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Abstrakt

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch inflammatorische ZNS-Erkrankung, bei der
neben Demyelinisierung, axonale und neuronale Schéddigung fiir das Ausmall der Erkrankung
mafigebend sind. Oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion und Dysregulation des Eisen-
stoffwechsels scheinen als Bindeglied zwischen entziindlichen und neurodegenerativen Prozes-
sen zu fungieren. Antiinflammatorische oder immunmodulatorischen Therapieansitze zeigen
kaum einen klinischen Nutzen bei chronisch progredienten Erkrankungsverldufen.

Zur Entwicklung neuer Therapieoptionen ist ein besseres Verstéindnis der Atiopathogene-
se und der pathogenetischen Rolle verschiedener Immunzellpopulationen unabdingbar. In meiner
Arbeit habe ich zur Charakterisierung von Natiirlichen Killer-(NK)-Zellen im Liquor von MS-
Patienten und Patienten mit anderen inflammatorischen und nicht-inflammatorischen neurolo-
gischen Erkrankungen beigetragen. Wir konnten zeigen, dass NK-Zellen im Liquor von Patien-
ten mit neuroinflammatorischen Erkrankungen einen unreifen Phénotyp aufweisen, der im Kon-
trast zu den ausdifferenzierten NK-Zellen des Blutes steht, was auf eine selektive Rekrutierung
unreifer NK-Zellen in den Liquor hindeutet.

Das Hauptaugenmerk meiner Arbeit lag auf der Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir
die Behandlung progredienter MS-Verlaufsformen in Hinblick auf oxidativen Stress als begiins-
tigenden Mechanismus der Neurodegeneration. Die antioxidative Substanz Idebenon, welche
sich bei Erkrankungen, die primér durch eine mitochondriale Dysfunktion gekennzeichnet sind,
als wirksam erwiesen hat, verfehlte im Mausmodell der progredienten MS, der chronisch experi-
mentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) jeglichen therapeutischen Effekt.
Vielversprechender war die Untersuchung der Kombinationstherapie von Epigallocatechin-3-gal-
lat (EGCG) und der immunmodulatorischen Substanz Glatirameracetat (GA) bei chronischer
EAE. Grundlage waren vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, welche syner-
gistische neuroprotektive Wirkungen von EGCG und GA bei schubformig verlaufender EAE
nachgewiesen haben. In einem therapeutischen Behandlungsansatz wurde EGCG téglich mittels
oraler Gavage verabreicht. Die Injektion einer suboptimalen GA-Dosierung erfolgte einmalig
subkutan. Uberraschenderweise verfehlte die Kombinationstherapie jeglichen therapeutischen
Effekt. GA und EGCG in Monotherapie verringerten jedoch signifikant die Anzahl entziindlicher
ZNS-Infiltrate. Allein EGCG konnte vor Demyelinisierung und axonaler Schiadigung schiitzen.

Die zusitzliche Verabreichung von GA hingegen neutralisierte diese Effekte. Als mogliche Inter-



aktionsebene untersuchten wir die Proliferation enzephalitogener T-Zellen, die Beeinflussung
anti- und proinflammatorischer Parameter, die durch EGCG-vermittelte Eisenkomplexierung
sowie die Expression neurotropher Faktoren. Interessanterweise fithrte GA in Kombination mit
EGCG zu einer gesteigerten Expression des durch oxidativen Stress und inflammatorische Sti-
muli induzierbaren Enzyms Hdmoxygenase-1 (HO-1), wohingegen EGCG diese reduzierte. Die
neuroprotektive Wirkung von EGCG scheint vornehmlich auf einer Beeinflussung oxidativer
Prozesse zu beruhen. Es bleibt unklar, ob die Hochregulation der HO-1 einen entscheidenden
Beitrag zur Krankheitsentwicklung leistet. Ein besseres Verstindnis des Redox-Gleichgewichts

ist zwingend erforderlich fiir die Entwicklung neuer Therapieoptionen bei progredienter MS.

Abstract (Englisch)

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system
(CNS), in which axonal and neuronal damage appear to be responsible for increasing clinical
disability. Oxidative stress, mitochondrial dysfunction and dysregulation in iron metabolism
seem to link inflammatory and neurodegenerative processes. Anti-inflammatory or immuno-
modulatory therapeutic agents show minimal benefit in preventing disease progression. A better
understanding of disease etiopathogenesis and immunology is indispensable to develop new
therapeutic options. I have contributed to the characterization of natural killer (NK) cells in the
CSF of patients with MS and other neuroinflammatory or non-inflammatory neurological dis-
eases. In contrast to blood, NK cells in the CSF display an immature phenotype during neuroin-

flammation, suggesting a selective recruitment of immature NK cells from the periphery into the

CSF.

The main focus of this work was to examine the therapeutic potential of novel oxidative
stress-targeting drugs on neurodegenerative processes in the mouse model of progressive MS.
The antioxidant agent idebenone, which shows beneficial effects in disorders caused by mito-
chondrial alterations, failed to show therapeutic efficacy in chronic experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). A more promising strategy was the combination of another antioxi-
dant agent, epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and the immunomodulatory agent glatiramer ace-
tate (GA) in chronic EAE. Basis for this approach was previous investigations from our group,
which showed synergistic neuroprotective effects of the combination in relapsing-remitting
EAE. Using a therapeutic treatment strategy, EGCG was administered daily by oral gavage. A
suboptimal GA dose was injected once. Unexpectedly, the combined therapy of GA+EGCG did



not improve EAE. However, GA and EGCG single treatments led to significant reductions of
spinal cord inflammation. While treatment with EGCG alone preserved axons and myelin from
damage, the neuroprotective effects of EGCG were abolished when GA was applied in combina-
tion. To investigate mechanisms of druginterference, we examined the encephalitogenic T cell
re-sponse, anti- and proinflammatory parameters, the iron chelator activity of EGCG and the ex-
pression of neurotrophic factors. Interestingly, EGCG induced a downregulation of the gene ex-
pression of the stress-inducible enzyme heme oxygenase-1 (HO-1), while the combination of GA
+EGCQG led to increased HO-1 expression. Altogether, our data indicate that neuroprotection by
EGCG in chronic EAE involve regulation of oxidative processes. It remains unclear, whether
upregulation of HO-1 may contribute to disease progression. Further investigations of the redox

balance are warranted to design novel treatment strategies for progressive MS.
1. Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist eine immunvermittelte chronisch-entziindliche Erkrankung
des zentralen Nervensystems (ZNS), die als eine der hiufigsten neurologischen Krankheiten im
jungen Erwachsenenalter nicht selten zu bleibender Behinderung und frithzeitiger Berentung
fiihrt [1]. Die Atiopathogenese der MS ist bis heute nicht vollstindig verstanden, jedoch scheint
die Reaktion ZNS-spezifischer autoreaktiver T-Zellen fiir einen Zustand chronischer Inflamma-
tion verantwortlich zu sein, der nicht nur eine Schidigung von Myelin und Oligodendrozyten
verursacht, sondern auch friihzeitig axonale und neuronale Schiden bedingt, die vor allem mit
der Schwere der Erkrankung korrelieren [2]. Als erste Krankheitsmanifestation tritt hdufig das
sog. klinisch isolierte Syndrom (CIS) auf, welches typische Frithsymptome einer demyelini-
sierenden Erkrankung zeigt, jedoch noch nicht die Diagnosekriterien der zeitlichen Dissemina-
tion nach McDonald erfiillt [3]. Kommt es im Verlauf zu weiteren Schiiben mit zwischenzeitlich
vollstdndiger oder unvollstindiger Riickbildung der Symptome (Remission), spricht man von
schubformig remittierender MS (,,relapsing-remitting” MS, RRMS). Diese stellt mit bis zu 85%
die hdufigste klinische Erscheinungsform der MS dar. Bei einem Grofteil der Erkrankten kommt
es innerhalb von 10 - 25 Jahren zu einer sekundiren Progredienz (,,secondary progressive* MS,
SPMS), d.h. zu einer schleichenden Zunahme klinischer Symptome und neurologischer Beein-
trachtigungen. Eine von Beginn an fortschreitende Krankheitsverschlechterung tritt in ca. 15 %

der Fille auf, kann mit oder ohne Schiibe verlaufen und umfasst die primér progrediente (,,pri-



mary progressive” MS, PPMS) sowie die schubformig progrediente (,,progressive-relapsing®
MS, PRMS) Verlaufsform [1].

Es wird immer wieder diskutiert, ob MS eine in sich geschlossene Krankheitsentitét
darstellt oder ob sich hinter der uneinheitlichen Klinik, der hochstwahrscheinlich verschiedene
Pathomechanismen zu Grunde liegen, verschiedene Erkrankungen verbergen [4]. Diese Hetero-
genitit und Komplexitdt der MS erfordert die Entwicklung von Modellen, die spezifische Aspek-
te der histopathologischen und neurobiologischen Besonderheiten darstellen und durch ein
verbessertes Verstidndnis pathogenetischer Mechanismen neue Therapiestrategien ermdglichen
[4]. Somit kommt auch der Frage nach der pathogenetischen Rolle verschiedener Immun-
zellpopulationen eine immer groBBere Bedeutung zu. In den letzten Jahren riickten Natiirliche
Killer-(NK)-Zellen und deren Funktion in der Regulation immunologischer Prozesse zunehmend
in den Fokus der Aufmerksamkeit. NK-Zellen sind ein Bestandteil des angeborenen Immunsys-
tems. Wie der Name impliziert, reagieren NK-Zellen ohne vorherigen Antigenkontakt zytoto-
xisch auf transformierte oder viral infizierte Zellen. Sie sind jedoch nicht nur reine ,,Killer*, son-
dern besitzen auch regulatorische Funktionen, die sowohl das angeborene als auch das erwor-
bene Immunsystem beeinflussen [5]. Genmutationen, die einen Defekt der NK-Zellen verur-
sachen, haben neben Immundefizienz und Infektanfilligkeit eine Empfanglichkeit fiir Autoim-
munerkrankungen zur Folge [6]. Bei Patienten mit MS ist neben der Anzahl zirkulierender NK-
Zellen auch die funktionale Aktivitdt zu Beginn klinischer Schiibe reduziert, wohingegen es in
der Remissionsphase zu einer Normalisierung kommt - Erkenntnisse, die auf eine protektive
Funktion der NK-Zellen hinweisen [7]. Gegensétzlich zu diesen Ergebnissen gibt es Unter-
suchungen, die von einer Beteiligung der NK-Zellen an neurotoxischen Prozessen berichten [8].
Auch wurden schidliche Einfliisse von NK-Zellen bei MS beschrieben [9]. Es ist zu unter-
suchen, ob diese widerspriichlichen Beobachtungen von ein und demselben Zelltyp verursacht
werden, oder ob unterschiedliche Subtypen existieren, die in der Erkldrung dieser Unstimmigkeit
von Bedeutung sind [10]. Vorausgehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten
zeigen, dass die Expression des Chemokinrezeptors CX3CR1 den Zellreifungsgrad der NK-
Zellen widerspiegelt und dass unreife CX3CR1- Zellen sich beziiglich ihres zytotoxischen Poten-
zials und Zytokinprofils von reifen CX3CR1" NK-Zellen unterscheiden [11]. Des Weiteren kor-
relierte die Krankheitsaktivitit bet RRMS-Patienten mit der Frequenz von CX3CR1* NK-Zellen

im Blut [12]. Der therapeutische Erfolg immunmodulatorischer Substanzen wie Daclizumab oder



INF-B wird mit einer gesteigerten Frequenz unreifer NK-Zellen assoziiert [13]. Arbeiten unserer
Gruppe hingegen zeigten, dass ein Therapieansprechen auf Mitoxantron, welches zur Behand-
lung der SPMS zugelassen ist, auf einer Reifung von NK-Zellen beruht [14]. Diese Zusammen-
hinge und die Rolle der NK-Zellen und ihrer Subtypen bei neuroinflammatorischen Erkrankun-
gen bleiben zum aktuellen Zeitpunkt unklar. Weitere Untersuchungen sind somit zwingend er-
forderlich.

Im Gegensatz zur schubférmig verlaufenden MS werden bei der progredienten Form der
Erkrankung nicht entziindliche, sondern vor allem neurodegenerative Prozesse fiir die stetige
Zunahme der korperlichen Beeintrachtigung verantwortlich gemacht [15]. Oxidativer Stress, mi-
tochondriale Dysfunktion und Dysregulation des Eisenstoffwechsels scheinen dabei als
Bindeglied zwischen Entziindung und axonaler Neurodegeneration zu fungieren [16]. Gegenwir-
tige Therapieansitze und Neuentwicklungen in der MS-Therapie beruhen jedoch hauptsidchlich
auf antiinflammatorischen oder immunmodulatorischen Effekten. Sie zeigen kaum einen klini-
schen Nutzen, das Fortschreiten neurologischer Defizite bei chronisch progredienten
Erkrankungsverldufen aufzuhalten. Wirksame therapeutische Optionen fiir SPMS oder PPMS
existieren bis dato nicht. Somit ist ein vielversprechender Ansatzpunkt in der Entwicklung neuer
therapeutischer Moglichkeiten die Untersuchung von Substanzen wie Idebenon oder Epigallo-
catechin-3-Gallat (EGCG), die iiber das Potenzial verfiigen, oxidativem Stress und Neurodege-
neration entgegenzuwirken.

Idebenon ist ein synthetisches Analogon des Coenzyms Q10, welches an der mitochondrialen
Innenmembran lokalisiert als Bestandteil der Atmungskette am Elektronentransfer dieser betei-
ligt ist [17]. Idebenon besitzt die Fahigkeit, den Elektronenfluss in geschiddigten Mitochondrien
und somit die zelluldre Energieversorgung wiederherzustellen [17, 18]. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die protektive Anwendung von Idebenon retinale Zellen effektiv vor oxidativem
Stress schiitzt [19]. In Anbetracht dessen wurde die Hypothese erstellt, dass die Behandlung mit
einem Antioxidans wie Idebenon einen positiven Effekt im Tiermodell der chronischen Neuroin-
flammation zeigen wiirde [20].

EGCQG, ein Polyphenol gewonnen aus griinem Tee, weist als Eisenchelatbildner neben antiapop-
totischen Eigenschaften die Fahigkeit auf, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu un-
terbinden und somit vor neuronaler Schidigung zu schiitzen [21]. Im Tiermodell der RRMS, der

schubformig verlaufenden experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) konnte



EGCG die Schwere der klinischen Symptomatik abmildern, in dem es nicht nur die Entziin-
dungsaktivitit im Gehirn, sondern auch neuronale Schiden reduzierte [22]. Jiingere Untersu-
chungen von Wang et al. erbrachten den Nachweis, dass EGCG bei chronischer EAE das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen T-Zell-Phidnotypen zugunsten eines
neuroprotektiven Effektes verdnderte [23].

Hier wurde EGCG als ,,Add-on*“-Therapie zu Glatirameracetat (GA), einem anerkannten, im-
munmodulatorischen MS-Basistherapeutikum eingesetzt. Die Therapie mit diesem Polypeptid
induziert spezifische GA-reaktive TH2-Zellen, die die Féhigkeit besitzen, im ZNS zu akkumulie-
ren und neben antiinflammatorische Zytokinen auch neurotrophe Faktoren zu sezernieren. Die
Kombination zweier Substanzen, die sich moglicherweise durch unterschiedliche therapeutische
Angriffspunkte ergdnzen und somit einen zusétzlichen Nutzen bringen, kann sich im Vergleich
zu Monotherapien als vorteilhaft erweisen [24]. Grundlage meiner Arbeit waren vorausgegange-
ne Untersuchungen unserer Gruppe, die im Mausmodell der RRMS synergistische therapeutische
Eftekte der Kombinationstherapie von EGCG und GA nachgewiesen haben [24]. Die Kombina-
tion beider Substanzen reduzierte dabei nicht nur signifikant die Schwere der Erkrankung und
verzogerte den Ausbruch der Krankheitssymptome, sondern zeigte auch in vitro und ex vivo Un-
tersuchungen eine sich verstirkende neuroprotektive und neuroregenerative Wirkung. In Zu-
sammenschau dieser vielversprechenden Erkenntnisse wurde postuliert, dass aufgrund der Ei-
genschaften von EGCG und GA die Kombinationstherapie beider Komponenten bei etablierter
chronischer EAE ebenfalls einen synergistischen Effekt beziiglich des neuroprotektiven und neu-

roregenerativen Potenzials zeigen wiirde.
2. Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mich mit der Atiopathogenese und Therapie der MS
beschiftigt. Schwerpunkt meiner Untersuchungen waren dabei neurodegenerative Prozesse,
welche vor allem bei progredienten Verlaufsformen der Erkrankung eine Rolle spielen. In Anbe-
tracht oben genannter Erkenntnisse waren die Ziele meiner Arbeit:

« die Charakterisierung von NK-Zellen im Liquor von MS-Patienten und Patienten mit anderen
inflammatorischen und nicht-inflammatorischen neurologischen Erkrankungen sowie
« die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien in Hinblick auf oxidativen Stress als begiins-

tigenden Mechanismus der Neurodegeneration.



3. Methodik
3.1. Patienten

Patienten mit klinisch definierter MS (MS, n=22), entziindlichen (IND, n=11) oder nicht
entziindlichen neurologischen Erkrankungen (NIND, n=29) wurden an der Cleveland Clinic
(Cleveland, Ohio, USA) und der Charité (Universititsmedizin Berlin) rekrutiert. Die Zuordnung
zu den einzelnen Gruppen erfolgte entsprechend der McDonald-Diagnosekriterien von 2005 [3]
durch approbierte Humanmediziner. Die Patientengruppen waren vergleichbar in Alter und Ge-
schlecht. Detaillierte Informationen zu demographischen und klinischen Merkmale der Patienten
sind Tabelle 1 - 3 der ausgewéhlten Publikation auf Seite 27 der Promotionsschrift zu entnehmen
[25].

Jedem Patienten wurde zur gleichen Zeit Liquor und Blut entnommen. Diese invasive Diagnostik
erfolgte im Rahmen ohnehin notwendiger Untersuchungen, sodass fiir die Studie keine zusétzli-
che Punktionen notwendig wurden. Alle Patienten gaben nach angemessener Aufklarung schrift-
lich Thre Zustimmung zur Studienteilnahme. Die Studie wurde durch das "Institutional Review

Board® der Cleveland Clinic und die Ethikkommission der Charité bewilligt.
3.2. EAE

Alle Versuche wurden gemil3 der Richtlinie 2010/63/EU des europdischen Parlaments
und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwende-
ten Tiere durchgefiihrt und von der Tierversuchskommission des Landesamts fiir Gesundheit und
Soziales Berlin (LAGeSo) genehmigt (Genehmigungsnummer: G 0198/11, Datum der be-
hordlichen Genehmigung: 05.12.2011). Zur Induktion der EAE wurde 250 pg MOGss.ss-Peptid
(Pepceuticals, Leicester, UK) mit komplettem Freund-Adjuvans (Difco, Franklin Lakes, NJ),
welches 800 ug Mycobacterium tuberculosis H37Ra enthélt, emulgiert und den 8-10 Wochen
alten, weiblichen C57BL/6 Maiusen subkutan injiziert. An Tag 0 und 2 nach Immunisierung
wurde zusitzlich 200 ng Bordetella Pertussis Toxin (List Biological Laboratories, Campell, CA)
intraperitoneal verabreicht. Die Tiere wurden tiglich gewogen, auf Krankheitssymptome hin un-
tersucht und anhand folgender Skala beurteilt: 0 = gesund; 1 = Paralyse des Schwanzes; 2 =
Parese der Hinterpfoten; 3 = Paralyse der Hinterpfoten; 4 = Paraplegie und Schwiche der
Vorderpfoten; 5 = moribund oder tot. Die einzelnen Therapieschemen mit GA, EGCG bzw.

Idebenon sind den ausgewihlten Publikationen zu entnehmen [20, 26].
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3.3. Histologie

Die Méuse wurden anisthesiert und folgend transkardial mit PBS und zinkbasierter Fixa-
tionslosung (ZBF) perfundiert. Nachdem Gehirn und Riickenmark entnommen wurden, erfolgte
iiber Nacht eine Kryoprotektion in 15 % und 30 % Sucrose. Das Riickenmark wurde in 8 Quer-
schnittssegmente geteilt in Tissue Tek (Sakura) eingebettet und in mit Hilfe von Trockeneis
vorgekiihltem Methylbutan schockgefroren. Danach wurden am Kryostat 12 pm dicke Schnitte
angefertigt. Zur Darstellung von entziindlichen Infiltraten, Demyelinisierung und axonalen
Schiaden wurden die Schnitte entsprechend der Standardprotokolle mit Hématoxylin-Eosin
(H&E), Luxol Fast Blue (LFB) und Silberimprignation nach Bielschowsky angefdrbt. Die
Auswertung erfolgte semiquantitativ mit Hilfe eines Lichtmikroskops, indem jedes der acht
Segmente in Quadranten unterteilt wurde und der Grad der entziindlichen Aktivitit (H&E; 0 =
keine Entziindungszeichen; 1 = milde Entziindungsaktivitit; 2 = ausgepréigte Entziindungsaktiv-
itdt), der Demyelinisierung (LFB; 0= keine Demyelinisierung; 1 = milde Demyelinisierung, 2=
ausgepragte Demyelinisierung) und des axonalen Schadens (Bielschowsky; 0 = kein axonaler
Schaden; 1 = milder axonaler Schaden; 2 = ausgeprigter axonaler Schaden) von 2 unabhéngigen
Untersuchern verblindet beurteilt wurde. Die Ergebnisse sind dargestellt als prozentualer Anteil

pathologisch verdnderter Quadranten bezogen auf die Gesamtzahl aller beurteilten Quadranten.

3.4. Durchflusszytometrie

3.4.1.  Proliferationsanalyse muriner MOG-spezifischer CD4" T-Zellen

Die Proliferation MOG-spezifischer CD4" T-Zellen wurde mittels einer Carboxyfluores-
cein-Diacetat-Succinimidyl-Ester-(CFSE)-Verdiinnungsanalyse untersucht. An Tag 16, 26 bzw.
62 nach Immunisierung wurden die drainierenden axillaren und inguinalen Lymphknoten der
Maéuse entnommen und homogenisiert. Nachdem die Lymphknotenzellen (1x10%/ml) gewaschen
wurden, erfolgte die Resuspension in vorgewdrmtem RPMI+1 % Hepes (RH) und Inkubation mit
2.5 uM CFSE (Molecular Probes, Karlsruhe) bei 37 °C fiir 10 min. Der Férbeprozess wurde
durch die Zugabe von FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden in einer 96-well
Mikrotiterplatte (2 x 10° Zellen / well) fiir 72 h in Anwesenheit von 50 pg/ml MOGss.ss kul-
tiviert. Als Positivkontrolle wurden CFSE-markierte Zellen mit anti-CD3 (3 pg/ml) und anti-
CD28 (2.5 png/ml) (Becton—Dickinson, Heidelberg) stimuliert. Die Auswertung der Zellteilung
erfolgte mit dem Durchflusszytometer (FACS Canto) basierend auf einer Farbung mit anti-CD4

Alexa Fluor 647 (Invitrogen, Darmstadt).
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3.4.2. Intrazelluldre Farbung von Zytokinen und FoxP3 muriner CD4" T-Zellen

Um den Einfluss der verschiedenen Behandlungsansitze auf den Phénotyp infiltrierender
CD4* T-Zellen und deren Funktion néher zu untersuchen, wurden an Tag 26 nach 12 Tagen der
Behandlung mononukledre Zellen der Milz ( 2 x 10°/ ml) und des ZNS kultiviert und mit 3 pg/
ml anti-CD3 und 2.5 pg/ml anti-CD28 (Becton—Dickinson, Heidelberg) fiir 4 h bei 37 °C sti-
muliert. Brefeldin A (1 w/ml) wurde 2 h vor Inkubationsende hinzugegeben, um die Sekretion der
produzierten Zytokine zu verhindern und damit eine Akkumulation dieser in der Zelle zu errei-
chen. AnschlieBend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen den FcyIII/II Rezeptor (anti-mouse
CD16/CD32; Becton—Dickinson, Heidelberg) geblockt, um unspezifische Bindungsstellen fiir
nachfolgend eingesetzte Antikérper zu blockieren. Die Farbung der Milzzellen erfolgte mit Per-
CP-markiertem anti-CD4 (Becton—Dickinson, Heidelberg), die der ZNS-Zellen mit Antikorpern
gegen CD4 und CD45 (PE Cy7; Becton—Dickinson, Heidelberg) entsprechend der Standardpro-
tokolle. Nach der 24-stlindigen Fixation mit Fix/Perm Puffer (eBioscience, Frankfurt) wurden
die Zellen zusitzlich mit anti-IL17 PE (Becton—Dickinson, Heidelberg), anti-IFNy eFluor 450
(eBioscience, Frankfurt) und anti-FoxP3 APC (eBioscience, Frankfurt) gefdrbt, um den T-Zell-
Phénotyp und das Ausmal der Zytokinproduktion zu bestimmen. Die Analyse erfolgte mit einem
FACS Canto Durchflusszytometer.
3.4.3.  Phinotypenbestimmung humaner NK-Zellen und Probandenpopulation
Fiir die Charakterisierung von NK-Zellen bei Patienten mit MS, entziindlichen
oder nicht entziindlichen neurologischen Erkrankungen (s. Methodenteil 3.1) wurde mittels
spinaler Lumbalpunktion Liquor gewonnen. Einbezogen in die Untersuchung wurde nur
mikroskopisch klarer, blutfreier Liquor. Gleichzeitig zur Liquor- erfolgte auch eine periphere
Blutentnahme. Insgesamt wurden 22 Patienten mit Multipler Sklerose, 11 Patienten mit anderen
entziindlichen neurologischen Erkrankungen (IND) und 29 Patienten mit nicht entziindlichen
neurologischen Erkrankungen (NIND) eingeschlossen. Die Blut-Liquor-Probenpaare einer ersten
Kohorte (16 MS Patienten, 8 IND Patienten und 29 NIND Patienten) wurden mit PE-markierten
anti-CD56 und anti-CD16 sowie FITC-markierten anti-CD3 Antikorpern (Becton—Dickinson,
Heidelberg) gefarbt, die einer zweiten Kohorte (6 MS Patienten und 3 IND Patienten) mit anti-
CD3 PerCP, anti-CD16 Pacific Blue (Becton—Dickinson, Heidelberg), anti-CD56 FITC und bi-
otinyliertem anti-CD27 (eBioscience, San Diego, CA), anti-CX3CR1 PE (Nagoya, Japan) und
APC-Streptavidin (Becton—Dickinson, Heidelberg).
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3.5. Quantitative Echtzeit-RT-PCR

Zur relativen Quantifizierung der Genexpression mittels Echtzeit-PCR wurde die RNA
aus zinkbasiert fixiertem Gewebe mit Hilfe von peqGOLD-TriFast Reagenz (Peqlab, Erlangen),
welche Guanidiniumthiocyanat enthilt, entsprechend der Herstellerhinweise isoliert. Es erfolgte
die reverse Transkription und die Durchfiihrung der quantitativen PCR mit Hilfe des ABI Prism
7000 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Darmstadt). Die Primer und Sonden
wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Also endogene Referenz
diente 18s rRNA. Die Menge des Ziel- und Referenzgens wurde iiber cDNA-Verdiinnungsreihen
ermittelt. Die Werte des Schwellenwert-Zyklus (CT) wurden mittels Standardkurve in frei
wéhlbare Einheiten (arbitrary units, AU) umgewandelt. Die Ergebnisse sind als Verhéltnis der

Expression des Zielgens zum Referenzgen dimensionslos dargestellt.

3.6. Statistik
Die EAE Krankheitsverldufe, Ergebnisse der Histologieauswertungen und die kumulative

Krankheitsaktivitdit wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem Dunns-post-hoc-Test oder
dem Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Weitere Daten wurden mittels T-Test oder ANOVA
analysiert. P-Werte < 0.05 wurden als signifikant betrachtet. Die Auswertung erfolgte mit
GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). * p <0.05, ** p <0.01, ***
p <0.001.
4. Ergebnisse
4.1. Charakterisierung von NK-Zellen im Liquor von MS-Patienten und Patienten mit an-

deren inflammatorischen und nicht-inflammatorischen neurologischen Erkrankungen

4.1.1.  Die Anzahl der NK-Zellen ist im Liquor von MS-Patienten erniedrigt

Die Rolle von NK-Zellen bei chronischer Neuroinflammation ist bis dato nicht eindeutig
geklart. Um diese ndher zu charakterisieren, wurde die Zellfrequenz und der Phianotyp der NK-
Zellen von Patienten mit MS, entziindlichen oder nicht entziindlichen neurologischen
Erkrankungen in Liquor und Blut analysiert. Die Anzahl der NK-Zellen (CD16%, CD56", CD3")
zeigte sich dabei im Liquor von MS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit nicht entziindlichen
neurologischen Erkrankungen signifikant reduziert. Entsprechend war der Liquor-/Blutquotient
der NK-Zellen bei MS-Patienten (1 : 8,5) gegeniiber den berechneten Quotienten in den Patien-
tengruppen der entziindlichen (1 : 6) oder nicht entziindlichen (1 : 4) neurologischen Erkrankun-

gen deutlich verringert. Im Blut hingegen konnten keine Unterschiede innerhalb der verschiede-
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nen Krankheits-kategorien festgestellt werden. Interessanterweise war unabhingig von der Pa-

tientengruppe insgesamt die Frequenz der NK-Zellen im Liquor niedriger als im Blut.

4.1.2.  Der Phéanotyp der NK-Zellen von Patienten mit neuroinflammatorischen

Erkrankungen unterscheidet sich in Liquor und Blut

Um den Phénotyp der in den Liquor einwandernden NK-Zellen ndher zu charakterisieren,
erfolgte eine Analyse der Subgruppen der NK-Zellen anhand der Expression der Oberflichen-
marker CD56 und CD16. Der Status der Zellreifung wurde mittels Expression von CD27 und
CX3CRI1 bestimmt [11]. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil unreifer NK-Zellen (45 %
CD56bright CD27* bzw. 65 % CD56Pright CX3CR1°) im Liquor deutlich erhoht war, wohingegen
im Blut der Anteil nur sehr gering ausfiel (3,5 % CD56right CD27* bzw. 4% CD56right CX3CR1-
). Demnach scheinen bei Patienten mit entziindlichen neurologischen Erkrankungen die NK-
Zellen des Liquors im Gegensatz zu den reifen NK-Zellen des Blutes einem eher unreifen

Phénotyp zu entsprechen.

4.2. Entwicklung neuer therapeutischer Strategien in Hinblick auf oxidativen Stress als
begiinstigenden Mechanismus der Neurodegeneration
4.2.1. Bei chronischer EAE verfehlt die antioxidative Substanz Idebenon

neuroprotektive Effekte

Es wurde die Wirksamkeit der antioxidativen Substanz Idebenon im chronischen EAE-
Modell untersucht. Idebenon konnte dabei in einem préventiven Therapieansatz jedoch weder die
Inzidenz beeinflussen noch den Ausbruch der Erkrankung verzégern. Auch eine therapeutische
Behandlungsstrategie zeigte keinerlei Erfolg. Eine Abschwichung klinischer Symptome konnte
nicht nachgewiesen werden [20]. Um subklinische Effekte zu evaluieren, wurden analog zu den
histopathologischen Untersuchungen in dem GA und EGCG-Projekt Analysen des Riickenmarks
der mit Idebenon behandelten Mause durchgefiihrt [26]. Idebenon konnte keine Verbesserung der
Entziindungsaktivitit, des Demyelinisierungsgrads oder der axonalen Schéddigung im Vergleich
zur Kontrollgruppe bewirken. Um auszuschlieBen, dass die mangelnden Effekte auf einer un-
zureichenden Dosierung oder Verteilung im Organismus beruhten, wurde der Wirkstoffspiegels
in Blut und Liquor der mit Idebenon behandelten Miuse bestimmt. Idebenon konnte in einer aus-
reichenden Konzentration in Blut und Liquor nachgewiesen und somit eine mangelnde Wirk-
stoffdistribution oder -absorption als Grund fiir das Fehlen der neuroprotektiven Wirkung bei

chronischer EAE von Idebenon ausgeschlossen werden.
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4.2.2.  EGCG und GA als Monotherapie erweisen sich bei chronischer EAE als wirk-

sam, wohingegen die Kombinationstherapie versagt

Hauptziel dieser Arbeit war es, die Kombinationstherapie von EGCG und GA hinblick-
end auf mogliche synergistische, neuroprotektive Effekte bei etablierter chronischer EAE zu
priifen. Eine Wirksamkeit von GA bei chronischer EAE wurde mehrfach beschrieben [27, 28].
Um einen moglichen synergistischen Effekt der Kombinationstherapie durch den therapeutischen
Effekt von GA nicht zu verschleiern, wurde GA in einer suboptimalen Dosierung verwendet.
C57BL/6 Miuse der mit Vehikel therapierten Kontrollgruppe entwickelten wie zu erwarten einen
chronischen Krankheitsverlauf, der sich ca. 20 Tage nach der Immunisierung mit MOG auf
einem konstanten Niveau stabilisierte. Sowohl GA als auch EGCG in Monotherapie hatten auf
diesen einen positiven Effekt, indem sie die Krankheitssymptome abmilderten. Da GA in einer
suboptimalen Dosis lediglich einmalig angewendet wurde, waren diese Auswirkungen jedoch
nur voriibergehend, und die Mause erreichten etwa 10 Tagen nach der GA-Injektion einen ver-
gleichbar schlechten klinischen Score zur Kontrollgruppe. Die ausschlielich mit EGCG behan-
delten Mduse konnten hingegen eine anhaltende Verbesserung der klinischen Symptomatik
aufweisen. Gegensétzlich zu unseren Erwartungen lie3 nun gerade die Kombinationstherapie von
GA und EGCG keinerlei synergistische Therapieeffekte erkennen.

Um die moglichen Mechanismen der Interaktion von GA mit EGCG ndher zu unter-
suchen, wurde der Einfluss der verschiedenen Therapiestrategien auf die MOG-abhéngige en-
zephalitogene T-Zellantwort ex vivo untersucht. Dazu wurden an Tag 10, 26 bzw. 60 nach Im-
munisierung Zellen aus den Lymphknoten der verschiedenen Versuchsgruppen isoliert und eine
CFSE-basierte Proliferationsanalyse mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Lediglich an
Tag 26 nach Induktion der EAE zeigten periphere CD4* T-Zellen der mit GA und EGCG behan-
delten Méuse eine geringfiigig gesteigerte Proliferation nach Stimulation mit MOG. Der Unter-
schied war jedoch im Vergleich zu der Antwort in der nur mit EGCG behandelten Gruppe nicht
signifikant. Daraus konnte gefolgert werden, dass die Minderung des Therapieeffektes von
EGCG durch GA nicht auf Ebene der Proliferation enzephalitogener T-Zellen erkldrt werden

kann.

4.2.3. Die zusitzliche Verabreichung von GA neutralisiert die neuroprotektiven

Effekte von EGCG bei chronischer EAE
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Um die Wechselwirkungen beider Substanzen bei chronischer EAE weiter zu eruieren,
wurden histopathologische Analysen des Riickenmarks der behandelten Méuse beziiglich des
Entziindungsgrades (Hamatoxylin-Eosin Féarbung; H&E), der Demyelinisierung (Luxol Fast
Blue Farbung; LFB) und der axonalen Schiadigung (Silberimprignation nach Bielschowsky)
durchgefiihrt. Sowohl GA als auch EGCG in Monotherapie konnten die Entziindungsaktivitit im
ZNS signifikant reduzieren, wohingegen die mit der Kombination beider Substanzen therapierte
Gruppe keinerlei Verbesserung hinsichtlich des Entziindungsausmalles gegeniiber der Kontroll-
gruppe aufweisen konnte. Neuroprotektive Effekte zeigte allerdings nur EGCG im chronischen
EAE-Modell. So konnte EGCG signifikant vor Demyelinisierung und axonaler Schéidigung
schiitzen, wihrend GA in suboptimaler Dosierung diese nicht beeinflusste. Erstaunlicherweise
wurde durch die zusétzliche Verabreichung von GA die durch EGCG-vermittelte neuroprotektive

Wirkung aufgehoben.

4.2.4. GA beeinflusst weder die antiinflammatorischen Effekte von EGCG in vivo

noch dessen Funkton als Eisenchelatbildner

Da berichtet wurde, dass EGCG Auswirkungen auf die Differenzierung von T-Zellen in
MOGe-induzierter EAE habe [23], wurde folglich der Phénotyp infiltrierender CD4" T-Zellen in
den verschiedenen Behandlungsgruppen untersucht. Der Anteil regulatorischer Foxp3*-T-Zellen
sowie IFNy- oder IL17-produzierender T-Zellen im ZNS differierte jedoch nicht in den mit
EGCG oder EGCG und GA behandelten Méusen. Auch auf der Ebene der Genexpression der
proinflammatorischen Zytokine IFNy und IL17 und deren entsprechenden Transkriptionsfak-
toren T-bet und RORYT konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Somit scheint eine In-
terferenz von GA und EGCG auf der Ebene (anti)-inflammatorischer Parameter nicht ursdchlich
fiir die beobachteten Eftfekte.

Es gibt zunehmend mehr Hinweise, dass oxidativer Stress und ein dysregulierter Eisen-
stoffwechsel zu neuronalen Schédden fithren. EGCG ist in der Lage, die Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies zu unterbinden, indem es als Eisenchelatbildner die frei verfiigbare Menge von
Eisenionen reduziert [29]. GA konnte mithin auf die Komplexierung von Eisen durch EGCG
Einfluss nehmen. Folgend wurde die 16sliche Eisenkonzentration im Blutserum der verschiede-
nen Versuchsgruppen mittels eines Ferrozin-basierten Analyseverfahrens quantifiziert. Auch hier
zeigten sich keine Unterschiede in den mit EGCG oder EGCG und GA behandelten Gruppen.

4.2.5. Die Expression neurotropher Faktoren bleibt unbeeinflusst
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Ein moglicher neuroprotektiver Mechanismus, der durch EGCG vermittelt wird, ist die
Verstirkung der Expression von Nervenwachstumsfaktoren wie BDNF oder NGF [30]. Folglich
wurde iiberpriift ob GA diese Eigenschaft von EGCG beeintrichtigt, indem die Genexpression
von BDNF, NGF, NT-3 und NT-4 im ZNS der mit EGCG oder EGCG und GA behandelten Mau-
sen mittels quantitativer PCR analysiert wurde. Im chronischen EAE-Modell konnten jedoch
keine Unterschiede in der Expression neurotropher Faktoren zwischen den verschiedenen Thera-

piegruppen festgestellt werden.

4.2.6. Die gemeinsame Anwendung von EGCG und GA verursacht eine gesteigerte
Expression der Himoxygenase-1 (HO-1), wohingegen EGCG in Monotherapie

zu einer Reduktion dieser fithrt

Die Himoxygenase-1 (HO-1) ist ein Hitzeschockprotein, das durch oxidativen Stress in-
duziert wird, Him zu dem antioxidativ wirksamen Biliverdin, Kohlenstoffmonoxid und Eisen
verstoffwechselt und somit moglicherweise Teil eines Mechanismus ist, der vor freien Radikalen
schiitzt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der HO-1 bei EAE und MS gesteigert ist
[31, 32] sowie durch EGCG in vitro beeinflusst wird [33]. Die Auswirkungen der verschiedenen
Therapiestrategien auf die Genexpression der HO-1 wire eine mogliche Ebene, auf welcher GA
mit den neuroprotektiven Effekten von EGCG interagiert. Untersucht wurde dies mittels quanti-
tativer PCR im ZNS der mit EGCG oder EGCG und GA behandelten Mause. Gegensétzlich zu
den erwarteten Ergebnissen fiihrte die Verabreichung von GA in Kombination mit EGCG im
Vergleich zur Monotherapie mit EGCG zu einer gesteigerten HO-1-Expression in der posterioren
Hirnregion einschlieBlich Kleinhirn und Hirnstamm sowie im Riickenmark der Méuse. Im Ver-
gleich zu der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe reduzierte EGCG hingegen die Expression
der HO-1. Diese Ergebnisse waren insofern liberraschend, da angenommen wird, dass EGCG

seine antioxidativen Eigenschaften iiber eine Steigerung der HO-1-Expression vermittelt [33].
5. Diskussion

Ein Aspekt meiner Arbeit befasste sich mit NK-Zellen und deren Rolle bei neuroinflam-
matorischen Prozessen. Bis dato ist nicht geklirt, ob ins ZNS einwandernde NK-Zellen Uberein-
stimmungen mit den NK-Zellen im Blut erkennen lassen. Wenige Erkenntnisse existieren auch
zur Migration der NK-Zellen ins ZNS. Um sich einer Antwort auf diese Fragestellungen zu na-
hern, erfolgte eine Charakterisierung der NK-Zellen von Patienten mit MS, entziindlichen oder

nicht entziindlichen neurologischen Erkrankungen. Untersucht wurde dazu vergleichend in
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Liquor und Blut das Vorkommen und der Phianotyp der NK-Zellen mittels Durchflusszytometrie
[25]. Unabhéngig von der Patientengruppe konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der NK-
Zellen im Liquor signifikant vermindert war [25]. Der Verhiltnisquotient zwischen Liquor und
Blut war dabei vor allem in der MS-Gruppe reduziert, welches im Einklang mit der beschriebe-
nen Defizienz der NK-Zellen bei MS-Patienten steht [12]. Zudem fielen die NK-Zellen im
Liquor von Patienten mit neuroinflammatorischen Erkrankungen durch einen eher unreifen
Phénotyp auf, der im Kontrast zu den ausdifferenzierten NK-Zellen des Blutes steht [25]. Es
findet anscheinend vorzugsweise eine Rekrutierung unreifer CX3CR1- NK-Zellen in den Liquor
cerebrospinalis dieser Patienten statt. Unreife CD561ght NK-Zellen exprimieren die Homing-
Rezeptoren CD62L und CCR7 [34], die auch bei der Migration zentraler T-Gedichtniszellen in
den Liquor von MS-Patienten beteiligt sind [35]. CCR7* T-Gedéchtniszellen scheinen im Sub-
arachnoidalraum mit Antigen-prisentierenden Zellen zu interagieren, zu CCR7- Effektor-T-
Gedichtniszellen weiterzudifferenzieren und damit die Fahigkeit zu erlangen, in das ZNS-
Parenchym einzuwandern [36]. Induziert man die EAE bei CX3CR1-defizienten Mausen, so ist
der Krankheitsverlauf schwerer und die Infiltration der NK-Zellen ins ZNS reduziert [37]. Man
konnte demnach spekulieren, dass NK-Zellen zur Reifung ebenfalls im Subarachnoidalraum mit
Antigen-priasentierenden Zellen in Kontakt treten und als CCR7- CX3CR1* Zellen folgend in das
ZNS-Gewebe einwandern konnen [25]. Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass der Liquor moglicherweise eine Zwischenstation in der Migration der NK-Zellen bildet und
CX3CRI1 einen entscheidenden Faktor fiir die Einwanderung der NK-Zellen ins Parenchym des
ZNS darstellt. Auch wiirde diese Hypothese erklaren, warum NK-Zellen CX3CR1-defizienter

Mause nicht die Fahigkeit besitzen, ins ZNS Gewebe einzuwandern [37].

Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des ZNS, bei der ein Zustand chronischer Neuroin-
flammation neben Demyelinisierung und Schidigung der Oligodendrozyten zu axonaler und
neuronaler Schadigung fiihrt, die ma3geblich mit dem Grad neurologischer Funktionsstérungen
korreliert [15]. Dabei scheint die mitochondriale Schidigung, mutmaBlich getriggert durch die
Produktion reaktiver Sauer- und Stickstoffspezies in eingewanderten Makrophagen und akti-
vierter Mikroglia, ein zentrales Element der Neurodegeneration darzustellen und friihzeitig, noch
vor den ersten Verdnderungen der Axonmorphologie, aufzutreten [38]. Therapieansitze, die der

Bildung schédlicher reaktiver Verbindungen entgegensteuern, stellen somit eine aussichtsreiche

18



Option in der Behandlung von Erkrankungen mit mitochondrialer Beteiligung, wie auch bei der
MS, dar. Basierend auf diesen Uberlegungen wurde die Wirksamkeit der antioxidativen Substanz
Idebenon bei chronischer EAE untersucht [20]. In klinischen Studien zur Friedreich-Ataxie
sowie zur Leberschen hereditdaren Optikusneuropathie (LHON) - Erkrankungen, die priméar durch
eine mitochodriale Dysfunktion gekennzeichnet sind - hat sich Idebenon als wirksam erwiesen
[39, 40]. Eine hochdosierte Behandlung von Friedreich-Ataxie-Patienten mit Idebenon resultierte
in einer Verbesserung der neurologischen Funktionen sowie der gesundheitsbezogenen Lebens-
qualitit [39]. Im Mausmodell der LHON konnte als zugrunde liegender Wirkmechanismus eine
Wiederherstellung des gestorten Elektronentransportes in der Atmungskette durch Idebenon
nachgewiesen werden [18]. Zusitzlich werden Idebenon antiinflammatorische Eigenschaften
zugesprochen [41]. Diese Erkenntnisse und Eigenschaften von Idebenon fiihrten zu der Hy-
pothese, dass dieses Antioxidans sich bei den progredienten Krankheitsverldufen der MS als
wirksam erweist. Im chronischen EAE-Modell zeigte Idebenon allerdings keinerlei therapeuti-
schen Nutzen. Auch konnten in histopathologischen Untersuchungen keine subklinischen Effekte
nachgewiesen werden. Idebenon konnte weder die Entziindungsaktivitét noch den Grad der De-
myelinisierung oder axonalen Schiadigung beeinflussen. Eine unzureichende Dosierung sowie
eine mangelhafte Resorption oder Distribution in das ZNS wurden als Ursache der fehlenden
Wirksamkeit ausgeschlossen. Idebenon wurde mittels oraler Gavage verabreicht. Dabei konnten
vergleichbare Plasma- und Liquorkonzentrationsspiegel erzielt werden, die sich im Mausmodell
der LHON als wirksam erwiesen haben [18]. Obwohl der mitochondrialen Dysfunktion in der
Pathogenese der chronischen EAE eine entscheidende Rolle zugesprochen wird und Idebenon
die Fahigkeit besitzt, den Elektronenflusses in geschéddigten Mitochondrien wiederherzustellen,
konnte in unseren Handen Idebenon bei chronischer EAE keinen klinischen Nutzen erbringen.
Ein weiterer vielversprechender Kandidat zur Behandlung der chronischen Neuroin-
flammation ist EGCG, eine antiinflammatorische und antioxidative Substanz mit der Fahigkeit
Eisen zu komplexieren. Basierend auf fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden
in diesem Zusammenhang synergistische therapeutische Effekte der Kombinationstherapie von
EGCG und GA, einer Substanz, der ebenfalls neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben wer-
den, bei der Behandlung der chronischen EAE iiberpriift [24, 26]. Uberraschenderweise verfehlte
die Kombination beider Substanzen jedoch jeglichen therapeutischen Effekt und zeigte keinerlei

Verbesserung der klinischen Symptomatik im Vergleich zur der mit Vehikel behandelten Kon-
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trollgruppe. Die alleinige Therapie mit EGCG hingegen milderte deutlich die Schwere des
Krankheitsverlaufs, indem EGCG Demyelinisierung und axonale Schiden reduzierte. Auch ver-
ringerte EGCG signifikant die Anzahl entziindlicher ZNS-Infiltrate. Die zusétzliche Verabrei-
chung von GA in der Kombination mit EGCG bei chronischer EAE scheint folglich den thera-
peutischen Effekt von EGCG zu neutralisieren. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Un-
tersuchungen unserer Arbeitsgruppe, die einen synergistischen therapeutischen Effekt von GA
und EGCG bei schubformig-verlaufender EAE aufzeigten [24].

Die Kombinationstherapie mit EGCG und GA fiihrte interessanterweise zu einer gesteigerten
Expression des durch oxidativen Stress und inflammatorische Stimuli induzierbaren Enzyms
HO-1 in der posterioren Hirnregion sowie im Riickenmark der erkrankten Miuse. EGCG in
Monotherapie hingegen verminderte die HO-1-Expression im Vergleich zu der mit Vehikel be-
handelten Kontrollgruppe. Die HO-1 wird vornehmlich in Zellen entziindlicher Lésionen im
ZNS exprimiert. Man kénnte demnach spekulieren, dass die Konzentration der HO-1 unabhéngig
von Therapieeinfliissen lediglich den Grad der Entziindung reflektiere. Allerdings beeinflusste
GA in Kombination mit EGCG nicht die Infiltration entziindlicher Zellen im ZNS, weshalb es
unwahrscheinlich erscheint, dass die Verdnderungen der HO-1 durch die verschiedenen Thera-
piestrategien lediglich eine Wiederspiegelung des EntziindungsausmaBes darstellen. Unsere
Ergebnisse sind mithin iiberraschend, da berichtet wurde, dass EGCG die HO-1 in vitro und in
vivo induziert [33]. Wéhrend bei Lewis-Ratten die Hemmung der HO-1 vor EAE-Beginn den
Krankheitsverlauf verschlechterte [42], wirkte diese sich bei bereits etablierter EAE in Méiusen
giinstig auf den Schweregrad der Erkrankung aus [43]. HO-1-defiziente Méuse entwickelten
einen schwereren EAE-Verlauf im Vergleich zum Wildtyp, und die Induktion der HO-1 nach
Krankheitsausbruch mittels Kobalt-Protoporphyrin IX zeigte einen therapeutischen Nutzen
sowohl bei schubformig verlaufender als auch in chronischer EAE [44]. Allerdings scheint die
anhaltende Induktion der HO-1 durch Kobalt-Protoporphyrin IX [45] und die iiberméBige Ex-
pression der HO-1 im Allgemeinen [46] zu pathologischer Eisenablagerung und mitochondrialer
Autophagie zu fithren - beides Prozesse, die mit neurodegenerativen Erkrankungen [47], MS
[48] und EAE [16] in Verbindung gebracht werden. Es bleibt unklar, ob die Hochregulation der
HO-1 eine physiologische antiinflammatorische und zytoprotektive Antwort auf schidliche

Stimuli ist oder ob sie einen entscheidenden Beitrag zur Krankheitsentwicklung leistet [49].
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Obwohl sicherlich weitere Untersuchungen zur Rolle der HO-1 bei chronischer Neuroinflamma-
tion unabdingbar sind, ist eine mdgliche Erkldarung dieser widerspriichlichen Befunde, dass die
HO-1 abhingig von der Krankheitsphase giinstige oder schiadliche Auswirkungen haben kann.
So bewirkt die Hemmung des Enzyms vor oder nach Beginn der EAE gegenldufige Effekte, da
initial die HO-1 eine protektive, antioxidative Funktion ausiibt, indem das prooxidative Him
beschleunigt zu den radikalfangenden Gallenfarbstoffen Biliverdin und Bilirubin abgebaut wird
[47]. Im weiteren Krankheitsverlauf jedoch wirkt die stetige Uberexpression der HO-1 sich
schédlich auf das Fortschreiten der Erkrankung aus, da durch den Hdmabbau freigewordenes
Eisen im ZNS akkumuliert. In einer Umgebung gekennzeichnet durch chronische Neuroinflam-
mation, der damit verbundenen Aktivierung von Mikroglia und Generierung freier Radikale
entstehen zweiwertige Eisenkationen, die zur Bildung hochreaktiver Hydroxylradikale beitragen
und weitere Schaden verursachen [50]. Zusitzlich konnte die altersabhéngige Akkumulation von
Eisen diesen Circulus vitiosus bei Patienten mit PPMS oder SPMS verstiarken. Eisen wird im
Gehirn iiberwiegend in Oligodendrozyten gespeichert. Gehen diese beispielsweise durch oxida-
tiven Stress in MS-Lésionen zu Grunde, wird dabei abermals massiv Eisen freigesetzt, was
wiederum zur Generierung von ROS beitrdgt [31]. Auch unsere Ergebnisse sind mit dieser Hy-
pothese in Einklang zu bringen. Entgegen der Effekte bei schubformig-verlaufender EAE beruht
die therapeutische Wirksamkeit von EGCG bei chronischer EAE auf der Herunterregulierung der
HO-1 in Krankheitsphasen, in denen als pathogenetischer Mechanismus oxidativer Stress eine
Hauptursache neurodegenerativer Prozesse darstellt.

Zusammenfassend unterstreichen oben genannte Erkenntnisse und Ergebnisse die Komplexitét
der Regulation der HO-1 sowie des Eisenstoffwechsels. Weitere Untersuchungen zum Redox-
Gleichgewicht wihrend Zustéinden chronischer Neuroinflammation und insbesondere bei chro-
nischer EAE sind erforderlich. Ein besseres Verstindnis dieser Prozesse ist grundlegend fiir die
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien fiir die Behandlung der progredienten MS-Ver-
laufsformen.
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