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1 Einleitung

Immunglobuline zur intravenésen Anwendung (IVighaiPharmaka, die in der Behandlung von
immunologischen Erkrankungen bereits einen festelleBwert besitzen. Bislang z&hlen 1VIg nicht
zu den Basistherapeutika bei multipler Sklerose }\MBier autoimmunen Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Die genaue Wirkung dieser &&ip bei MS ist nicht geklart. Postuliert
werden verschiedene Angriffspunkte am Immunsystém.Tierexperimenten konnte gezeigt
werden, das IVIg nach viral induzierter Demyeliarsing durch ein Picornavirus (Warrington et al.
2000) in der Lage sind, Oligodendrozytenvorlaufdkere (OVZ) zu einer gesteigerten
Remyelinisierung zu stimulieren. Bemerkenswert dater, das monoklonale Antikdrper gegen
Oligodendrozyten vom IgM Typ eine grol3ere Potenfwemsen, als IVIg Praparate ohne IgM
Anteil. Dies warf die Frage auf, ob grundséatzlitHg Praparate mit hohem IgM Anteil (IVIgM)
eingesetzt werden sollten und inwiefern sich diésgparation in Bezug auf die Wirksamkeit auf
Zellkulturebene, insbesondere auf Gliazellen, ert#uf reine, isolierte OVZ hatten polyklonale
IVIg Praparate keinen direkten Einfluss (Stangehlett999). Isolierte Mikroglia, die Immunzellen
des Gehirns hingegen, reagierten nach Stimulatib®emtaglobin, einem IgM angereicherten 1VIg
Préaparat mit einer erhdhten Produktion von ZytokirfPul et al. 2002). Da sich im ZNS des
lebenden Individuums stets alle Gliazellarten laéfim und im Rahmen der MS diese Zellen sowohl
der Immunantwort des Kdorpers als auch der dardgéfmlen Therapie ausgesetzt sind, wurden im
Rahmen dieser Promotion die Wirksamkeit von 1Vigid @VZ in Anwesenheit von Mikroglia und
Astrozyten untersucht Des Weiteren ist auch ingznes inwiefern sich die Wirksamkeit von
verschiedenen IVIg im Rahmen eines solchen Versucmerscheiden, d.h. liefern 1VIgM auch

statistisch signifikante Ergebnisse und wenn diess Fall ist, haben diese Ergebnisse dann auch

eventuell eine klinische Konsequehz



1.1  Multiple Sklerose (MS)

Die Multiple Sklerose (MS oder Enzephalomyelitisss#timinata) ist eine entzundliche,
demyelinisierende Erkrankung des Zentralen Nenaesys (ZNS), mit einem Erkrankungsgipfel
zwischen dem 25.-40. Lebensjahr, wobei Frauen géubetroffen sind als Manner. In Deutschland
wird die Anzahl der an MS erkrankten Menschen aufdestens 120.000 geschéatzt (Hein und
Hopfenmuller 2000). Die Pravalenz von MS in Eurdgaragt 30-95 Erkrankungen pro 100.000
Einwohner (Rosati 2001). Klinisch auf3ert sich diekrBnkung in multiplen neurologischen
Symptomen, wie Sensibilitatsstorungen, Gangstomingé belastungsabhangiger Schwache der
Beine und Gangunsicherheit, Sehstérungen durch E€p&kusneuritis und teilweise durch
.versteckte® Symptome wie verstarkte Ermudbarkdtatigue), Konzentrationsstérungen und
depressiver Verstimmung. Es sind verschiedene &tadnd Verlaufe von MS bekannt. Man
unterscheidet zwischen dem klinisch - isoliertemdgm (KIS), der schubférmigen Verlaufsform
(Relapsing — remitting — RRMS), der sekundar progmeten (SPMS) und der primar progredienten
(PPMS) Verlaufsform (Leitlinien der Deutschen Ges#laft fir Neurologie 2008). Bisher kann die
Progredienz dieser Erkrankung nur verlangsamt,trabler aufgehalten werden. Die gegenwartig
eingesetzten Therapien zielen hauptsachlich aefReduktion der entziindlichen Aktivitat ab. Dies
beinhaltet die Rickbildung schubassoziierter SymgtoVorbeugung weiterer Krankheitsschiibe
und der Verlangsamung der Krankheitsprogression.tuélle Therapien basieren auf

Immunsuppression und Immunmodulation.
1.1.1 Pathophysiologie der MS

Im Rahmen von MS kommt zu einer autoimmun-entzichéln Reaktion, wobei autoreaktive T-
Zellen ein bisher noch nicht bekanntes Autoantigghder Oberflache Antigen - prasentierender
Zellen (APC) erkennen. Unter anderem werden Myetitggne wie Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG), Basisches Myelin Protein (MB&Jer Proteolipid Protein (PLP) diskutiert.
Gleichzeitig werden ko - stimulatorische Faktor@&D(28-B7, CD 40 — CD 40L) prasentiert. Nach
Aktivierung durchwandern die autoreaktiven T-Zellelie Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch
Interaktion von Chemokinen und Proteinasen. Im ZKS8nmt es dann zu einer erneuten

Aktivierung, welche bei Monozyten und Makrophageremer erhohten Freisetzung an Mediatoren
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wie Tumor Nekrose Faktor alplf@NF o), Lymphotoxin (LT) und Stickstoffmonoxid (NO) fur
was die Demyelinisierung vorantreibt. Gleichzekgnmt es durch die Produktion von Antikérpern
durch aktivierte B-Zellen zu einer Aktivierung déomplementkaskade, an deren Ende der lytische
Komplex C5b-9 steht (Sospedra und Martin 2005). cBudie Interaktion von T-Zellen,
Makrophagen, Mikroglia und Antikdrpern kommt es @ner ausgepragten Demyelinisierung der
Axone und einer Akkumulation axonalen Schadens, dsztendlich die irreversiblen
Behinderungen bei MS verursacht. Am Ende diesezeBses finden sich im ZNS Glianarben und
axonale Schaden als Zeichen einer abgelaufenenirfthingsreaktion (Compston und Coles. 2002;
Frohmann et al. 2006).

1.1.2 Remyelinisierung

Ziel der heutigen MS Therapie ist die Verminderdeg Schubraten und somit eine Verlangsamung
der Progredienz. Bestandteile aktueller und zulkgenftTherapieanséatze sind aber auch Konzepte
zur aktiven Neuroprotektion und Remyelinisierungshgr ist bekannt, dass Oligodendrozyten
Reparaturvorgange vornehmen konnen, welche vonQdigodendrozyten Vorlauferzellen (OVZ)
ausgehen (Carroll und Jennings 1994, KeirsteadBlakemore 1997 Levine et al. 2001). Diese
Remyelinisierung ist interindividuell unterschiediij findet unabhéangig von der Verlaufsform statt
(Patrikios et al 2006) und endet in den meisterieRainkomplett in Vernarbungen der MS
Lasionen, den Glianarben. Es stellt sich die Frageviefern die Potenz der OVZ zur
Remyelinisierung gesteigert werden kann. Zur Bilglmeuer, suffizienter Myelinscheiden im ZNS
bedarf es der Proliferation vorhandener OVZ, degristionin das Gebiet, in dem Bedarf an neuen
OVZ besteht und einer Differenzierung von unreiféorstufe zum reifen Oligodendrozyten.
Gesteuert werden diese Prozesse durch Wachstuorgfiakind Zytokine, welche die eigentliche
Entwicklung der Oligodendrozyten beeinflussen (Wadéfdund Franklin 1999, Barres et al. 1994,
Mc Kinnon et al. 1993). Bereits proliferierte Olggndrozyten verlieren mit Beginn ihrer
Differenzierung die Fahigkeit zur weiteren Prolggon und Migration. Das eigentlich
physiologische Aquilibrium zwischen Myelinscheidenust und Wiederaufbau bzw. Reparatur
(Van Engelen et al. 1994) ist im Rahmen einer akwatzindlichen Demyelinisierung nicht
gegeben und in Richtung Markscheidenverlust vetseho Das Ziel einer regenerativen MS
Therapie liegt also in der Forderung der reparativorgange aber auch zur Neuro- und
Gliaprotektion.
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1.1.3 Therapie der MS:

Die in den letzten zwei Dekaden zu beobachtend&tip® Beeinflussung des Krankheitsverlaufes
von MS ist ein Resultat verschiedener Therapiesalenkin Hauptaugenmerk der medikamentsen
Behandlung ist die Sekundarpravention und somiz®gerung einer MS Progression. Therapie der
ersten Wahl im akuten MS Schub, nach Ausschluseseimfektes und Beachtung der
Kontraindikationen, ist zum heutigen Zeitpunkt ditravendse Gabe von 1g Methylprednisolon
(MP) Uber einen Zeitraum von 3 bis 5 Tagen als thm@pie. Bei ungenigender Besserung der
neurologischen Symptome kann ein weiterer Theragpsexch mit 2g MP intravends durchgefihrt
werden. Alternativ oder nach erfolgloser zweiten B@3therapie sollte eine Plasmapherese in
Betracht gezogen werden. Die verlaufsmodifizieremterapie bei schubférmiger MS besteht aus
Immunmodulatoren wie Interferon beta 1b bzw. Ieyh beta 1a und Glatirameracetat. Weiterhin
stehen Natalizumab, Azathioprin und Mitoxantron &tserapeutika zur Verfigung. Intravendse
Immunglobuline werden zurzeit als Reservemedikameriiei Kontraindikationen oder
Unvertraglichkeiten der etablierten Medikamente fahien. Zurzeit stellt die Schwangerschaft bei
Patientinnen mit schubférmiger MS die Uberzeugentistlikation dar (Leitlinien nach Deutschen
Gesellschaft fir Neurologie 2008). Ein weiterer htiger Bestandteil der MS Therapie ist die
krankengymnastische und physiotherapeutische Bélmrangton MS Patienten.

12



1.2 Intravendse Immunglobuline (IVIg)

Intravenése Immunglobuline werden seit langer Zwit Erfolg bei autoimmun-vermittelten
Krankheiten eingesetzt. Die genauen Wirkmechanisdieser intravenésen Immunglobuline sind

bisher nicht genau bekannt. Im Folgenden werdequtieste Angriffspunkte der 1VIg aufgezeigt:

s 0\
Intravendse

Immun
globuline

1 1 1 1 1 1
[Einfluss auf\ /Modulation\ é Einfluss N ( Einfluss N /Modulation\ [Hemmung\ [Hemmung\

B Zellen von auf auf des Komplement-| | der Migration
T Zellen Auto - Makrophagen Zytokin — systems
Antikdrper Netzwerkes
(. N\ RN AN AN AN AN J

Abbildung 1: Mégliche Wirkmechanismen intravendsemunglobuline (1VIg)

Es ist nicht eindeutig geklart, welcher der obemgefiinrten Mechanismen die Hauptwirkung
erzielt, bzw. ob das Zusammenwirken einiger di€sezesse notig ist. In Bezug auf die Gliazellen
im ZNS konnte in einigen Arbeiten gezeigt werdeamssleine Stimulation von Mikroglia mit 1VIg
zu einer gesteigerten Produktion von Zytokinen ffigRul 2002 et al., Stangel und Compston 2001,
Chan et al. 2003). Eine direkte Wirkung auf OVZautimulation mit IVIg konnte nicht gezeigt
werden (Stangel et al 1999, Stangel 2000). Inwetée Wirkung auf Mikroglia moglicherweise
eine indirekte Wirkung auf OVZ im ZNS bei MS habkannte, wird derzeit noch diskutiert.
Hauptaugenmerk bei diesen Diskussionen liegt dichebei der Frage, ob reparative Vorgéange
inklusive einer Remyelinisierung durch OVZ positivbeeinflusst werden kénnen.
Forschungsergebnisse aus dem Bereich der expeedieentMS Modelle haben in den letzten
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Jahren interessante Ergebnisse geliefert, welclegleamim Anlass fur weitere Studien geworden
sind. Bei einer dieser Arbeiten, bei der nach arpemtell induzierter Demyelinisierung durch ein
Picorna Virus, der Theiler ViruMeningo Enzephalitis (TVME) und anschliel3ender Ayailon
von IVIg konnte eine statistisch signifikante Rate OVZ zur Remyelinisierung angeregt werden
(Van Engelen et al.1994, Warrington et al 2000).mBekenswert in diesem Fall war, das
monoklonale Antikérper vom IgM Typ mit hoher Bindysaffinitdt an Oligodendrozyten ein
signifikant hoheres Remyelinisierungspotential aeéen, als vergleichbare IgG Praparate unter
denselben Bedingungen. Dies wirft die Frage auwfjigfern sich verschiedene IVIg Préparate in
Ihrer Wirkung auf OVZ unterscheiden. Alle bisheng@/lg Préparate, die klinisch eingesetzt
werden, sind Praparate mit einem hohen Anteil g8 imd teilweise kleinere Spuren anderer
Immunglobuline. Therapiestudien zur Remyelinisigrubei MS durch 1VIg konnten keine
klinischen Verbesserungen zeigen, wobei alle Studiesschlie3lich Praparate mit einem hohen
Anteil an 1gG eingesetzt haben (Noseworthy et &l(2@tangel et al 2000; Noseworthy et al 2001).
Im Rahmen erster klinischer Studien mit geringelizghl bei Patienten mit schubféormiger MS
konnte nach Gabe von IVG gezeigt werden, dass chellSrequenz und die entziindlichen Herde,
welche kontrastmittelanreichernd im MRT zu idemi#ren waren, reduziert werden konnten
(Sorensen et al 1998, Achiron et al 1998, Fazekat 997). In einer prospektive, randomisierten,
doppelblinden Multicenterstudie aus dem Jahr 2008127 Patienten mit schubférmiger MS
(RRMS) wurde jedoch gezeigt, dass IVIg keine diatik signifikante Verringerung der Schubrate
bewirkt (Fazekas et al 2008).

1.3 Zellen

1.3.1 Oligodendrozyten /Oligodendrozytenvorlauferzell®vg)

Die Erstbeschreibung von Oligodendrozyten erfoigteJahr 1921 (Hortega und del Rio 1921).
Adulte Oligodendrozyten machen insgesamt 5 — 8 % Gesamtpopulation an Gliazellen im
gesunden ZNS aus. Mit ihren Zellauslaufern umhidlienOligodendrozyten die Neurone mehrfach.
Diese Myelinscheide dient dem Neuron als Schutehiifid sorgt zugleich flr eine stérungsfreie
Impulsvermittlung. Oligodendrozyten haben wohl abech trophische Funktionen fur die Axone.
Bevor diese Zellen allerdings ihre wichtige Funktiam Neuron erfullen kdnnen, missen sie aus

Vorlauferzellen hervorgehen und reifen. Diese RwjBprozesse von den Vorlauferzellen zum
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adulten Oligodendrozyten lassen sich gut beobachi®im den verschiedenen Entwicklungsstufen
spezifische Oberflachenrezeptoren exprimiert werdensich immunhistochemisch anféarben lassen
(Levine et al 2001; Mc Kinnon et al. 1993; Reynolatsl Wilkin 1988; Scolding et al. 1989). Auch
die Zellmorphologie eines Oligodendrozyten verandmh im Laufe seiner Reifung (Zhang 2001).
Oligodendrozytenvorlauferzellen (OVZ) haben eineralen Zellkorpus mit typischerweise 2-3
Auslaufern und zentral gut sichtbarem Zellkern.ersten Entwicklungsstadium, in dem noch keine
Fortsétze gebildet wurden, wird auch vom Pro- Pndge Oligodendrozyt gesprochen, welcher
durch Anfarbung des Oberflachenmarkers Plated eéérgrowth facton-Rezeptor (PDG&#R)) zu
identifizieren ist (Pringle und Richardson 1993)it Meiterer Reifung zum Progenitor wird die
OVZ bipolar und exprimiert zusatzlich die Oberflacmarker NG GD; und ABs (Abb.2).

Abbildung 2: Oligodendrozytenvorlauferzellen (OVith Entwicklungsstadium des Progenitors angefarht eiriem
Antikdrper gegen ABs (rot) unter einem Fluoreszenzmikroskop (Fa, Caikg, 30fache VergroRerung,, Kulturzellen).
Zu sehen sind OVZ mit ihrem ovalen Zellkorpus ugititeise bi — und multipolaren Fortsatzen (Pfeile)

Die nachste Entwicklungsstufe wird als Pro-Oligadteayt bezeichnet Die Zelle hat in dieser
Reifungsstufe die Fahigkeit verloren,B% zu exprimieren und ist nun durch den Markesr O
identifizierbar. In der jugendlichen Form prasentsech der Oligodendrozyt als rundovale Zelle mit
gut sichtbarem Zellkern. Zellauslaufer sind multiperhanden und bilden scheinbar ein Netz um

die Zelle (Abb. 3 & 4). Sowohl in jugendlicher abluch in reifer Form exprimiert der

15



Oligodendrozyt die Oberflachenmarker Galactocergtro(GalC) und CyclischeNukleotid
Phosphodiesterase (CNP), als auch Basisches Mpetitein (MBP), Proteolipid Protein (PLP),
Myelin assoziiertes Glykoprotein (MAG) und Myelin li@bdendrozyt Glykoprotein (MOG)
(Scolding et al 1989).

Abbildung 3: Jugendliche Oligodendrozyten untereainLichtmikroskop (Fa. Leica, 20 fache VergroReru®yZ
Kultur). Zu sehen sind Konglomerate von Oligodemgten, die netzartig miteinander in Verbindung zahsn
scheinen (Pfeile).
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Abbildung 4: Einzelner adulter Oligodendrozyt untem Lichtmikroskop (Fa. Leica, 20 fache VergroRery
Bemerkenswert bei dieser Abbildung ist das baumelartige Geflecht aus Zellfortsatzen (Pfeile) umm dwvalen
Zellkorpus.

Waéhrend seiner Entwicklung zum reifen Oligodendteayexprimiert der OVZ teilweise mehrere

Oberflachenmarker (siehe Tabelle 1), die ihn imnstolchemisch eindeutig kennzeichnen.

Tabelle 1: Oligodendrozyten — Vorlauferzellen wahrad ihrer Entwicklung und ihre Marker

‘ Pro- ‘ ‘ Pro- ‘ Unreifer ‘ Reifer
Progenitor Progenitor Oligodendrozyt | Oligodendrozyt | Oligodendrozyt
|02 \A2|35 \ 04 \ o1 \ o1

| PDGFR-R \ PDGFR-R \ GD3 \ 04 \ GalC

| \GD3 \ NG2 \ GalC \ CNP

| \ NG2 \ \ CNP \ PLP

| \ \ \MBP \MAG

| | | | - MOG

| | | |  MBP

Abk: GalC — Galactocerebrosid; CNP — Cyclische Mokl Phosphodiesterase; PLPProteolipidproteint MAG —
Myelin assoziiertes Glykoprotein; MOG — Myelin Gdidendrozyten Glykoprotein; MBP Myelin Basischest&iro
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Die Entwicklung eines Oligodendrozyten wird durah leomplexes System an Faktoren beeinflusst,
welche einerseits von Gliazellen selbst und andeitsr von Neuronen produziert werden. Dazu
gehdren Wachstumsfaktoren, Zytokine und HormonerréBaet al. 1994). Weiterhin ist zu

erwdhnen, dass nur 50 % aller aus den Stammze#lerotgegangenen Oligodendrozyten diesen

Entwicklungsprozess uberstehen und zu OVZ reifen.

1.3.2 Mikroglia

Mirkroglia zahlen zu den Zellen im ZNS, welche h@d@ghlich phagozytotische Aufgaben

Ubernehmen. Aus diesem Grund werden sie auch abkrgghagen des Gehirns® bezeichnet.
Urspringlich entstammen diese Zellen dem hamatmobein System des Knochenmarks bzw. dort
dem Monozyten-Makrophagen-System (MMS). Mikroglildén ca. 10-20 % der Gesamtpopulation
an Gliazellen im gesunden, adulten ZNS. Bei Schadjgpder Stimulation dieser Zellen kommt es
zur Produktion von Zytokinen, wie z.B. TNFund Stickstoffmonoxid (NO)(Spranger und Fontana
1996; Gonzales - Scarano und Baltuch 1999)

1.3.3 Astrozyten

Astrozyten bilden den Hauptanteil der Gliazellers Wird vermutet, dass sie gemeinsam mit
Oligodendrozyten aus gemeinsamen Zellen, den Glstdh entstehen (Rao und Mayer — Proschel
1997). Morphologisch besitzen Sie mehrere, radi@érlaufende Zellauslaufer und bilden
untereinander ein dichtes Zellnetzwerk. Das Zytpla enthalt Intermediarfilamente vom Typ
Glial Fibrillic Acid Protein (GFAP). Mit Hilfe vorAntikdrpern gegen GFAP lassen sich Astrozyten
immunhistochemisch identifizieren. Die genauen Fomen der Astryozyten sind noch nicht genau

bekannt.
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1.4 Studienansatz

Aus Voruntersuchungen geht hervor, das bei einemperaxentellen Modell der MS, der
Theiler'schen Virus Meningo—Enzephalitis (TVME),i lier es durch die Infektion mit einem
Picorna Virus zu einer infektiologisch bedingten n3elinisierung kommt, monoklonale
Immunglobuline vom IgM Typ mit hoher Bindungsaffiéti an Oligodendrozyten, eine hohere
Potenz zur Remyelinisierung aufwiesen als verghsch IgG Préparate (Van Engelen et al. 1994,
Warrington et al. 2000). Ausgehend von diesen Hrigskn prasentieren wir folgenden Ansatz:
OVZ sollen im Verlauf dieser Studie mit unterschigten 1Vlig Préaparaten mit verschiedenem
Anteil an IgM behandelt werden, um im weiteren ¥aflzu beobachten, welche Effekte IVIgM auf
diese Zellen haben. Die Zielpunkte der Studie waierProliferation und Differenzierung der OVZ,
welche immunhistochemisch untersucht werden soésMarker fur die Proliferation wurde der
Oberflachenrezeptor #Bs und als Marker fir die Differenzierung der Obesfi@nmarker
Galactocerebrosid (GalC) ausgewahlt. Als unspehniés EiweiRkontrolle diente Albumin in
identischer Konzentration wie 1Vlg und IVIgM. Am He dieser Arbeit modchten wir die Frage
beantworten, ob IVIg, hier insbesondere IVIgM, eih8here Potenz besitzen, OVZ in der

Proliferation und Differenzierung zu stimulieren.
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2 Material und Methoden

2.1  Medien, Losungen und Zusatze fur Zellverarbeitung ad Kultur

2.1.1 Einzelsubstanzen mit Herstellerangaben

Tabelle 2:  Praparatenamen und Herstellerangaben vevendeter Chemikalien

Praparatename Hersteller
Albumin DRK, Springe, Berlin
Biotin Sigma, Deisenhofen, Deutschland
DMEM Biochrom, Berlin, Deutschland
DNAse Sigma, Deisenhofen, Deutschland
FKS Biochrom, Berlin, Deutschland
Glutamin Biochrom, Berlin, Deutschland
Goat Serum Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Hank’s Puffer Biochrom, Berlin, Deutschland
HEPES Biochrom, Berlin, Deutschland
Interferon g R & D Systems, Minneapolis, USA
IST BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
PenStrep Biochrom, Berlin, Deutschland
PBS Biochrom, Berlin, Deutschland
Poly - Lysin Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Progesteron Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Putrescine Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tetrajodthyronin / T4 Sigma, Deisenhofen, Deutsuthla
Trijodthoronin T 3 Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Trypanblau Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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2.1.2 Medien und deren Inhaltsstoffe

Gliamedium
89 % DMEM
10% FKS

1% Penicillin/Streptomycinlésung

B 104 konditioniertes Medium

97 % DMEM
1% ITS
1% Glutamin

1% Penicillin/Strptomycinlésung

N2B3-Medium

97,5 % DMEM

1% ITS

1% Penicillin/Streptomycinlésung
05% FKS

0,001 % Progesteron

0,001 % Biotin

0,01 % Putrescin

0,001 % T3

0,001 % T4
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2.1.3Antikorper

Antikérpername Hersteller

Cy 2 Conjugated — Anti Goat 1gG Dianova, Hamburg,
Deutschland

Cy 3 Conjugated — Anti Mouse IgM Dianova, Hamburg,
Deutschland

Mouse Anti ABs monoklonal ECACC / Hybrid Collection

Mouse Anti Rat GalC monoklonal ECACC / Hybrid Cclien

5-Bromo-2"desoxyuridine (BrdU) Mouse Anti MonokldnaRoche Diagnostics,

(Clone BMC 9318 IgG1) Mannheim, Deutschland

Biotin Conjugated Anti Human IgM Serotec, Dussefdor

Deutschland

2.2 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte wurden in einem Zellkulturlabanter sterilen Bedingungen (autoklavierte
Instrumente, Handedesinfektion, Lamina — Flow unehischutz) durchgefihrt. Vor jeder weiteren
Manipulation der Zellkulturen erfolgte eine lichkroskopische Inspektion der Zellkultur.

2.2.1 Gemischte Gliakultur

Zellkulturen wurden nach bekanntem Protokoll eltstVic Carthy und de Vellis 1980). Die

Hemisphéren neugeborener Ratten der Gattung Spradevley (Tierzucht Schonwalde)wurden
entnommen, unter lichtmikroskopischer Sicht (Milkas von Fa. Leica bei 7,5facher
Vergrol3erung) von verbleibenden meningealen Resteh Gefal3en befreit und anschliel3end
mechanisch und enzymatisch zerkleinert (enzymattkaich 0,1 % Trypsin und DNAse; Sigma
Deisenhofen Germany, mechanisch durch eine Raisigekl Wilkinson). Die so entstandene
Suspension wurde auf Polylysin beschichtete PRestithen (NUNC Langenselbold, Deutschland)
mit einer Flache von75 chaufgetragen. Die Verteilung erfolgte dabei nactn d&inzip 1 Gehirn

pro Flasche. Die Inkubation der Zellen erfolgte @iiamedium im Warmeschrank bei 37 ° Celsius
und 5 % CQ Gehalt. Nach finf Tagen war ein dichter RasenAsirzyten gewachsen, auf dem

lose OVZ und Mikroglia anhafteten, die wir nun meiteren Verwendung gewinnen konnten
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2.2.2 Co-Kultur

Die Co-Kulturen enthielten OVZ und Mikroglia im Mgenverhéltnis 3:1, da sich in Vorversuchen
gezeigt hatte, dass ein Mengenverhéltnis von let el einem Untergang der noch verbleibenden
OVZ fuhrt. Mikroglia und OVZ stammten stets aus diichen Primarkultur. Die Gewinnung von
Mikroglia erfolgte durch mechanisches Schutteln @0 U/min tber ca. 30 Minuten bei 37 °
Celsius (Schittler von Braun mit Temperaturkammé&s. wurde eine Vitalitatskontrollen mit
Trypanblau (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) umi eellzéhlung in der Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer durchgefiihrt. Gewonnene Mikroglia péaitin wir auf eine 6 Well Platte (NUNC)
aus. AnschlieRend fluteten wir die Wells mit Gliadinan. Nach einer Ruhephase von ca. 3 Stunden
wurden die verbliebenen Zellkulturflaschen fur west 16 Stunden auf OVZ geschittelt. Nach
Erhalt, Vitalitatskontrolle und Z&hlung der OVZ, wen die Mikroglia mechanisch aus der 6 Well
Platte (NUNC) geldst und zusammen mit den vitaléhCCQauf Poly L- lysin beschichtete Glas —
Deckglaschen in einer 24 Well Platte (NUNC) Ubgra Auf die Adhasionsphase von 30 Minuten
folgte erneut eine Flutung der Wells mit Gliamedi(880pl / Well) unter Zusatz von IVIg.

2.2.3 Oligodendrozyten Vorlaufer (OVZ ) Zellkultur

Aus oben beschriebener gemischter Gliakultur gesanmir nach ca. sieben Tagen OVZ durch
mechanisches Schiutteln. Die Zellkulturflaschen wardicht mit Parafilm verschlossen und auf
einem mechanischen Schiittler bei 160 U/ min und® 3Xelsius Uber mindestens 16 Stunden
geschiittelt. Der Uberstand mit darin enthaltenerzQWhte fiir ca. 20 Minuten in einer neuen
Zellkulturflasche (75 cf Oberflaiche NUNC) im Zellkulturschrank. Dieser Stthdiente der
Adhasion von Mikroglia an die Plastikoberflache ezirunbehandelten Zellkulturflasche. Nach
erfolgter Prozedur entnahmen wir den Uberstand deit darin enthaltenen OVZ, fiihrten eine
Vitalitatskontrolle mit Trypan-Blau (Sigma) und einZellzdhlung in der Fuchs-Rosenthal
Zahlkammer durch. Danach plattierten wir 5X10VZ auf Poly L- lysin beschichtete Glas Cover
Slips aus, welche sich in einer 24 Well Inkubatmage (NUNC) befanden. An eine
Adhasionsphase von ca. 20 Minuten im Warmeschrahloss sich eine Flutung der Wells mit
N,B; Medium (siehe Tabelle) und IVIg an. OVZ Kulturemtlgelten Oligodendrozyten

Vorlauferzellen mit einer Reinheit von ca. 85 %.e8® Reinheit wurde anhand von
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stichpunktartigen immunhisochemischen Farbungemr albliazellarten in der OVZ Kultur

durchgefihrt, um Kontaminationen mit anderen Gliareabschéatzen zu kdnnen.

2.2.4 Verwendete Intravendse Immunglobuline

Alle in dieser Arbeit verwendeten IVIg Praparatersen uns freundlicherweise von der Firma
Biotest zur Verfigung gestellt. Es handelte sichedaim insgesamt drei Préparate, welche sich in
ihrem Immunglobulinsubklassengehalt unterschiedienFolgenden sind alle IVIg Praparate mit

ihrem jeweiligen Immunglobulingehalt dargestellt.

Tabelle 2 : Verwendete IVIg Praparate in dieser Arleit

Préaparatename Anteil Anteil Anteil

IgG IgM IgA Stabilisatoren
Intraglobin CP 97,6 0,01 2,33 Glycin
Pentaglobin 79,1 11.0 9,9 Glucose
IVIigM 9,3 65,2 25,5 Glycin

Dargestellt sind alle IVIg Praparate, welche insdireArbeit verwendet wurden. Markiert sind hier dehr hohe Anteil
an IgM im Pentaglobin und im 1VIgM Préparat.

Die Reinheitsprufung erfolgte durch die Biotest @uaontrol der Firma Biotest Pharma Dreieich.
Zu erkennen ist der sehr hohe IgG Anteil im Intobgh CP bei zu vernachlassigendem IgM Anteil
und sehr niedrigem IgA Anteil. Pentaglobin und IMigveisen alle drei IgG Subklassen auf, jedoch
in unterschiedlichen Konzentrationen. Bei diesesr kiorliegenden Praparaten dominiert eindeutig
das IVIgM Praparat mit dem héchsten Anteil an IgMs Stabilisatoren diente Glycin im

Intraglobin CP und IVIgM, wahrend Pentaglobin Glseoenthielt. In Vorversuchen hatte sich
gezeigt, das Glycin auf die empfindlichen Zellexisoh wirkt und dies zu einem vermehrten
Zelluntergang und nicht auswertbaren Zellkulturéhrfe. Alle 1Vlg Praparate wurden daraufhin
gegen PBS (Biochrom, Berlin; Deutschland) dialytsi®&tach Dialyse kam es nicht zu erneuten

Zelluntergangen, so dass dieses Verfahren fundgePraparate weiter durchgefuhrt wurde
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2.2.5 Kontrollen

Als Kontrollen fur IVIg diente Humanalbumin (DRKp8nge, Deutschland) zur intravendsen Gabe
als unspezifisches Protein. Als Positivkontrolle Broliferationsassay verwendeten wir Medium,
das mit der Neuroblastoma Zellinie B 104 konditeshiwar (B 104 konditioniertes Medium; siehe
Tabelle). OVZ in diesem Medium proliferierten gutijifferenzierten aber nicht zu reifen
Oligodendrozyten aus. Als Positivkontrolle flr dagferenzierungsassay dienten Zellen, die mit
N2Bs; Medium behandelt wurde, welche zu reifen OVZ dfscinzierten ohne UbermalRlig zu

proliferierten. Bei Kulturen, die Mikroglia enthteh (gemischte Gliakultur und Co Kultur), wurde
auf3erdem eine Kontrolle mit Interfergn(Konzentration 100 U/ml; R & D Systems, Minneappli

USA) durchgefuhrt. Negativkontrolle war das jewgsli Zellmedium (Gliamedium oder ;B

Medium) ohne jegliche Zusatze

2.3 Immunhistochemie

Grundsétzlich wurden nur Kulturen geféarbt, die néchtmikroskopischer Kontrolle verwertbare
Zellmengen (dichter Zellrasen) aufwiesen. Die Irdtigmszeiten betrugen fir alle Antikorper stets
60 Minuten.

2.3.1 Proliferationsassay

Ziel des Assays war, unterschiedliche Proliferagraten der einzelnen OVZ unter verschiedenen

Bedingungen quantitativ erfassen zu kdnnen. Allenobereits genannten Zellkulturen wurden nach
ca. sieben Tagen gefarbt. Medium mit enthaltendg Bzw. IFNy bzw. Albumin wurde vorsichtig

abpipettiert und durch neues Gliamedium ohne Zasétgetzt. Insgesamt drei Waschschritte mit
PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland) und Auftragess @rforderlichen Primarantikdrpers fisBa
erfolgten. Nach erneuten Waschschritten mit PBSdeiuder Sekundarantikérper flunRBs (Cys)
aufgetragen. Damit der Primar AK fir BrdU an dieden Zellen befindliche DNA binden konnte,
erfolgte zuerst eine Behandlung mit - 20° Celsialsekn Methanol Gber 10 Minuten und daraufhin
eine Inkubation in 2M Salzsaure (Sigma, Deisenhoféem 60 Minuten bei 37 ° Celsius im

Warmeschrank. Zur Neutralisierung des pH Wertegtéol nun drei Waschschritte mit einem Borat
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Puffer (0,1 molar, pH 8,5). Danach erfolgten wieskerWaschschritte mit PBS und das Auftragen
des Priméarantikorpers gegen BrdU. Nach Inkubatidaschschritten und Auftragen des
Sekundarantikorpers fur BrdU (g)yinkubierten die Zellen bei Raumtemperatur fir3&aMinuten.
Dreimaliges Waschen mit PBS, vorsichtiges abpigetti des Zelliberstandes und die Ubertragung
der Poly — L - lysin beschichteten Deckglaschen @bjekttrager erfolgten vor der endgultigen
Auswertung am Immunfluoreszenzmikroskop (Fa, CadisZ 30fache Vergrofierung). Die
Deckglaschen wurden auf dem Objekttrager mit Nagkliversiegelt, gekuhlt (-20 ° Celsius) und

verdunkelt gelagert.

2.3.2 Differenzierungsassay

Wie bei allen anderen Farbungen erfolgten hier efgischschritte mit Medium. Nach
lichtmikroskopischer Kontrolle wurden die vorhandenZellen mit einem Gemisch aus zwei
Primarantikdrpern (ABs und GalC) inkubiert. Es folgten erneute Waschsehnind Auftragen
beider Sekundarantikdrper (€yind Cy). Nach abgeschlossener Inkubation erfolgten wieder
grundliche Waschschritte mit Medium und eine weitieghtmikroskopische Kontrolle. Letztendlich
erfolgte noch eine Fixierung der Zellen mit 2 % d@&armaldehyd (Sigma) tber mindestens 20
Minuten bei Raumtemperatur. AbschlieRend wurderDaiekglaschen mit Medium gespult und auf
Objekttrager Ubertragen. Die Ré&nder der Deckglaschversiegelten wir mit Nagellack.
Lichtgeschutzte und gekuhlte Aufbewahrung im Kithféei - 20° Celsius der Farbungen bis zur

Auswertung war notig, um den Zerfall der empfindéa Antikdrperfluoreszenz zu verhindern.

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Manhithey-Test flr nicht—parametrische
Verteilung. Als statistisch signifikant wurde eirk@,05 angesehen. Die Messergebnisse werden als
Einzelpunkte in einem Koordinatensystem dargestéllt die Mittelwerte der einzelnen
Versuchsreihen als Querbalker).(Statistisch signifikante Ergebnisse sind im Kboatensystem

mit einem Sternchen gekennzeichnet (*).
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3. Ergebnisse
3.1 Gemischte Gliakultur
3.1.1 Proliferation

Nach Zugabe von IVIgM in einer Konzentration vonrh@/ml kam es zu einer Hemmung der OVZ
Proliferation. Diese Hemmung war bei einer Konzatiin von 10 mg/ml statistisch signifikant (p =
0,028). In niedrigerer Dosierung (1 mg /ml) konrtde weder beim IVIgM Praparat, noch bei allen
weiteren IVIg Praparaten in beiden Konzentratiorene statistisch signifikante Veranderung
nachweisen. Die Zellen in B 104 konditioniertem Madl proliferierten stark. Dieses Ergebnis war
ebenfalls statistisch signifikant im Vergleich z@hamedium (p = 0,0285).Weder die Zugabe von

IFN v in einer Konzentration von 100 U/ml noch Albumiis anspezifisches Eiweil} zeigte eine

spezifische Wirkung auf die Proliferation von O\Zder gemischten Gliazellkultur (Abbildungen 5
und 6).

3.1.2 Differenzierung

Im  Differenzierungsassay der gemischten  Gliazeilkul untersuchten wir das
Differenzierungsverhalten der OVZ nach Zugabe d@geibs genannten Subtanzen und Kontrollen.
Die Zugabe von Intraglobin CP, Pentaglobin und Ml den Konzentrationen 1 mg/ml und 10
mg/ml hatten keinen Einfluss auf das Differenzigswerhalten der OVZ. Albumin als
unspezifische Eiweil3kontrolle hatte ebenfalls keisgtistisch signifikanten Einfluss. Die Zellen im

B 104 konditionierten Medium proliferierten starkzeigten aber ein gehemmtes
Differenzierungsverhalten. Die Zugabe von Ifhh einer Konzentration von 100 U/ml hatte keinen

Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der G der gemischten Gliazellkultur (Abbildungen
7 und 8).
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Abbildung 5: Gemischte Gliakultur im Proliferati@ssay mit einer IVlg Konzentration von 1 mg/ml.
Messwerte (¢) Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 6: Gemischte Gliakultur im Proliferati@ssay und einer 1VIg Konzentration vonrh@/ml.
Messwerte (¢) Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 7: Differenzierungsassay in gemischtaeklltur mit einer 1VIg Konzentration von 1 mg/mi
Messwerte (¢) Mittelwerte );

A2B5/GalC Ratio

Intraglobin  Pentaglobin IVigM Albumin  Glismedium B104CM  IFN gamma

Immunglobuline 10 mg/ml Kontrollen

Abbildung 8: Differenzierungsassay mit gemischtéakiltur in einer 1VIg Konzentration von 10 mgm
Messwerte () Mittelwerte );



3.2 Co-Kultur (Mikroglia und Oligodendrozytenvorlauferz ellen)

In den ersten Versuchsreihen, bei denen OVZ undddglla in einem Mengenverhaltnis von 1:1
kultiviert wurden, zeigte sich ein erhohter Zellengang von OVZ. Aus diesem Grund kultivierte
ich im Folgenden Die Co-Kulturen in einem Mengemainis von 3:1 (Oligodendrozyten

:Mikroglia). Da dies in den folgenden Versuchsreilmecht mehr zu einem erhéhten Zelluntergang

der OVZ fuhrte, Gbernahm ich diese Mengenverhaftiriglle weiteren Folgeversuche.

3.2.1 Proliferation

Das Proliferationsverhalten der OVZ in der Co-Kulwurde weder durch die Zugabe von
Immunglobulinen in niedriger und hoher Konzentmatiooch von Albumin beeinflusst. Wiederum
proliferierten die Zellen im B 104 konditionierteMedium stark. Dies war im Vergleich zum
Gliamedium statistisch signifikant (p = 0,0285)NIF hatte keinen Einfluss auf die Proliferation

von OVZ in der Co-Kultur (Abbildungen 9 und 10).

3.2.2 Differenzierung

Im Differenzierungsassay wurde wie bereits besblkenevorgegangen. Auch hier zeigten die Zellen
im B 104 konditioniertem Medium eine hohe Proliteya bei gleichzeitig geringer Differenzierung.
Weder IVIgM noch Intraglobin CP oder Pentaglobirib8ussten die Differenzierung der OVZ in
der Co-Kultur. Albumin als unspezifische KontroHatte ebenfalls keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Differenzierung der OVZ. Bemerkeager Weise zeigte sich, das die OVZ in der
Co-Kultur, welche mit IFNy in einer Konzentration von 100 U/ml behandelt veyreine Hemmung
der Differenzierung aufwiesen. Dieses Ergebnis marGliamediumkontrolle(p = 0,028) und zur
Albuminkontrolle (p = 0,02) statistisch signifikaffbb. 11 und 12).
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Abbildung 9: Proliferationsassay von Co Kultureit @ner 1VIg Konzentration von 1 mg/ml.
Messwerte () Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 10: Proliferationsassay von Co Kultureit einer 1VIg Konzentration von 10 mg/mi
Messwerte (%) Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 11:Differenzierungsassay einer Co — Kultur mit eihélg Konzentration von 1 mg/ml.
Messwerte (¢) Mittelwerte );
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Abbildung 12:Differenzierungsassay einer Co Kultait einer IVIg Konzentration von 10 mg/tMesswerte (<)
Mittelwerte )
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3.3  Oligodendrozytenvorlauferzellen
3.3.1 Proliferation

Im Proliferationsassay mit reinen OVZ wurden dieeiits erwahnten Behandlungsschritte mit 1VIg
und 1IVIgM nach Protokoll durchgefiihrt. In der Auswmg dieses Aufbaus konnten wir keine
statistisch signifikante, héhere Proliferationstmdbei IVIgM in einer Konzentration von 1 mg/ml
beobachten. Die Zellen in B 104 konditioniertem Med, proliferierten stark und statistisch
signifikant gegenuber den Zellen in reinem Gliameadi Von den verwendeten IVig Praparaten
zeigte Intraglobin bei einer Konzentration von 1/migeine leicht erhdhte, aber nicht statistisch
signifikante Proliferationstendenz gegeniber derdesn IVIg Praparaten. In der IVigM
Konzentration von 10mg/ml konnten wir in einer @imen Versuchsauswertung eine sehr hohe
Proliferation von OVZ beobachten, was zu einem edimen Ausreil3er in der Auswertung fiihrte.
Die folgenden Versuche in der IVIgM Gruppe bei eidenzentration von 10 mg/ml blieben aber
ohne auffallig hohe Proliferationstendenz der O¥d, dass dieser einzelne Messwert insgesamt
keine statistische Signifikanz in der IVIgM Grupgesmachte. Die Positivkontrolle mit OVZ in B
104 konditioniertem Medium zeigte auch im Versucifisau der 1Vl Konzentration 10 mg/ml eine
statistisch signifikante Proliferation der OVZ (Alglung 13 und 14).

3.3.2 Differenzierung

Auch im Differenzierungsassay zeigte sich nach Begeaon IVIg und Albumin kein ver&ndertes
oder statistisch signifikantes Verhalten der OV4e\lereits in den beiden anderen Versuchsreihen,
zeigten die OVZ in der B 104 angereicherten Zetlkukine sehr hohe, statistisch signifikante
Proliferationstendenz bei niedrigem Differenziersingex (Abbildungen 15 und 16).

3.4  Direkte Bindung von IVIgM an OVZ

Um zu untersuchen, ob IVIgM direkt an die OVZ bihdeurden OVZ Kulturen mit IVIgM in
verschiedenen Konzentrationen behandelt (1 mg/nfl; mg/ml; 100 mg/ml) und danach
immunhistochemisch mit einem Anti IgM Antikdrper fgeot. In keiner der oben angegebenen
Hinweis darauf sein, dass IVIgM keinen direkten flass auf OVZ haben (keine Abbildung

vorhanden).
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Abbildung 13: Proliferationsassey einer OVZ Kultnit einer IVIg Konzentration von 1 mg/ml.
Messwerte (%) Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 14: Proliferationsassay einer OVZ Kulmit einer 1VIg Konzentration von 10 mg/ml.
Messwerte (¢) Mittelwerte ); statistische Signifikanz (*)
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Abbildung 15: Differenzierungsassay einer OVZ Kulhit einer IVIg Konzentration von 1 mg/ml.
Messwerte (<) Mittelwerte )
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Abbildung 16: Differenzierungsassay einer OVZ Kulhoit einer IVIg Konzentration von10 mg/ml.
Messwerte (<) Mittelwerte )
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4 Diskussion

4.1 Proliferation

Die Proliferation der OVZ wurde im Rahmen dieseorRotion durch immunhistochemische
Farbung untersucht. Zielpunkt waren die Zellen, maeh Applikation von 1VIg und IVIgM den
Oberflachenrezeptor Bs exprimierten. In der gemischten Gliazellkultur kesinach Applikation
von IVIgM in einer Konzentration von 10 mg/ml zuner statistisch signifikanten, gehemmten
Proliferation von OVZ. In niedrigerer IVIgM Konzeation konnte dieser Effekt nicht gesehen
werden. In der Co-Kultur mit Mikroglia und in deeinen OVZ Kultur hatten IVIgM in beiden
Konzentrationen keinen statistisch signifikanteroliRgrationseffekt auf die OVZ. Da diese
Beobachtungen nur in der gemischten Gliakulturimerehohen IVIgM Konzentration auftraten,
konnte dies ein Hinweis fur einen indirekten, dablgingigen Einfluss von IVIgM auf die
Oligodendrozytenvorlauferzellen sein. Das Zustandeken dieser indirekten Wirkung ist
sicherlich im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlref3eeurteilbar, dennoch wollen wir an dieser
Stelle die verschiedenen Mdaglichkeiten diskutie@WZ wurden in dieser Arbeit mit Mikroglia als
Co-Kultur kultiviert. Eine statistisch signifikanteProliferationshemmung der OVZ nach
Applikation von IVIgM in einer Dosierung von 1 udd mg/ml konnte hier nicht gesehen werden.
Dies lasst vermuten, das Mikroglia nicht ausschbé3an der indirekten Wirkung auf OVZ
beteiligt waren. Die komplexe Wechselwirkung all@tiazellen im ZNS ist eine mdgliche
Erklarung fur den beobachteten Effekt. Einen défian Beweis dafir konnen wir an dieser Stelle
nicht erbringen. Ein weiterer Punkt ist die Tatsgdtass das hier verwendete IVIgM Praparat zum
Zeitpunkt dieser Dissertation noch nie experimémted die Proliferation von unbeeinflussten OVZ
untersucht wurde. Der hohe IgM Anteil von 65,2 % l@sher in keinem auf dem Markt
befindlichen Préaparat enthalten. Der Vergleich Aribeiten anderer Autoren, die keinen Einfluss
von polyklonalen 1VIg auf die Proliferation von O\Z&igen konnten (Stangel und Compston 1999)
ist daher nicht moéglich. Die hohe Dosis der IVighlie notwendig war um einen statistisch
signifikanten Proliferationseffekt der OVZ zu ergen, muss ebenfalls in den Mittelpunkt des
Interesses rucken. Inwiefern eine weitere Dosigstang einen Einfluss auf das

Proliferationsverhalten der OVZ haben konnte, |&&dt nicht abschlieRend beurteilen.
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4.2  Differenzierung

Die Differenzierung als eine der grundlegenden \ssatzungen fur eine suffiziente
Remyelinisierung wurde in dieser Arbeit immunhistemisch untersucht. Zielpunkt der
Untersuchung waren die Zellen, welche nach Kultivig mit IVig und IVIgM den
Oberflachenrezeptor  Galactocerebrosid (GalC) exprien. IVIgM  konnte  allen
Versuchsaufbauten in beiden Konzentrationen keiagsgsch signifikant héhere Differenzierung
ausldsen. Eine statistisch signifikante Hemmung @®Z durch IVIgM konnte ebenfalls nicht
gesehen werden. Diese Ergebnisse sind zwar bedéuesbllen an dieser Stelle aber weiter
diskutiert werden. Mdoglich Ursachen fir diese Usiiehungsergebnisse konnte das IVIgM
Praparat selber sein, welches einen sehr hohen Aghktil von 65,2 % aufwies und somit
womoglich toxisch oder differenzierungshemmend dig Zellen gewirkt haben koénnte. Die
technischen Bedingungen wurden bei allen Versutteneyleich durchgefiihrt und scheiden daher
als mogliche Ursachen fur die frustranen Untersongkargebnisse weitestgehend aus. Es muss
daher in Betracht gezogen werden, das IVIgM keinpasitiven Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten von OVZ hat.

Nebenbefundlich konnten wir beobachten, dass OMeimCo-Kultur nach Zugabe von Interfenpn

in ihrem Differenzierungsverhalten gehemmt wurd@ieses Ergebnis war im Vergleich zu OVZ in
reinem Gliamedium und der unspezifischen Kontralié Albumin statistisch signifikant. Diesen
Effekt konnten wir in der gemischten Gliakultur Imicnachweisen. Betrachtet man nun diesen
Zufallsbefund kritisch in Bezug auf das Zusammekernr von Gliazellen untereinander ohne die
Wirkung von IVIgM, so ist eine indirekte Wirkung rdVlikroglia auf die OVZ denkbar. Auch eine
direkte Wirkung von Interferog auf die OVZ ist hier zu diskutieren. Diese Fra@est sich leider
mit den hier vorliegenden Ergebnissen nicht absBelnd klaren, ist aber zukinftig sicherlich in

Bezug auf das Verstandnis der Wechselwirkungenchagis den einzelnen Gliazellen interessant.
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4.3  Schlussfolgerung

Wir konnten zeigen, dass IVIgM in einer Konzentrativon 10 mg/ml Oligodendrozyten-
vorlauferzellen in ihrer Proliferation hemmen, wedWZ zusammen mit Mikroglia und Astrozyten
kultiviert werden. Dieser Effekt wurde weder in deinen OVZ Kultur, noch in der Co-Kultur
gesehen. Eine statistisch signifikante HemmundPdeliferation konnte in keinem Versuchsaufbau
in keiner der IVIgM Konzentrationen gesehen werden.

Das Differenzierungsverhalten von OVZ wurde nicbh\WIgM statistisch signifikant beeinflusst.
Lediglich Interferony konnte in der Co-Kultur die Differenzierung von @Viemmen. Aus diesen
hier prasentierten Ergebnissen ziehen wir den Sshldass intravendse Immunglobuline durchaus
eine Wirkung auf OVZ haben. Da diese Wirkung nudér Zellkultur auftrat, in der neben OVZ
auch noch Mikroglia und Astrozyten kultiviert wurdast ein indirekter Effekt auf OVZ denkbar.
Die Tatsache, das OVZ in Co-Kultur mit Mikroglia de¥ in Ihrem Proliferations-, noch in ihrem
Differenzierungsverhalten beeinflusst wurden, dedtrauf hin, dass die indirekte Wirkung nicht
ausschlie3lich von den Mikroglia ausgeht sondermlvauf einem komplexen Miteinander der
verschiedenen Gliazellen beruht. Da die unterstiblesh Funktionen der einzelnen Gliazellen
nicht bis in das letzte Detail geklart sind, las&th nicht definitiv sagen, welche Zellen durch
welchen Mechanismus eine Wirkung entfalten. AuehThtsache der hohen IVIgM Konzentration
von 10 mg/ml muss mit in Betracht gezogen werdedglMherweise kdnnte der Effekt auf die
OVZ dosisabhéngig sein. Inwiefern eine weitere Bstgigerung der IVIgM auf die OVZ und deren
Proliferations- und Differenzierungsverhalten wjnkturde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht
und ist daher ebenfalls nicht beurteilbar. Einenikthe Konsequenz lasst sich mit den hier
vorliegenden Ergebnissen nicht herleiten, da dadieser Promotion verwendete IVIgM Praparat
bisher noch nie im klinischen Alltag eingesetzt eaur
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5 Zusammenfassung

Intraventse Immunglobuline (IVIg) werden seit viel@ahren mit Erfolg bei immunologischen
Erkrankungen eingesetzt. Der genaue Wirkmechanishaser Medikamente ist bisher nicht genau
bekannt. Verschiede Angriffspunkte am Immunsystearden diskutiert. 1Vlg werden auch im
Zusammenhang mit Multipler Sklerose (MS) als mdwdid herapeutika diskutiert, konnten sich aber
aufgrund der bisherigen Datenlage nicht als Mediaten der ersten Wahl durchsetzen. Bei MS
kommt es zu einer schubformigen DemyelinisierungAdene im ZNS, was im weiteren Verlauf zu
irreparablen Schaden mit lebenslanger Behinderunidirt.f Pathophysiologisch stellen
Myelinscheiden und Axone des ZNS die Angriffspunkt MS dar. Nach abgelaufener, akuter
Entzindungsreaktion kommt es zum Einwandern voleZeles Monozyten-Makrophagen-Systems
(MMS), welche mit Reparaturvorgangen beginnen. Untdanen befinden sich auch
Oligodendrozytenvorlauferzellen. Diese Zellen sindder Lage, an den Ort der Schadigung zu
migrieren, zu proliferieren und zu reifen Oligodevten zu differenzieren. Dieser Prozess ist
limitiert und oft inkomplett, eine Heilung dieserkEankung ist bisher nicht moéglich. Die bisherige
Behandlung von MS basiert auf einer Immunsuppressim akuten Schub bzw. einer
Immunmodulation im weiteren Verlauf.

Die aktuellen Forschungen auf dem Gebiet der MSdgien finden sowohl am Patienten, als auch
im Tiermodell statt. In einem solchen Modell der M8er Theiler'schen Virus Meningo
Enzephalistis (TVME), bei der nach einer viral imguten Demyelinisierung IVIg appliziert
wurden, konnte eine statistisch signifikante RateQVZ zur Proliferation und Differenzierung
angeregt werden. Bemerkenswert dabei war, das mvtginem relativ hohen Anteil an IgM eine
héhere Potenz zur Stimulierung der OVZ aufwiesénvargleichbare Préparate ohne IgM Anteil.
Basierend auf den oben beschriebenen Ergebnisses diel Frage diskutiert werden, ob 1VIg mit
erhdhtem IgM Anteil (IVIgM) méglicherweise eine Hgile Potenz haben, OVZ zu beeinflussen. In
dieser Promotion befassten wir uns mit der Frafestg inwiefern ein IVIgM Préparat mit sehr
hohem Anteil an IgM die Proliferation und Differeeming von OVZ beeinflussen kann und ob
diese Beeinflussung im Vergleich zu anderen IVIgpR@raten statistisch signifikant ist.

Aus den Gehirnen neugeborener Sprague-Dawley Ratteden Oligodendrozyten Zellkulturen
gewonnen, wobei wir OVZ in Reinkultur, in Anweseitheon Mikroglia als Co-Kultur und als

gemischte Gliakultur in Anwesenheit von Astrozyterd Mikroglia kultivierten. Nach Erhalt dieser
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Zellkulturen wurden IVIg und IVIgM in einer Dosiarg von 1 mg/ml und 10 mg/ml appliziert. Als
Kontrolle diente Albumin als unspezifisches Eiweiftd unbeeinflusste Zellen in Kulturmedium.
Nach Kultivierung der Zellen mit IVIg und IVIgM wden immunhistochemische Farbungen
durchgefihrt, wobei die Exprimierung von Oberflaatezeptoren der OVZ Hinweise darauf gaben,
wie weit die Proliferation und Differenzierung fgeischritten war.

In diesem Versuchsaufbau konnten wir nachweisen|\digM in einer Dosierung von 10 mg/ml die
Proliferation von OVZ in der gemischten Gliazellkul hemmte. Die Differenzierung von OVZ
wurde von IVIgM in keiner Dosierung statistischrsigkant beeinflusst.

Unsere Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dasgMvéinen Einfluss auf die OVZ ausiibt. Diese
Wirkung konnte indirekt zustande gekommen sein, sttzh zum Zeitpunkt der gehemmten
Proliferation Astrozyten und Mikroglia in der Zellkur befanden. Ob dieser Einfluss von den
Mikroglia oder den Astrozyten ausgeht, ist nichtdeiutig beweisbar. Die Tatsache, dass dieser
Effekt nicht in der Co-Kultur reproduzierbar wagriate ein Hinweis darauf sein, dass Mikroglia
nicht allein als indirekte Wirkungsvermittler fuegen. Ob ausschlie3lich Astrozyten an der
indirekten Wirkung von IVIgM auf die OVZ beteiligtind, oder ein komplexes Miteinander der
Gliazellen notwendig ist, lasst sich im Rahmen eligsbeit nicht abschliel3end beurteilen.

Die hohe IVIgM Dosierung, welche zur statistiscignsikanten Hemmung der Proliferation von
OVZ in der gemischten Gliakultur fihrte, muss elbésfdiskutiert werden. Sicherlich missen in

Zukunft noch weitere Untersuchungen folgen, um \Wiekung auf Zellkulturebene zu verstehen.
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