbindung auf M23
AQP-4 Kandle. Grund dafir ist, dass M23 Isoformen in héherer Konzentration (3:1),
vorkommen und grol3e, ,orthogonal array particles” (OAPs) bilden. (Hubbard et al.
2018; Ratelade et al. 2011a; Crane
et al. 2008, 2008).

. Immunoglobulin G
In der NMO kommt es bei Bindung
von AQP-4 spezifischen Antikdrper
(Abb. 3) (Waters et al. 2014) durch
komplementabhéngige Toxizitat

(CDC) und Antikorper-vermittelter

Antibody target

Ze||u||é.rer TOX|Z|ta‘t (ADCC) Zur |Extracellular

Zerstorung von Astrozyten |membrane
(Hillebrand et al. 2018; Bradl et al.

2018; Lucchinetti et al. 2002). AQP4- — ) _ }
Abb. 3 Der Antikdrper bindet an drei der extrazellularen Loops

Ak kommen haupts'achlich als des AQP-4-Kanals, unabhéngig davon, um welche Isoform es
sich handelt. Die Abbildung wurde entnommen aus der

Immunglobuline der Klasse G (IgG) Publikation von Waters, Patrick J.; Pittock, Sean J.; Bennett,
Jeffrey L.; Jarius, Sven; Weinshenker, Brian G.; Wingerchuk,
vor (Yang et al. 2016). Dean M. (2014): Evaluation of aquaporin-4 antibody assays. In:
Clinical & experimental neuroimmunology 5 (3), S. 290-303.
DOI: 10.1111/cen3.12107 © 2014 Japanese Society for
Komplementsystem, ADCC und CDC  Neuroimmunology

Intracellular

Um eine Zelle, die an einem Antikoérper gebunden ist, zu zerstéren, sind zwei Wege
beschrieben, die sich im Wesentlichen voneinander unterscheiden. Bei der
antikdrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC) bindet eine Effektor Zelle
(e.g. NK-Zelle, dendritische Zells) an die

konstanten (Fc)-Domane des Antikorpers (Abb. 4) und zerstort die Zielzelle mit Hilfe
sezenerierten zytotoxischer Granula oder Proteasen, was zur Lyse der Zelle fuhrt
(Diebolder et al. 2014; Vignesh et al. 2017; Wang et al. 2015).
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Bei komplementabhéngiger Toxizitdt wird das Komplementsystem aktiviert und es
kommt zur Bindung eines Glykoproteins an die Fc-Doméane des Antikdrpers (Vignesh
etal. 2017). Es gibt 9 verschiedene Glykoproteine, welche in Leber und verschiedenen
Zellen des Immunsystem gebildet
werden. Nach Bindung des
Komplementproteins C1q kommt es zur
Aktivierung der gebundenen Serin-
Proteasen (Clr und C1s) (Abb. 4)
(Vignesh et al. 2017; Diebolder et al.
2014). Diese Untereinheiten der

Protease des C1 Komplexes aktivieren

weitere Komplexe. In Folge kommt es zu ab T "‘% ' ;&;\g
,;;%’;-7) Fab L

5
b P
,

weiteren Reaktionen und Spaltungen N O 2 i
: astrocyte

von Glykoproteinen. Konsequenz der membr;\ewgﬁ#ﬂ#ﬁ
| =) : :
Spaltung der Komplementkomplexe ist e 8 nm

-

_ _ AQP4 tetramer
die Induktion des  sogenannten
" " Abb. 4 Das Komplementprotein Clgq bindet an den
membrane attack complexes (MAC) Antikorper (AQP4-1gG), der an AQP-4 gebunden ist. Die

. . relativen GroRen der Proteine sind mafstabsgetreu
und damit einhergehender Lyse der gagestelr. Die Abbildung wurde entnommen aus der

Publikation von Duan, Tianjiao; Verkman, Alan S. (2020):

Zielzelle (VigneSh et al. 2017)- Experimental animal models of aquaporin-4-IgG-
seropositive neuromyelitis optica spectrum disorders:

progress and shortcomings. In: Brain pathology (Zurich,
Switzerland) 30 (1), S. 13-25. DOI: 10.1111/bpa.12793. ©
Komplementsystems ist die Regulation 2012 ASBMB. Currently published by Elsevier Inc;

originally published by American Society for
der Rekrutierung von Neutrophilen. C3a Biochemistry and Molecular Biology.

Eine weitere Auswirkung des

und Cb5a sind Anaphylactoxine und

(relativ) potente Molekile welche die Chemotaxis von Neutrophilen férdern und so
deren Bindung und Migration in entziindetes Gewebe beeinflussen (Vignesh et al.
2017; Ehrengruber et al. 1994).

Untersuchungen zeigten, dass ADCC und CDC in jeweils unterschiedlichen Regionen
fur die Zerstbérung von Astrozyten und Bildung von L&sionen, in der NMO,
verantwortlich sind. In subpialen Lasionen ist ADCC von wesentlicherer Bedeutung als
CDC. Periventrikulare Lasionen sind hingegen oftmals &ul3erst aggressive Lasionen
mit erhdhter Prasenz von Neutrophilen und Makrophagen/aktivierten Mikroglia. In
beiden Fallen kommt es zu einem Verlust von GFAP und AQP-4 jedoch andert sich
die Deposition von Komplement C9. Immunhistologische Farbungen mit Antikdrpern
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gegen C9 zeigen in subpialen L&sionen eine weniger starke Farbung als in
perivaskularen Lasionen (Hillebrand et al. 2018). Das weist darauf hin, dass ADCC
sowie CDC in perivaskuldren Lasionen ein Rolle spielen bei der Zerstérung von
Astrozyten (Hillebrand et al. 2018).

Die Area postrema wiederum zeigte ein wesentlich anderes Lasionsbild in NMO. Die
Ergebnisse von Hillebrand et al. (2018), weisen darauf hin, dass es zu einem relativ
frihen Verlust von AQP-4 kommt, wobei GFAP intakt bleibt. Somit zeigt sich in der
Area Postrema kein bzw. kaum Schaden durch ADCC oder CDC trotz Bindung der
AQP-4 Antikorper (Hillebrand et al. 2018). Auch Miillerzellen, Gliazellen der Netzhaut,
welche AQP-4 exprimieren, zeigen AQP-4 Verlust aber auch keine Zerstérung durch
ADCC oder CDC (Hillebrand et al. 2018; Zeka et al. 2016). Komplement-regulatorische
Proteine verhindern in diesen Bereichen moglicherweise eine massive Destruktion von

AQP-4 exprimierenden Zellen (Saadoun und Papadopoulos 2015).

Neutrophile

Neutrophile Granulozyten stellen den grof3ten Anteil an weil3en Blutkdrperchen dar
(Amulic et al. 2012; Mayadas et al. 2014). Aufgrund ihrer, in meist 3 bis 5 Segmente
unterteilten Zellkerne, werden Granulozyten oft als polymorphnukleare Leukozyten
(PMN) bezeichnet (Amulic et al. 2012). Nach ihrer Bildung und Entwicklung im
Knochenmark zirkulieren sie im Blut, bis sie entweder durch Apoptose zugrunde gehen
und weiter abgebaut werden, oder aufgrund von proinflammatorischen Signalen ins

Gewebe einwandern (Kienle und Lammermann 2016; Lin und Loré 2017).

Lange wurde eine relativ kurze Lebenszeit von 6 bis 8 Stunden angenommen, doch
neuere Forschungsergebnisse zeigten eine doch wesentlich l&angere Lebenszeit von
bis zu 19 Stunden (Amulic et al. 2012; Mayadas et al. 2014).

Signale wie die sogenannten ,damage-associated molecular pattern (DAMPS),
.pathogen-associated molecular pattern molecules* (PAMPs) und bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) oder Nukleinsauren von Viren oder Mikroorganismen flihren
zu einer Aktivierung und Migration dieser Zellen in das Gewebe (Amulic et al. 2012;
Tan und Weninger 2017).

Nach einer Aktivierung und Migration in das Gewebe konnen PMN eine Lebensdauer

von 1 bis 5 Tage erreichen. Teile dieser Aktivierung und Signalkaskade sind oftmals
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Zytokine oder Chemokine, welche von vielen Zellen im Immunsystem ausgeschuttet

werden (Mayadas et al. 2014).

Neutrophile sind wesentlich weniger transkriptionell aktiv als andere weil3e
Blutkdrperchen im Immunsystem, jedoch zeigt sich eine gesteigerte Effizienz aufgrund
ihrer hohen Anzahl an migrierenden Zellen in das entziindete Gewebe (Tan und
Weninger 2017). Um dieses Schwarmverhalten zu zeigen und eine hohe Zellzahl zu
erreichen um Cluster im Gewebe zu bilden, folgen PMN einem chemotaktischen
Gradienten und stehen im Verbindung mit anderen bereits residierenden Leukozyten
(Kienle und LaAmmermann 2016; Tan und Weninger 2017; Lin und Loré 2017).

Als solches Signal wurde in einigen Forschungsarbeiten das Leukotrin B4 (LTB4) als
Molekil beschrieben, welches fiir die Schwarmbildung von neutrophilen Granulozyten
verantwortlich ist (Kienle und Lammermann 2016; Tan und Weninger 2017; Lee et al.
2018). Jedoch nicht nur im Gewebe, sondern auch vaskular konnten solche Schwérme
und Clusterbildungen nachgewiesen werden. Solche Cluster behindern oftmals einen
geregelten Blutfluss und fuhren zu einer Unterversorgung und in Folge, zum Absterben
des Gewebes (Lee et al. 2018).

Im Gewebe beeinflussen PMN die Aktivitdt von Makrophagen und anderen Leukozyten
durch Produktion von Zytokinen oder Chemokinen. Aufgrund ihrer oftmals grof3en

Zellzahl fuhrt dies zu starken immunmodulierenden Signalen (Mayadas et al. 2014).

Nach Infiltration in entziindetes Gewebe haben Neutrophile die Mdglichkeiten auf
korperfremde oder auch korpereigene Molekile und Antigene zu reagieren.
Instrumente dieser Reaktion sind Phagozytose, Generieren sogenannter ,reactive
oxygene spiecies” (ROS), Degranulation oder Ausstof3en von ,Neutrophil extracellular
traps (NETs) (Abb. 5) (Tan und Weninger 2017; Mayadas et al. 2014).

17



autoantigen

chromatin release

FCKRS and decor_aiion with
Nuclear-membrane cytosolic and
» disruption . granule-derived

roteins

MPO
NE

LL37

Histones

Abb. 5 Bindung eines Neutrophilen an einen Antikorper und die daraus resultierende
Reaktionskaskade bis zur NETS-Bildung. Die Abbildung wurde entnommen aus der
Publikation von Granger, Vanessa; Peyneau, Marine; Chollet-Martin, Sylvie;
Chaisemartin, Luc de (2019): Neutrophil Extracellular Traps in Autoimmunity and Allergy:
Immune Complexes at Work. In: Frontiers in immunology 10, S. 2824. DOI:
10.3389/fimmu.2019.02824. Copyright © 2019 Granger, Peyneau, Chollet-Martin and de
Chaisemarti

Letzteres ist der Ausstol3 von Proteasen, Chromatin und Enzymen wie MPO oder
neutrophiler Elastase (NE) (Delgado-Rizo et al. 2017; Granger et al. 2019). Die
Aktivierung von NETs kann durch eine Vielzahl von Signalen ausgeldst werden.
Solche Signale kénnen Chemokine (e.g. IL-8), Zytokine (e.g. TNF) sein oder durch
Bakterien und andere Fremdkorper ausgelést werden. Auch ROS und ,Nitric Oxide
Systems® (NOS) koénnen als Initiatoren fur NETs fungieren (Granger et al. 2019;
Delgado-Rizo et al. 2017).

Experimentelle autoimmune encephalomyelitis (EAE)

Seit Entdeckung der AQP4-IgG entwickelten sich einige Techniken zur
experimentellen Untersuchung von gering konzentrierten NMO in Verwendung von
Tiermodellen. Versuche zeigten, dass eine Injektion von Antikbrpern gegen AQP-4,
die aus NMO Patienten gewonnen wurden, in gesunden Ratten, innerhalb eines 1-2-
tdgigen Beobachtungszeitraumes, keine L&sionen mit Astrozytenverlust, bilden
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kénnen. So wurden, anhand der Vermutung, dass die Antikbrper ohne Hilfe nicht ins
Gehirn kommen kdnnen, Modelle entwickelt welche auf dieser Annahme aufbauen.
Verantwortlich fir den Eintritt in das Gehirn machte man aktivierte T-Zellen, welche
spezifisch fur ein ZNS Protein sind. Man entwickelte das Experimentelle Autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) Versuchsmodell, bei denen, aktivierte T-Zellen spezifisch fur
ein ZNS-Myelinprotein verabreicht werden, um die Bluthirnschranke durchlassig zu
machen, was den Zugang der Antikdrper ermdglicht (Lassmann et al. 1988). Als eine
weitere Mdglichkeit die BHS zu 6ffnen, zeigte sich die aktive Immunisierung mit ZNS-
spezifischen Proteinen wie zum Beispiel Basisches Myelinprotein (MBP) oder
Proteolipid-Protein (PLP) (Linington et al. 1989). Es wurden bereits einige Studien
durchgefihrt, welche versuchten mit Hilfe von EAE Tiermodellen, NMO zu simulieren.
Viele der Studien erzeugten Lasionen, ahnlich der pathologischen Veranderungen von
humanen Patienten, doch es konnte nie ein volles Spektrum von humanen

Veranderungen in Tiermodellen simuliert werden.

Wie wichtig eine offene BHS ist, um den Zugang von Immunzellen und Komponenten
einer Immunantwort zu gewéahrleisten, zeigten auch Versuche, bei denen humane
Antikdrper interkranial in Maus Gehirne injiziert wurden und Lasionen erst dann
entstanden, wenn auch humane Komplementkomplex hinzugegeben wurden
(Saadoun et al. 2010). Ein Versuch von Ratalade (2011) zeigte, dass AQP4-1gG ohne
T-Zellen, spezifisch fur ein Hirn-Peptid, lediglich in der Area postrema L&asionen

verursachen. Die Area Postrema ist ein Bereiche in dem die BHS sehr durchlassig ist.

Hillebrandt et al. (2018) zeigte in ihrem Experiment mit RNU Ratten, dass die
Entstehung von Lé&sionen nicht unbedingt T-Zellen, welche im Thymus gereift sind,
benotigt. RNU-Nacktratten besitzen ein solches Organ nicht und werden auch somit
thymusaplastisch  bezeichnet. Aufgrund dieser genetisch hervorgerufenen
Veranderung haben diese Ratten eine eingeschrankte Immunantwort und keine

Reifung von CD4+ T-Lymphozyten im Thymus.

In vielen der Versuche fehlen jedoch NMO-typische Lasionen im optischen Nerv. Nur
in Studien bei denen Injektionen von AQP4-IgG und T-Zellen, spezifisch fur ein
Hirnpeptid, intravitreal oder direkt unter die Optikusscheide verabreicht wurden, konnte

man Lasionen am optischen Nerv feststellen.
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Die folgende Studie zielt darauf ab zu versuchen, ob Unterschiede der L&sionen
hinsichtlich der Genetik verschiedener Rattenstamme entstehen. Wir vergleichen
hierzu drei unterschiedliche Rattenstamme und Auftreten von L&sionen. Auch die
Migration von Leukozyten und weitere Veranderungen im inflammatorischen Gewebe

werden verglichen.
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Methoden

Tiere

Die verwendeten Tiere dieser Studie waren 7 bis 8 Wochen alte Brown Norway Ratten
(BN/Crl) von Charles River Wiga (Sulzfeld, Deutschland). Gehalten wurden die Tiere,
unter nationalen und internationalen standardisierten Bedingungen in den dezentralen
Einrichtungen des Zentrum fiir biomedizinische Forschung. Die Lewis Ratten und RNU
Ratten, welche als Vergleich dienten, wurden unter denselben Bedingungen gehalten,
wie bereits in der Studie von Hillebrand et al. (2018) beschrieben. Alle Experimente
wurden von der Ethikkommission der medizinischen Universitat genehmigt und vom
Ministerium far Wissenschaft und Forschung (GZ:66.009/0107-V/3b/2018 und
GZ:66.009/0152-V/3b/2019) lizensiert.

Antikorper und Versuchsmodell

Fur die Studie wurde ein hoch pathogener, monoklonaler Antikérper fur AQP-4
(E5415A) verwendet, welcher aus der Maus stammt (Kurosawa et al. 2015). Die
Konzentration des Antikdrpers, in einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS), betrug
1mg/ml. Der Antikdrper wurde an 5 aneinander folgenden Tagen (120h), taglich in
einem 24 Stunden Rhythmus verabreicht. Zuvor wurden die Tiere mit Isofluran

anasthesiert und der Antikdrper wurde peritoneal verabreicht.

Praparation

Nach 120 Stunden wurden die Tiere mit CO:2 getdtet und mit kaltem 4%
Paraformaldehyd (PFA), durch Injektion in die Herzspitze perfundiert, um das Gewebe
zu fixieren. Danach wurden die Nieren, der Schadel und die Wirbelsaule fur weitere 24
Stunden in 4% PFA nachfixiert. Im weiteren Ablauf wurden das Gehirn, das

Ruckenmark, die Augen und der optische Nerv mit Chiasma enthommen.

Das Gehirn wurde in 7 Teile geschnitten und die Medulla oblongata mit der Area
postrema wurde in eine separate Kassette gelegt. Das Ruckenmark wurde in 2mm
lange Sticke, mdglichst gerade, geschnitten. Die Augen wurden vorsichtig aus dem
Schadel herausgenommen und in 2 Halften geteilt so dass der Kopf des optischen
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Nerven der Lange nach in 2 Teile geteilt wurde. Der Rest des optischen Nervs wurde

mit dem Chiasma in eine separate Kassette gelegt.

Bei allen Schritten wurde darauf geachtet, dass das Gewebe mit PBS feucht gehalten

wurde um eine Austrocknung und eine Schadigung des Gewebes zu verhindern.

Das Gewebe wurde in Kassetten gelegt, entwassert und in Paraffin eingebettet. Das
paraffinierte Gewebe wurde in Folge mit einem Mikrotom in ca. 4um dicke Scheiben
geschnitten und fur weitere mikroskopische Untersuchungen auf Objekttrager

aufgezogen.

Bestimmung der Antikdrper-Titer im Serum

Blut wurde mit eine Spritze direkt aus dem Herz des kurz zuvor getOteten Tiere
entnommen. Die Blut-Proben wurden bei Raumtemperatur fur eine Stunde gelagert.
Somit koagulierte das Blut und in weiteren Schritten wurden die festen und fllissigen
Anteile des Blutes mit einer Zentrifuge, in 2 Schritten, voneinander getrennt (1x
4C°/15min/1500RCF, 1x 4C°/10min/1500RCF) und das Serum gewonnen. Alle
aliquotierten Seren wurden bei -20C° gelagert und an die Medizinische Universitat
Innsbruck zu Prof. Mag. Dr. Markus Reindl und Mag. Katrin Schanda geschickt. Dort
wurde mit Hilfe eines ELISA-Kit und eines Sekundarantikérpers (anti-Maus Antikorper,
Alexa 594, A-11005, Invitrogen), der Titer der Maus Antikdrper im Rattenserum

bestimmt.

Histologische Untersuchungen
Fur die weitere Bearbeitung und Farbungen der 2-4um dicken mikroskopischen
Praparate werden diese in Xylol (2x30min) endparaffiniert und in 96% Ethanol
Uberfuhrt. Durch Zugabe von Hydrogen-Peroxid (finale Konzentration 0.2% fur 30
Minuten bei Raumtemperatur) wurde die endogene Peroxidase blockiert.
Anschliel3end wurden die Proben in einer absteigenden Serie von Ethanol rehydriert
(2x 96%, 70%, 50%) bis sie in destilliertes Wasser kamen. Im néchsten Schritt kommt
es auf die spezifische Farbung an, ob die Préparate eine weitere Vorbehandlung
bendtigen. Bei einer solchen Vorbehandlung missen die Proben entweder mit Hitze
oder einem enzymatischen Verdau behandelt werden. Bei der Behandlung mit Hitze
kommen die Proben in einen Behalter mit EDTA Puffer (8.0 pH) und werden in einem
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gewdhnlichen Haushaltsdampfer fir eine Stunde erwarmt. Bei der Behandlung durch
enzymatischen Verdau kommen die Préparate in eine 0,03% Protease L6sung fur 15

min bei 37C°. Danach muss die Reaktion in PBS gestoppt werden.

Die Praparate werden anschlie3end 5-mal mit TBS ausgespilt und fir 20 Minuten in
10%FCS/DAKO-Puffer inkubiert um unspezifische Hintergrundfarbungen zu
blockieren. Im weiteren Schritt wird der primare Antikorper (Tabelle 1), je nach Vorgabe
des Herstellers, in 10%FCS/DAKO-Puffer verdiinnt und auf der Oberflache der Proben
gleichmaflig verteilt und bei 4 °C Uber die Nacht gelagert.

Am nachsten Tag wird der Objekttrager wieder 3-5 mal mit TBS abgespult und
anschlieBend inkubiert das Pr&parat mit dem biotinylierten Sekundarantikorper
(Tabelle 2) in 10% FCS/DAKO-Puffer fur eine Stunde. Im nachsten Schritt wird wieder
mit TBS abgespilt und nun mit Avidin-Peroxidase (1mg gelost in 1ml destilliertem
Wasser) im Verhaltnis 1:100 in 10%FCS/DAKO-Puffer fur eine Stunde inkubiert.

Anschlieend wird mit DAB entwickelt und bei ausreichendem Kontrast wird die
Reaktion mit Wasser oder TBS gestoppt. Gegengefarbt wird ca. 20 Sekunden mit
Hamalaun und differenziert in HCL-EtOH. Zuletzt kommen die Objekttrager fur 5
Minuten in die Scott’sche Losung um zu blauen und werden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50%, 70%, 3x96%) entwassert bis sie zum Schluss in n-Butylacetat
(Ester) kommen. Versiegelt werden die Objekttrager mit Eukitt. Wie bei der Herstellung

der Praparate ist es auch hier wichtig, dass die Schnitte immer feucht gehalten werden.

Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die 2-4um dicken mikroskopischen Praparate werden in Xylol (2x 30min)
endparaffiniert und in einer absteigenden Serie von Ethanol rehydriert ( 2x 96%, 70%,
50. Im weiteren Schritt kommen die Praparate in destilliertes Wasser und weiter 5
Minuten in die Mayer’s Hamalaun Losung. Danach missen die Praparate gewaschen
werden, in HCI-EtOH gegeben um zu differenzieren und ein weiteres Mal mit H20
gewaschen werden. Im nachsten Schritt werden die Préparate in einer Scott’schen
Losung inkubiert, gewaschen in destilliertem Wasser und fur 3 min mit Eosin Loésung
inkubiert, fur die Farbung des Zellplasmas (rot). Zuletzt werden die Objekttrager mit

dem Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 3x96%) entwassert bis

23



sie zum Schluss in n-Butylacetat (Ester) kommen. Versiegelt werden die Objekttrager
mit Eukitt.

KlUver Barrera-Farbung

Die Objekttrager werden in Xylol (2x 30min) endparaffiniert und in einer absteigenden
Serie von Ethanol rehydriert ( 2x 96%, 70%, 50%). AnschlieBend inkubieren die
Objekttrager mit dem Gewebe Uber Nacht in 0,1% Luxol Fast Blue bei 56°C. Am
nachsten Tag werden die Objekttrager mit 96% EtOH abgewaschen und abgespiilt.
Anschlielend kommen die Objekttrager mit dem Gewebe fur 5 Minuten in eine 0,1%
wassrige Lithiumcarbonatldsung. Im folgenden Schritt wird mit 70% EtOH differenziert
bis der Untergrund fast entfarbt ist und anschlieRend mit destiliertem Wasser gespililt.
Die Objekttrager kommen fur 10 Minuten in 0,8% Perjodsaure und nach einem
weiteren Abspulvorgang fir 20 Minuten in Schiff' sches Reagenz. Zum Schluss
kommen die Objekttrager noch 3x je 2 Minuten in eine Sulfitwaschldsung um danach

entwassert eingedeckt zu werden.

Tabelle 1 Primarantikdrper

Antikorper Wirt Zielprotein Verdinnung Vorbehandlung Entwicklung
ED1 Maus rat CD68 1:10000 EDTA, pH 8,5 DAB

CD3 Hase CD3 1:2000 EDTA, pH 8,5 DAB

AQP-4 Hase AQP-4 1:250 X DAB

C9neo Hase C9neo 1:2000 Protease, 0,03% AEC

GFAP Hase GFAP 1:3000 EDTA, pH 8,5 DAB

MBP Hase MBP 1:2500 X DAB

Iba-1 Hase 1:3000 EDTA, pH 8,5 DAB

Tabelle 2 Sekundéarantikdrper

Antikorper Wirt Zielprotein Verdiinnung Vorbehandlung Entwicklung
a-Maus IgG* Esel Maus IgG 1:500 X DAB
o-Ratte IgG* Esel Ratte 1gG 1:500 X DAB

a-Hase I1gG Esel Hase IgG 1:1000 X

*Diese Sekundarantikoérper wurden auch als Primarantikdrper verwendet.
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Quantitative Analyse

Die Gehirnschnitte wurden mit einem speziellen Scanner fir Objekttrager digitalisiert
und mit Hilfe der Computerprogramme ,NDP.view2“ und ,ImmagePro“ weiter
analysiert. Flachen (in pum?) sowie Anzahl der Lasionen mit AQP-4 Verlust konnten so
ausgewertet werden. Samtliche Daten wurden zum Vergleich in eine Exceldatei
eingegeben. Graphiken und statische Berechnungen wurden mit Hilfe des
Programmes GraphPad Prism 7 generiert. FUr die statistische Analyse wurde der
Kruskal-Wallis Test angewendet. Mit diesem Test wurde die Verteilungen der
Mittelwerte (Varianz) verschiedener Gruppen miteinander verglichen um eine
Signifikanz in der Varianz zu finden. Signifikante Werte wurden mit ** (p<0,01) und *

(p<0,05) gekennzeichnet.
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Resultate

Der Versuch zeigte, dass der Antikorper in EAE Tiermodellen Lasionen erzeugen
kann, wie sie sehr haufig auch bei humanen Patienten vorkommen. Die Studie ist eine
vergleichende Studie verschiedener Rattenstamme (Brown Norway, RNU und Lewis
Ratte) um einen genetischen Aspekt im Bezug der Bildung und Auspragung der
Lasionen zu untersuchen. Angesichts der Ergebnisse zeigte sich deutlich ein
Unterschied in Flache und Anzahl der Lasionen, mit AQP-4 Verlust, in verschiedenen

Regionen von Gehirn und Rickenmark.

Wenn man die von Lasionen betroffenen Areale im Gehirn miteinander verglich und
die Zahl der Tiere pro Stamm betrachtete, welche in diesen Hirnarealen L&sionen
bildeten, lieRen sich einige Hotspots erkennen. Diese Hotspots wiesen in allen drei
Rattenstammen Lasionen auf. Zugleich konnten Lasionen in Hirnarealen gefunden

werden, die eher stammspezifisch zuzuordnen waren.

Betrachtete man den Neokortex und den Hippocampus, zeigte sich, dass ein Grof3teil
aller drei Rattenstamme, welche miteinander verglichen wurden, Lasionen in diesen
Bereichen aufwiesen (Tabelle 3). Die Rickenmarkssegmente der Lendenwirbel und
Thorakalwirbel waren bei einem Grof3teil der Tiere betroffen (Tabelle 3). Lediglich in
den Brown Norway (BN) Ratten zeigte sich eine hohere Zahl an betroffenen Individuen,
welche in den zervikalen Bereichen des Rickenmarks Lasionen aufwiesen (Tabelle
3). Betrachtete man den optischen Nerv und das Chiasma, zeigte nur ein Individuum
des BN Rattenstammes eine Lasion. Alle anderen Individuen waren in diesen

Bereichen unauffallig (Tabelle 3).
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Alle Rattenstamme zeigten in A -

jedem Versuchstier einen Verlust EHU gﬁ Y«
von AQP-4, in zumindest einem Lev;/is: 0/2 0O
zirkumventrikularen Organ. Am

) - R RNU: 0/0
starksten betroffen war die Area BN: 2/3 @
postrema, bei der 100% der Tiere Lewis: 2/3 |

einen Verlust von AQP-4 ¢ RNU: 3/5 =
: (DN

aufwiesen (Abb. 6D). Da das ~ BN 3/3
subfornikale Organ (Abbildung 6B) b Lewis: 2/3 0
und das Organum vasculosum =

g RNU: 5/5
laminae terminalis (OVLT) (Abb. BN: 6/6
6B) nicht auf  derselben R P Lewis: 5/5 @

Schnittebene liegen und selten Abb. 6 Vergleich der Tiere welche einen Verlust an AQP4 in einem

. ) ) oder mehreren zirkumventrikularen Organen zeigten. A Organum
beides auf einem Objekttrager ZU vasculosum laminae terminalis (OVLT), B subfornikales Organ, C
. ) o Eminentia mediana, D Area postrema. Gefarbt wurde mit einem
finden ist, konnten auf einigen Antikorper gegen AQP-4 (braun). Alle Schnitte wurden mit

] ] Hamatoxylin gegengefarbt fur die Farbung der Zellkerne (blau).
Objekttragern nur eines von Als schematische Darstellung der Lasionen diente der von

] ) ) Paxinos und Watson entwickelte Hirnatlas fur Ratten (Paxinos und
beiden zirkumventrikularen watson 2006)Klicken oder tippen Sie hier, um Text einzugeben..
Organen untersucht werden. Daher konnten in diesem zirkumventrikularen Organ
keine Lasionen im Lewis Rattenstamm (Abb. 6A, 0/2) gefunden werden, jedoch eine

auffallig hohere Anzahl an Tieren mit Lasionen im subfornikalen Organ (Abb. 6B, 2/3).

Area Postrema

Wie auch schon von Hillebrandt et al. (2018) in der Studie mit den Stammen der Lewis
und RNU Ratten publiziert wurde, zeigte auch der Stamm der BN Ratten im Bereich
der Area postrema und Area subpostrema, in Bezug auf Verlust von AQP-4 und GFAP,

ahnliche immunhistologische Farbungen.

Farbungen mit Antikdrper gegen AQP-4 und GFAP zeigten in diesem Bereich, dass
es zwar zu einem Verlust von AQP-4 kommt, jedoch wies intaktes GFAP auf
Astrozyten hin, welche durch Bindung von Antikdrpern nicht zerstort wurden (Abb. 9D).
Weiters zeigte die Farbung von Komplement/C9neo, dass ADCC und CDC in der Area
postrema kaum eine Rolle spielen (Abb. 9J, 11B). Betrachtete man die ED1+ Zellen,
konnte man sehr wohl einen Unterschied zwischen den Stammen erkennen. Die BN

Ratten zeigten in der Area postrema eine signifikant stérkere Einwanderung von
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Makrophagen als die beiden anderen Rattenstamme (Abb. 14). Auch im Bereich der

Subpostrema wiesen Makrophagen in der BN Ratte einen hoheren Wert auf. Eine

erhdhte Anzahl von Makrophagen am Lasionsrand wiesen alle drei Stamme auf (Abb.

14Ba, Bb, Bc). Neutrophile Granulozyten waren in der Area postrema kaum bis gar

nicht zu finden.

Tabelle 3 Antikorpertiter, Neurologische Symptome und Regionen mit Lésionen in den Versuchstieren des BN,
RNU und Lewis Rattenstammes nach 120h Administration des AQP-4 Antikorpers.

AQP4-Kdrper Titer

Neurologische
Symptome

3/8 starben bevor sie
prépariert wurden; 2/8
hatten Problem mit der
1/8 hatte
geringeren
2/8
waren Klinisch normal,
2/8
untersucht werden

Balance;
einen
Schwanz Tonus;

konnten nicht

2/5 waren kraftlos; 1/5 hatten
scheinbar schmerzhafte
Empfindungen in den
Vorderpfoten (mdglicherweise
korreliert mit Schmerzen in der
NMO);

normal (Hillebrand et al. 2018)

2/5 waren Klinisch

1/5 hatten Ubermafigen
Speichelfluss (korreliert mit
Ubelkeit/Erbrechen);  1/5
hatten Problem mit der
Balance; 1/5

Unféhigkeit,

waren

die
Hinterbeine beim Gehen
richtig zu platzieren; 2/5
normal

waren  klinisch

(Hillebrand et al. 2018)

Anzahl der Ratten mit L&sionen im optischen System

Optische Nerven 1/6 0/5 0/5
Chiasma 1/6 0/2 0/3
Anzahl der Ratten mit Lasionen im Gehirn

Subpial 5/6 4/5 1/5
Neocortex 5/6 4/5 2/5
Corpus callosum 2/6 2/5 1/5
Hypothalamus 4/6 2/5 0/5
Hippocampus 5/6 4/5 2/5
Eminetia mediana 3/3 3/4 2/3
Striatum 1/6 2/5 1/5
Hirnstamm 1/6 1/5 1/5
Periventriculares grau 2/6 2/5 0/5
Septum 3/4 3/5 0/5
Thalamus 5/6 4/5 1/5
Cerebellum 1/6 2/5 1/5
Medulla ohne Area 4/6 2/5 2/5
postrema

Area postrema 6/6 5/5 5/5

Anzahl der Ratten mit Lasionen im Rickenmark

L1-S4 3/5 2/4 3/5
T1-T10 2/5 1/4 3/5
C1-C7 3/5 0/4 1/5
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Gehirn und Rickenmark

Verglich man die Anzahl, sowie die Flache der Lasionen mit AQP-4 Verlust im Gehirn
und Rickenmark (ohne Medulla), in ihrer prozentuellen Verteilung und verglich dies
wiederum mit allen drei Tierstammen, liel3 sich ein deutlicher Unterschied erkennen.
RNU Ratten wiesen einen deutlich groReren prozentuellen Anteil, aller L&sionen
innerhalb des Stammes, im Gehirn auf (92,8%) (Abb. 7A).

Verglich man anschliel3end alle drei Ratten Stamme miteinander, zeigte sich ebenfalls,
dass die prozentuelle Verteilung der Anzahl sowie Flache der Lasionen im Hirn und
Ruckenmark unterschiedlich war (Abb. 7A). Der Lewis Rattenstamm zeigte einen
starkeren Verlust an AQP-4 im Ruckenmark im Vergleich zu den beiden anderen
Stdmmen (Anzahl 39,3%; Flache 31,2%) (Abb. 7). Wohingegen der Stamm der Brown
Norway Ratte eine nur halb so starke Bildung von L&asionen im Ruckenmark hatte
(Anzahl 18,7%; Flache 15%). Der RNU Rattenstamm wies lediglich 7,7% in der Anzahl
der Lasionen und 2,2% in der Flache auf (Abbildung 7).
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Abb. 7 Vergleich der Lasionsverteilung im ZNS. A Zeigt die Prozentuelle Verteilung der Anzahl und Fléche aller
Lasionen im Gehirn und Ruckenmark. Die Medulla wurde aus diesem Vergleich ausgenommen. Als schematische
Darstellung der Lasionen diente der von Paxinos und Watson entwickelte Hirnatlas fir Ratten (Paxinos und Watson
2006). B Zeigt die Verteilung der Flache in mm?2 und die der Anzahl aller Lasionen im ZNS. Die Rattenstamme,
RNU (n=5, rot), BN (n=6, blau), Lewis (n=5, orange) wurden an 5 aneinander folgenden Tagen (120h) mit einem
AQP4-ab behandelt und die Flachen des AQP4 Verlust wurde ausgewertet und quantifiziert.

Optische Nerven

Einen wesentlichen Unterschied des BN Rattenstammes, im Vergleich zu den beiden
anderen Stammen, machte eine Lasion im optischen Nerv und im Chiasma aus (Abb.
8). Mittels verschiedener Farbungen zeigten sich subpiale als auch perivaskulare

29



Lasionen. Auch die fur Lasionen typischen Zellen (Makrophagen und Neutrophile) und

Proteine des Komplementsystem waren in den Lasionen zu finden (Abb. 8 Bb, Bc).

A g , Abb. 8 Lasionen im optischen Nerv in

R R s S el D einem Versuchstier des BN
Rattenstammes A zeigt den Verlust von
AQP4 (braun) am optischen Nerven und
Chiasma. B Die Gewebeschnitte wurden
gefarbt mit Antikbrper gegen Maus 1gG
(a), gegen ED1 positive Zellen (braun) (b)
und gegen Komplement C9neo (rot) (c).
Alle Schnitte wurden mit Hamatoxylin
gegengefarbt fur die Farbung der

b C Zellkerne (blau).

migG Ed1 C9neo

Lasionstypen

Subpiale Lasionen

Betrachtete man die verschiedenen Regionen im Gehirn, lie3 sich eine deutliche
Ungleichheit der Lasionen in Flache und Anzahl erkennen (Abb. 12). Schwierig erwies
sich die Zuordnung grof3er Lasionen zu einem bestimmten Gebiet im Gehirn. GroRRe
Lasionen, welche oft eindeutig einen meningealen Ursprung hatten, jedoch aufgrund
ihrer GroBe auch andere Gebiete miteinbezogen, zahlten entsprechend ihres
Ursprungs zu den subpialen L&sionen, was zu einer im Vergleich der Flache
geringeren Anzahl der Lasionen fihrte. Beispielsweise hatten RNU Ratten einen
relativ hohen Wert der durchschnittlichen Flache in subpialen L&sionen. Jedoch
vergleichsweise eine relativ geringe durchschnittliche Anzahl an L&sionen. Dies war
auch zurick zu fuhren auf die grol3en Lasionen entlang der Meningen und der
moglichen hohen Wahrscheinlichkeit, dass viele dieser Lasionen im Laufe des
Krankheitsverlaufs fusionierten und zu einer grof3flachigen subpialen Lasion wurden.
Im Bereich des Neokortex zeigte sich ein gegenteiliger Effekt, bei welchem eine hohe
Anzahl an kleinen perivaskularen Lasionen zu einer dazu relativ geringeren Flache
fuhrte.

Die Farbung auf Komplement/C9 zeigte im Brown Norway Rattenstamm denselben

physiologischen Mechanismus wie in den beiden anderen Rattenstamme (Hillebrand
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etal. 2018). ADCC hat bei subpialen Lasionen eine wesentlichere Bedeutung als CDC,
dies zeigte eine schwachere immunhistologische C9/neo Farbung als in
perivaskularen Lasionen (Abb. 9J). Einen signifikanten Unterschied zu den beiden
anderen Rattenstimmen machten die Makrophagen aus, welche in der BN Ratte in
einer wesentlich hdheren Zahl subpial ins Hirnparenchym einwanderten (Abb. 14 A,
Bd, Bf, Be).

Perivaskuldre Lasionen

Aufgrund durchlassiger BlutgefalRe im Hirngewebe entstanden neben den subpialen
(Abb. 9C, F, I, L) auch perivaskulare (Abb. 9B, E, H, K) Lasionen. Anders als subpiale
Lasionen zeigen die perivaskularen L&sionen einen wesentlich anderen
physiologischen Mechanismus. Wie bereits im Lewis und RNU Rattenstamm
beschrieben (Hillebrand et al. 2018), wies auch der BN Rattenstamm darauf hin, dass
in perivaskularen Lasionen eine komplementinduzierte Zytolyse an der Zerstérung von
Astrozyten eine deutlich hohere Beteiligung hat als ADCC. Perivaskuléare Lasionen
zeigten auf der gesamten Lasionsflache eine deutlich intensivere immunhistologische

Farbung fur Komplement C9/neo als die subpialen Lasionen (Abb. 9 K, L).

perivaskular SP
B =
AQP4 ; : |
F
GFAP _’cﬁl 4
|
Ed1+ -

Abb. 9 Die Abbildung zeigt verschiedene Lasionen des BN Rattenstammes in verschiedenen Farbungen.

Die Farbung fur Komplement C9/neo (rot) (J, K, L) zeigt den Unterschied von CDC und ADCC in
perivaskularen (K) und subpialen Lasionen (L) und das Fehlen von Komplement Reaktionen in der Area
postrema (J). A und D veranschaulichen das es in der Area postrema zu einem Verlust von AQP4 (braun)

(A) kommt jedoch nicht zu einer vollkommenen Zerstdrung der Astrozyten da GFAP weiterhin vorhanden

ist (braun) (D). G zeigt ED1 positive Makrophagen (braun) am L&sionsrand. Alle Schnitte wurden mit 31
Hamatoxylin gegengefarbt fiir die Farbung der Zellkerne (blau).



ZNS-Areale mit haufiger auftretenden Lasionen

Hippocampus

Als auffallig erschien der Hippocampus, welcher eine im Vergleich zu anderen
Hirnbereichen hohe Anzahl an kleineren Lasionen aufwies (Abb. 10, 12B). Vor allem
BN und RNU Ratten hatten in diesem Bereich einen, im Vergleich zu Lewis Ratten,

hoheren Wert an Lasionen. Sowohl perivaskulare als auch subpiale Lasionen konnten

im Hippocampus beobachtet werden. (Abb. 10D, schwarze Pfeile).

i
AQP4 AQP4

Medulla Oblongata

Abb. 10 Lasionen im Hippocampus.
Als schematische Darstellung der
Lasionen, diente der von Paxinos
und Watson entwickelte Hirnatlas
fur Ratten (Paxinos und Watson
2006). (A, C) Lasionen der Lewis
Ratten (gelb), RNU Ratten (rot) und
BN Ratten (blau) werden
schematisch dargestellt. Subpiale
Lasionen werden in strichlierten
Flachen dargestellt. B und D zeigen
Lasionen mit AQP4 (braun) Verlust
aus einem Tier (BN Ratte).
Subpiale Lasionen werden mit
einem schawrzen Pfeil markiert.

In allen drei Rattenstammen wies die Medulla eine hohe Anzahl an L&sionen auf,
wobei hier der Lewis Rattenstamm herausstach mit einer durchschnittlich grofRen
Lasionsflache (Abb. 12B). Auffallig ist, dass Lasionen in der Medulla oft einen Ursprung
in der Area postrema hatten und sich von dort ins Parenchym ausbreiteten (Abb. 12).
Farbungen mit Antikbrpern gegen AQP-4 zeigten in der Medulla Lasion in der Area
postrema aber auch L&sionen, welche perivaskuléar im Parenchym entstanden (Abb.11
A).

Abb. 11 Die Medulla eines der Versuchstiere A
des BN Rattenstammes. A zeigt die Lasionen
mit AQP-4 (braun) Verlust. B veranschaulicht
nochmals die fehlende Komplementreaktion in
der Area postrema. Eine positive Farbung von
Komplement C9neo wird rot. D zeigt wieder die

scharfe Linie an ED1 positiven Zellen (braun)
am Lé&sionsrand. Alle Schnitte wurden mit

Hamatoxylin gegengefarbt fur die Farbung der ‘ C9neo
Zellkerne (blau). C D , \ "
P : ’\‘
&
Ed1 : migG
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Abb. 12 Vergleich der Verteilung der Anzahl und Flache der Lasionen in den verschiedenen Bereichen im Gehirn.
A Als schematische Darstellung der Lasionen diente der von Paxinos und Watson entwickelte Hirnatlas fir Ratten
(Paxinos und Watson 2006). Die Rattenstdmme, RNU (n=5, rot), BN (n=6, blau), Lewis (n=5, orange) wurden an 5
aneinander folgenden Tagen (120h) mit einem AQP4-ab behandelt und die Flachen des AQP4 Verlust wurde
ausgewertet und quantifiziert. B Zeigt die Verteilung der Flache in mm?2 und die der Anzahl aller L&asionen in
Gehirnbereichen, in denen ein Verlust an AQP4 aufgetreten ist. Die Bereiche Subpial (Spia), Neokortex (Neo),
Corpus calosum (CC), Hypothalamus (HT), Hippocampus (HC), Striatum (Str), Hirnstamm (Hast), periventrikuléres
Grau (PVG), Septum (Sep), Thalamus (TH), Cerebellum (CB), Medulla (Med) werden untersucht.

RUckenmark

Die starkste Bildung von Lasionen mit AQP-4 Verlust im Rickenmark wiesen die Lewis
Ratten auf. In den lumbalen und thorakalen Bereichen des Rickenmarkes hatten
Lewisratten die meisten L&sionen (Abb. 13A). Auch der Wert der durchschnittlichen
Flache aller Lasionen im Rickenmark war im Lewis Rattenstamm hoher als in den
beiden anderen Stammen (RNU: 0,261mm2 SD=0,409 n=4; BN: 0,771mm?2 SD=1,414
n=5; Lewis 0,984mm?2 SD=0,935 n=5).

Verglich man anschlieBend die einzelnen Abschnitte des Riuckenmarks lies sich
deutlich erkennen, dass die lumbalen und thorakalen Abschnitte am starksten
betroffen und weniger Lasionen im cervikalen Bereich zu finden waren (Abb. 13A, B).
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Auffallig war, dass im BN Rattenstamm die graue Substanz im Ruckenmark
prozentuell starker betroffen war als in den beiden anderen Rattenstammen (Abb.
13A).
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Abb. 13 Verteilung der Lasionen im Riuckenmark. A Zeigt die Verteilung der Anzahl aller L&sionen in
Gehirnbereichen, in denen ein Verlust an AQP4 aufgetreten ist. B Als schematische Darstellung der Lasionen
diente der von Paxinos und Watson entwickelte Hirnatlas fur Ratten (Paxinos und Watson 2006). C
Immunhistologische Farbungen gegen AQP-4 (braun) zeigen die Lasionen (weil3) mit AQP-4 Verlust in den
verschiedenen Bereichen des Ruckenmarks a lumbal b thorakal und c cervikal. Alle Schnitte wurden mit
Hamatoxylin gegengefarbt fir die Farbung der Zellkerne (blau). Die Rattenstamme, RNU (n=5, rot), BN (n=6, blau),
Lewis (n=5, orange) wurden an 5 aneinander folgenden Tagen (120h) mit einem AQP4-ab behandelt und die
Flachen des AQP4 Verlust wurde ausgewertet und quantifiziert.

Vergleich Brown Norway und Lewis Ratten

Verglich man nur die Lewis und BN Ratten, zeigten sich deutliche Unterschiede aber
auch viele Ubereinstimmungen in der Lage der Lasionen. Ubereinstimmungen waren
vor allem im Bereich der zirkumventrikularen Organe zu finden (Abb. 6). Unterschiede
fanden sich vor allem in den verschiedenen Gehirnbereichen. BN Ratten hatten

deutlich ofter subpiale Lasionen als Lewis Ratten (BN 5/6; Lewis 1/5). Auch in
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Bereichen wie Hippocampus, Thalamus und Septum waren in BN Ratten ofter
Lasionen mit AQP-4 Verlust zu finden (Abb. 12).

Die Anzahl der Tiere, welche Lasionen im Ruckenmark aufwiesen (Tabelle 3), ist in
beiden Stammen sehr @hnlich, doch war der prozentuelle Anteil aller Lasionen im ZNS
in den Lewis Ratten im Ruckenmark deutlich hoher (Abb. 7A, 7B). Ein Unterschied
zeigte sich auch in den verschiedenen Rickenmarksabschnitten. Lewis Ratten hatten
prozentuell, im Vergleich aller Lasionen, im Rickenmark in der weif3en Substanz mehr
Regionen mit AQP-4 Verlust als in der grauen Substanz. Der Stamm der BN Ratten

zeigte ein gegenteiliges Ergebnis.

Ein weiterer Unterschied liel3 sich auch bei Untersuchung der Lasionen in der Medulla
finden. Regionen mit AQP-4 Verlust waren in der Medulla wesentlich haufiger in den
BN Ratten (4/6) zu finden als in den Lewis Ratten (2/5) (Tabelle 3). Auch in der
durchschnittlichen Anzahl (BN: 4,8 n=6; Lewis: 3,8 n=5) an Lasionen wies die BN Ratte
einen hoheren Wert auf als die Lewis Ratte. In der Medulla hatte der Stamm der Lewis

Ratten eine durchschnittlich gréRere Lasionsflache (Lewis: 1,122mmz2 n=5 SD=2,245;

Anzahl der Makrophagen
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Abb. 14 Vergleich der Anzahl an einwandernden ED1+ Zellen. A Anzahl der migrierten ED1+ Zellen
in 1000pum2 im Bereich der Area postrema, Area subpostrema uns im Hirn subpial. B
Immunbhistologische Farbungen zeigen die ED1 positiv gefarbten Zellen im Gewebe im Bereich der
Area postrema, Area subpostrema (a-c) uns im Hirn subpial (d-f). ED1 positive Zellen im RNU
Rattenstamm (a, d), im BN Rattenstamm (b, e) und im Lewis Rattenstamm (c, f). Alle Schnitte
wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt fur die Farbung der Zellkerne (blau). Der Kruskal-Wallis Test
betrachtet die Varianzanalyse angesichts einer ordinalskalierten Variable der Makrophagen in allen
Rattenstammen. Signifikante Werte sind mit ** (p<0,01) und * (p<0,05) gekennzeichnet (One-way
ANOVA, Kruskal-Wallis Test).
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BN: 0,613mm? n=5 SD=0,709). Dieser Messwert ist jedoch mit Vorsicht zu bewerten,
da er aus einer groBen Lasion nur eines Tieres hervorging und daher die

Standardabweichung sehr hoch war.

Vergleich Neutrophile

Unterschiede zeigten sich auch im Vergleich des angeborenen Immunsystems. In
RNU und Lewis Ratten zeigten die neutrophilen Granulozyten deutlich andere
Akkumulationen als jene die wir im BN Rattenstamm gefunden haben. In den BN

Ratten waren nicht die gro3en Kluster an Granulozyten (Abb. 14 Ca-d) zu finden, wie

¥ ’ Abb. 15 Vergleich Akkumulation
- neutrophiler Granulozyten. A
Akkumulationen von Granulozyten in
subpialen Lasionen im Gehirn. A zeigt
eine subpiale L&sion mit AQP-4
(braun) Verlust (weil3) und
Anhaufungen (schwarzer Pfeil) von
Zellkernen (blau)(Aa) und ED1+
Zellen (Ab). B  Vergleich von

Granulozyten eines
Rickenmarkschnitts einer BN-Ratte
mittels verschiedener

immunhistologischer Farbungen mit
Antikorpern fur, MPO (Ba); ED1+
Zellen (Bb); APP (Bo).
Immunhistologischer Vergleich zweier
Akkumulationen von Zellkernen (blau)
(Bd - Bi), MPO (Bd, Bg); ED1+ Zellen
(Be, Bh); APP (Bf, Bi). C Eine
Ansammlung an neutrophiler
Granulozyten im Gehirnschnitt einer
Lewis-Ratte, gefarbt mit Antikorpern
gegen AQP-4 (braun) (Ca), ED1+
(braun) (Cb), C9neo (rot) (Cc), MPO
(braun) (Cd). Die Rattenstamme, RNU
(n=5, rot), BN (n=6, blau), Lewis (n=5,
orange) wurden an 5 aneinander
folgenden Tagen (120h) mit einem
AQP4-ab behandelt und die Flachen
des AQP4 Verlust wurde ausgewertet
und quantifiziert. Alle Schnitte wurden
mit Hamatoxylin gegengefarbt fur die
Farbung der Zellkerne (blau).

oy

36



jene, die wir in den beiden anderen Stammen gefunden haben. Aufféallig jedoch waren
kleine Zellansammlungen im subpialen Bereich (Abb. 14 Aa), die auf ein Verbleiben

der Zellen in sogenannten "perivaskulare cuffs" zurlickzuftihren sind.

Diskussion

Das vergleichende Experiment mit drei Rattenstaémmen weist deutlich darauf hin, dass
es Unterschiede bei der Bildung von Lasionen mit AQP-4 Verlust gibt. Jedoch zeigt die
Studie auch eine sehr heterogene Auspragung, in Anzahl und Flache der Lasionen
innerhalb der Stdamme. Zu den Unterschieden konnten aber auch eindeutige
Ubereinstimmungen der drei Rattenstimme ausgemacht werden. Einige der
Ubereinstimmungen des Vergleichs passen auch zu anderen Tierversuchen und zu

Beschreibungen von humanem Gewebe.

Die Lasion in der Area postrema, die wir in allen Ratten gefunden haben und auch die
positiven GFAP histologischen Farbungen in diesem Gebiet, wurden auch in anderen
Tiermodellen (Hillebrand et al. 2018; Kurosawa et al. 2015), aber auch in humanen
Geweben beschrieben (Popescu et al. 2011; Kurosawa et al. 2015). Proteine,
verantwortlich fiir Komplement-Regulierung (Farina et al. 2007), aber auch
Unterschiede im Verhaltnis von M1:M23 Isoform von AQP4, kdnnen in der Area
postrema verantwortlich sein fur einen Verlust von AQP-4 in Lasionen ohne
Astrozytenzerstorung (Hinson et al. 2012; Saini et al. 2010). In der Einleitung haben
wir die Affinitat zu M23 AQP-4 Isoform beschrieben. Saini et al. (2010) beschrieb in
seiner Arbeit wie unterschiedlich die beiden Isoformen exprimiert und je nach Region
hoch oder runterreguliert werden. Studien welche diese Isoformen untersuchten,
zeigten auch in Richtung einer Veranderung des M1:M23 Verhéltnisses mit Bezug auf
Hirnregion und Alter des Versuchstieres (Hinson et al. 2012; Saini et al. 2010).

Hillebrand et al. (2018) veranschaulichte auch in ihrem Rattenmodell, dass die Area
postrema das erste ZNS-Gewebe ist, welches bereits nach 24h bis 48h von AQP-4
Verlust betroffen ist. Dieses Ergebnis konnte auch dafir verantwortlich sein, warum in
seltenen Fallen in der Medulla eine Neubildung von AQP-4 positiven Astrozyten zu

finden ist.
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Trotz eines sehr heterogenen Auftretens von L&sionen mit AQP-4 Verlust in unserer
Studie, decken sich einige Regionen mit jenen, die bereits als stark AQP4-mRNA
exprimierend beschrieben wurden (J.L. Venero et al. 1999). Diese Studie hat mittels
In-situ Hybridisierung mMRNA in verschiedenen Regionen und Zelltypen untersucht. Im
Gebiet der Pyramidenzellen des Hippocampus und in Zellen verschiedener Kerne des
Thalamus sowie Hypothalamus zeigte sich eine hohe Expression von AQP4-mRNA.
(J.L. Venero et al. 1999).

Die Arbeit von Ciappelloni et al. (2019) beschéftigte sich mit den verschiedenen
Isoformen von AQP-4 im Hippocampus und der Motilitat der Astrozyten. Ciappellonis
Ergebnisse zeigten, dass im Hippocampus, an den EndfuRchen der Astrozyten, ein
erhdhtes Vorkommen von Aggregaten an M23-Isoformen zu finden sind. Grund dafur
ist, dass die M23-AQP4-Isoform die Motilitdt der Astrozytenfortsdtzen mit ihren
EndfiRchen erhdht und die Aktivitat der glutamergen Synapsen im Hippocampus
begunstigt (Ciappelloni et al. 2019). Passend dazu, zeigten Studien, wie jene von
Halpain S. et al. (1984) und Mangas et al. (2007), ein erhohtes Vorkommen von
Glutamatrezeptoren in Gebieten, in denen wir in unserer Studie eine erhdhte Anzahl

von Lasionen gefunden haben (Halpain et al. 1984; Mangas et al. 2007).

Wir zeigten, dass Lasionen in der BN Ratte mehr ED1 positive Zellen aufwiesen als
Lewis und RNU Ratten. ED1 ist ein Marker fur aktivierte Makrophagen/Monozyten.
Studien zeigten, dass BN Ratten mehr als Lewis Ratten im ZNS residente, verzweigte
Mikroglia haben, welche auch MHC-II Molekile exprimieren (Sedgwick et al. 1993).
Solche Mikroglia bilden Fortsatze, welche wie die Endfiuiichen der Astrozyten, Teil der
Glia limitans sind (Joost et al. 2019). Somit kann die erhdéhte Anzahl an aktivierten
Makrophagen im BN Rattenstamm mitverantwortlich sein fir eine starkeres
inflammatorisches Milieu in den subpialen Lasionen. Studien zeigten auch
Rattenstamm spezifische Unterschiede, vor allem zwischen Brown Norway und Lewis,

in der Immunotoxizitat von PMNs und Makrophagen (Contrino et al. 1992).

Einen Unterschied machten auch die Anzahl und die Akkumulationen der neutrophilen
Granulozyten aus. Im RNU- und Lewis-Rattenstamm konnten eindeutig groR3ere
Cluster dieser Zellen gefunden werden. Im BN-Rattenstamm waren zwar
Zellansammlungen zu finden, welche jedoch auf perivaskulare ,Cuffs® hinwiesen,
ahnlich der Beschreibungen von Voskuhl et al. (2009). In den Gewebeschnitten der
Lewis und RNU Ratten konnten wir ein Schwéarmen von Neutrophilen nachweisen,
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welches zuvor schon in anderen Gewebetypen beschrieben wurde (Tan und Weninger
2017). Ein solches Verhalten konnten wir in den histologischen Untersuchungen der
BN-Ratte nicht nachweisen. Als mogliche Ursache kann der unterschiedliche
Entstehungszeitpunkt der Lasionen angenommen werden oder der bereits erwahnte
Unterschied in der Immunotoxizitat der PMN und Makrophagen zwischen den
Rattenstammen. Auch einen Unterschied in Gewebe und Lasionstyp konnten wir in
unseren Farbungen sehen, da subpiale Lasionen weniger neutrophile Granulozyten
aufwiesen als perivaskulare L&sionen. Da subpiale Lasionen weniger Produkte aus
Komplementreaktionen haben, welche als chemotaktische Stoffe auf neutrophile
Granulozyten wirken, wie C3a und Cba (Ehrengruber et al. 1994), ist der
chemotaktische Gradient in perivaskularen Lasionen héher. Auch in der Area

postrema konnten wir kaum bis keine neutrophilen Granulozyten nachweisen.

Unterschiede in der Expression verschiedener Rattenstamme zeigten sich schon in
friheren Studien, welche sich jedoch mit anderen hirnspezifischen Proteinen
beschaftigten, aber auf unterschiedliche Expressionsmuster hinweisen.
Untersuchungen, welche sich vor allem mit Unterschieden von MOG befassten,
zeigten schon, dass es einen Unterschied in Proteinsynthese und der RNA-Expression
gibt (Pagany et al. 2003). BN Ratten haben eine um 30% hohere Expression von MOG
MRNA im optischen Nerv als Lewis Ratten. Auch das Verhaltnis von MOG und PLP ist
in BN Ratten wesentlich héher (Pagany et al. 2003).

Wesentliche Unterschiede zwischen Rattenstdmmen zeigten auch bereits Studien von
Massa et al. (1987) und Gunther et al. (1978), welche sich mit der Expression und
Ausbildung von MHCII-Komplexen auf Astrozyten beschatftigten. Sie dokumentierten
Unterschiede zwischen verschiedenen Rattenstammen, vor allem fir jene, welche flr
EAE-Untersuchungen verwendet werden (Gunther et al. 1978; Massa et al. 1987).
Lewis-Ratten wurden als wesentlich anfélliger und BN-Ratten als resistent
beschrieben. Die Daten der Studien wiesen darauf hin, dass Unterschiede in den
MHCII-Komplexen wesentlich verantwortlich sind fiir die erhéhte Anfélligkeit in EAE-
induzierten Experimenten. Vor allem Astrozyten in Lewis Ratten wiesen, im Gegensatz
zu jenen in BN Ratten, deutlich hohere Werte auf bei Antigen positiven MHCII-
Komplexen. (Massa et al. 1987; Glnther et al. 1978).

Forschungen fur neuropsychiatrische Medizin zeigten schon oft, dass Arzneimittel in
der Entwicklungsphase in Tierversuchen nicht dieselben Wirkungen zeigten wie in
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menschlichen Probanden. Trotz einer 99% Ubereinstimmung der Gene, gibt es jedoch
einen wesentlichen Unterschied im Transkriptom (Howe, 6th. et al. 2018; Gibbs et al.
2004). Solche Unterschiede kdnnen Grund flr gleiche Mechanismen in der Entstehung
der L&sionen sein, jedoch auch fur die Unterschiede in Grb6Re und Anzahl der
Lasionen, welche wir dokumentieren konnten. Aber auch Grund dafir, dass in
Tierversuchen nicht das volle Spektrum der Gewebeveranderungen, wie sie in

humanen Patienten vorkommen, reproduziert werden kdnnen.
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