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Abkurzungsverzeichnis

7-KC 7-Ketocholesterol

AMPA Amino-hydroxy-methyl-isoxalon-proprionat

APC antigenprasentierende Zelle

APP Amyloid-Prakursor-Protein

CDK4 cyclin dependent kinase 4, Zyklin-abhangige Kinase 4

CNTF ciliary neurotrophic factor, ziliarer neurotropher Faktor
DAB 3,3'-Diaminobenzidin
EAE experimentell autoimmune Enzephalomyelitis

EGCG (-)-Epigallokatechin-3-Gallat
ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1,

interzellulares Adhasionsmolekul 1

IFN Interferon

IL Interleukin

iINOS induzierbare Stickstoffmonoxid (NO)-Synthetase
IVIg intravenos applizierbare Immunglobuline

MBP Myelin-basisches Protein

MHC major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex

MS Multiple Sklerose

NAA N-Azetyl-Aspartat

NF-«B nuklearer Faktor-kB

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

OVA Ovalbumin

PARP-1 Poly(ADP-ribose)-Polymerase-1

PLP Proteolipidprotein

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand,
TNF-assoziierter Apoptose-induzierender Ligand

ZNS zentrales Nervensystem



1.1

Zusammenfassung der Forschungsergebnisse

Einleitung

Die Multiple Sklerose (MS) ist die in unseren Breitengraden haufigste
chronisch entzundliche Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), die
bereits im jungen Erwachsenenalter zu deutlichen neurologischen
Behinderungen fihren kann. Charakteristisches neuropathologisches
Kennzeichen der klinisch vielschichtigen, haufig schubweise auftretenden
Erkrankung ist das zeitlich und ortlich disseminierte Auftreten von

Entzindungsherden, sogenannten plaques (Charcot, 1868).

Als Ursache wird nach gangigem Verstandnis eine fehlgeleitete Reaktion des
Immunsystems angenommen, die sich in genetisch suszeptiblen Individuen
gegen Bestandteile der Myelinscheide richtet (Martin et al., 1992). Im
Mittelpunkt der Initiierung von Krankheitsschiben stehen autoreaktive, fur
Antigene des ZNS spezifische T-Lymphozyten (T-Zellen) vom
proinflammatorischen T-Helfer-1 (Th1)-Typ (Abb. 1). Nach molekular-
biologischen Untersuchungen werden solche enzephalitogenen T-Zellen vor
dem Auftreten eines Krankheitsschubes auferhalb des ZNS aktiviert,
entgehen immunologischen Kontrollmechanismen und expandieren (Hohlfeld
& Wekerle, 2004). Durch Aktivierung erhéhen T-Zellen die Expression von
Adhasionsmolekulen auf ihrer Oberflache (Butcher & Picker, 1996) und
erlangen die Kapazitat, das immunologisch abgeschirmte ZNS-Kompartiment
zu betreten (Wekerle et al., 1986). Dazu interagieren T-Zellen mit Endothel-
zellen an der Blut-Hirn-Schranke, gelangen unter Vermittlung von
chemotaktischen Substanzen (Chemokinen) (Kivisakk et al., 2001) in den
perivaskularen Raum und treffen dort auf professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (APC), vornehmlich Makrophagen und dendritische
Zellen (Greter et al., 2005). Autoreaktive T-Zellen begegnen ihren
spezifischen Zielstrukturen, meist Antigenen aus der Myelinscheide, werden
erneut aktiviert und initieren eine gegen das Myelin gerichtete

Immunreaktion, die mit der Rekrutierung weiterer Immunzellen einhergeht



(Fltgel et al., 2001). Hierzu gehoéren aktivierte B-Lymphozyten, die Myelin-
reaktive AntikOrper sezernieren und damit die immunologische Attacke
unterstitzen (Hemmer et al., 2002). Die Entzindung wird verstarkt durch
aktivierte, aus dem peripheren Blut stammende Makrophagen sowie ZNS-
standige Mikrogliazellen. Als Folge kommt es zur inflammatorischen
Demyelinisierung.  Basierend auf den  Schadigungsmustern der
Oligodendrozyten und auf der Charakterisierung der assoziierten
entzindlichen Reaktion konnte eine pathologische Klassifizierung etabliert
werden, die einen Hinweis auf die zugrundeliegende Immunpathogenese
erlaubt (Lucchinetti et al., 1996).
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Abb. 1: Atiopathogenetisches Modell der Multiplen Sklerose

AuBerhalb des ZNS aktivierte autoreaktive T-Zellen entgehen immunologischen
Kontrollmechanismen, Uberwinden die Blut-Hirn-Schranke, erkennen ihre durch lokale
Antigen-prasentierende Zellen (APC) dargebotenen Zielstrukturen und initiieren eine gegen
die Myelinscheide gerichtete Entzindungsreaktion, die zur Entmarkung, Axonverlust,

Untergang von Neuronen und Plaquebildung fihrt (nach Aktas & Zipp, 2004).



Das vorgestellte pathogenetische Konzept der MS wurde in der jungsten
Vergangenheit an entscheidenden Stellen modifiziert (Ubersicht bei Zipp &
Aktas, 2006). In den Mittelpunkt rickte dabei die Erkenntnis, daf® in der MS
frh im Krankheitsverlauf neben der Entmarkung auch eine Schadigung der
Axone auftritt. Die axonale Pathologie der MS wurde vom Erstbeschreiber
der Erkrankung, Jean-Martin Charcot, Ende des 19. Jahrhunderts
dokumentiert (Charcot, 1880). Auch wenn von Beginn an die deutliche
entzundliche Degeneration der Markscheide als besonderes Merkmal der
Multiplen Sklerose im Vordergrund stand (Strimpell, 1896), wurden bereits
damals die Durchtrennung von Axonen (Doinikov, 1915) wie auch die
Schadigung der Somata und Dendriten von Kkortikalen Neuronen bei MS-
Patienten beschrieben (Dawson, 1916). Die Erkenntnisse uber diese
neurodegenerativen Merkmale gerieten nachfolgend in Vergessenheit
(Lassmann, 2005) und wurden kurzlich von unabhangigen Arbeitsgruppen
mit Hilfe immunhistochemischer Nachweismethoden wiederentdeckt. Dabei
konnte neben der Schadigung von Axonen in der weilen Substanz
(Ferguson et al., 1997; Trapp et al., 1998) auch der (apoptotische) Untergang
von Neuronen im Kortex reproduziert werden (Peterson et al., 2001).
Mechanistisch wurde zunachst postuliert, da® diese neurodegenerativen
Veranderungen lediglich als Spatereignisse zu werten sind, die sekundar
nach der entzindlichen Demyelinisierung infolge der gestorten lokalen
Gewebehomdostase und der damit verbundenen Knappheit an essentiellen
Faktoren auftreten. Als Beispiel fur einen solchen Zusammenhang ist der
ciliary neurotrophic factor (CNTF) aufzufUhren: Ein Mangel dieses
neurotrophen Zytokins fuhrt im EAE-Modell zunachst zu einem starkeren
Untergang der Myelinscheide und sekundar zu einer deutlicheren axonalen
Schadigung (Linker et al., 2002).

Allerdings belegen histopathologische Untersuchungen, dal} der axonale
Schaden in akuten Lasionen ausgepragt ist und mit dem Ausmal} der
entzandlichen Infiltration korreliert (Trapp et al., 1998; Bitsch et al., 2000).

Neue bildgebende Verfahren  zeigen, dall die entzindliche



Neurodegeneration mitnichten auf spate Krankheitsstadien der MS
beschrankt ist. Statt dessen weisen MS-Patienten bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung deutliche Auffalligkeiten der sogenannten normal
appearing gray matter auf: Mit Hilfe der Magnetresonanz-Spektroskopie laft
sich in diesen — von klassischen MS-Lasionen verschonten — Bereichen eine
Reduktion des neuronalen Markers N-Azetyl-Aspartat (NAA) nachweisen
(Inglese et al., 2004). Diese NAA-Verminderung war aufgrund der
anatomischen Lage der entziindlichen Herde (in der weilten Substanz) nicht
mit einer sekundaren WALLERschen Degeneration zu erklaren und mul}
daher als ein Hinweis auf eine direkte, primare neuronale Storung aufgefalt
werden (Arnold et al., 2001). Ebenfalls als Hinweise fur die neuronale
Beteiligung sind frih im Krankheitsverlauf auftretende kognitive
Beeintrachtigungen (Schulz et al., 2006), elektroenzephalographische
Abweichungen (lragui-Madoz, 1990) und eine bis zu zehnfach erhohte
Inzidenz epileptischer Anfalle zu werten (Eriksson et al., 2002). Offensichtlich
sind bereits in Anfangsstadien der Multiplen Sklerose, der klassischen
chronisch-entzundlichen Erkrankung des ZNS, ausgepragte
neurodegenerative Veranderungen vorhanden. Das Ausmal} der neuronalen
Schadigung wird als ein wesentlicher Faktor fur die tatsachlichen
neurologischen Defizite von Patienten angesehen (Coles et al., 1999;
Bjartmar et al., 2000; Brex et al., 2002). Die fur die frUhe entzindliche
Neurodegeneration  verantwortlichen  zellularen  und  molekularen
Mechanismen sind bislang wenig verstanden und stellen einen klinisch

relevanten therapeutischen Angriffspunkt dar.
Es ergeben sich daher folgende forschungsleitende Fragestellungen:

o Wie fuhrt eine gegen die Myelinscheide gerichtete Autoimmunantwort zur

neuronalen Schadigung?

a Welche direkten und indirekten, zellularen und molekularen
(Schadens)mechanismen sind einer therapeutischen Intervention im

Sinne einer neuroprotektiven Behandlung zuganglich?



Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen kam die experimentell autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) als Tiermodell der autoimmunen Demyelinisierung
zum Einsatz. Im folgenden Abschnitt (1.2) wird die zentrale Rolle von
enzephalitogenen T-Zellen in diesem Modell anhand unserer Arbeiten zur
Aufdeckung neuer molekularer Angriffspunkte der pathologischen T-Zell-
Aktivierung und -Proliferation dargestellt. In den Abschnitten 1.3 bis 1.5
werden neue mechanistische Aspekte zur entzundlichen Neurodegeneration
vorgestellt. Im Abschnitt 1.3 erfolgt die Aufschlisselung eines indirekten
neuronalen Schadigungsmechanismus, bei dem die T-Zell-vermittelte
entzundliche Entmarkung zur Aktivierung von Mikroglia und zur sekundaren
Mikroglia-vermittelten = Neurotoxizitat fuhrt. Zur  Aufklarung dieses
Mechanismus wurde — neben der EAE — ein experimentelles Kokultur-Modell
eingesetzt, bei dem Mikrogliazellen in vitro auf lebende organotypische
Hirnschnittkulturen appliziert werden. In methodischer Fortentwicklung dieses
Ansatzes wird in Abschnitt 1.4 vorgestellt, wie das Echtzeit-Verhalten von
enzephalitogenen T-Zellen innerhalb solcher lebenden Hirnschnitte mit Hilfe
der 2-Photonen-Mikroskopie untersucht werden kann. In dieser Studie waren
— aus immunologischer Sicht unerwartete — direkte Interaktionen von T-
Zellen und Neuronen nachzuweisen, die zum neuronalen Untergang fuhrten.
Zum moglichen molekularen Mechanismus eines solchen T-Zell-vermittelten
neuronalen Kollateralschadens werden in Abschnitt 1.5 Arbeiten vorgestellt,
die die Beteiligung des Todesliganden TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis inducing ligand) untersuchten. Schliel3lich werden im Abschnitt 1.6
die vorgestellten neuen Erkenntnisse zusammengefal3t und mogliche
Konsequenzen fur die Therapie der entziindlichen Neurodegeneration in der

Multiplen Sklerose erortert.
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1.2 Therapeutische T-Zell-Modulation: Neue molekulare Angriffspunkte

Die zentrale Rolle von autoreaktiven, vornehmlich fur Myelinbestandteile
spezifischen T-Lymphozyten in gegenwartigen atiopathogenetischen
Modellen der MS beruht auf Erkenntnissen aus der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). Die Urspringe der EAE als eines
der relevanten Tiermodelle der MS gehen auf den Anfang des 20.
Jahrhunderts zuruck, als durch experimentelle Immunisierung von Nagern
oder Rhesusaffen mit Hirnhomogenaten eine intrazerebrale Entzindung
induziert werden konnte (Koritschoner & Schweinburg, 1925; Rivers et al.,
1933). Durch den Einsatz einer Emulsion bestehend aus Myelinbestandteilen
und FREUNDschem Adjuvans gelang es spater, die Immunisierungsprozedur
hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit zu verbessern (Kabat et al., 1947). Die
EAE hat sich seither als Modellerkrankung zum Studium einer gegen die
Myelinscheide gerichteten Autoimmunantwort bewahrt und erlaubt die
experimentelle Reproduktion zahlreicher, klinischer, neuropathologischer und
immunologischer Aspekte der Multiplen Sklerose (Gold et al., 2006). Die
wesentliche Rolle von autoreaktiven T-Zellen fur die Krankheitsinduktion
wurde deutlich, als sich die Erkrankung auf naive Tiere erfolgreich durch
Splenozyten von immunisierten Tieren (Paterson, 1960) oder durch aktivierte
Myelin-spezifische T-Zell-Linien Ubertragen lie3 (Ben Nun et al., 1981).
Insbesondere in dieser Variante der passiven (oder Transfer-) EAE wurden
die essentiellen Aktivierungsschritte identifiziert, die fur die Bildung und
Wanderung von enzephalitogenen Lymphozyten notwendig sind (Wekerle et
al., 1986; Zamvil & Steinman, 1990). Somit sind T-Zellen fur die Entwicklung
von neuen Therapieansatzen von zentraler Bedeutung (Hohlfeld, 1997). Wir
haben daher nach neuen molekularen Angriffspunkten gesucht, um die
Expansion von Antigen-spezifischen T-Zellen therapeutisch zu modulieren
(siehe 2 A-C).

B-HMG-CoA-Reduktase. So konnten wir in vivo und in vitro nachweisen,
dall der fur die Cholesterinsynthese essentielle und durch Statine

inhibierbare B-HMG-CoA-Reduktase-Stoffwechselweg Uberraschenderweise
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an der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation beteiligt ist und im EAE-
Mausmodell zur entzindlichen ZNS-Infiltration beitragt (2 A, Zusammenarbeit
mit Dr. S. Brocke, Experimental Pathology, Hadassah Medical School,
Jerusalem, Israel, Prof. M. Endres, Experimentelle Neurologie, Charité,
Berlin). Die Involvierung der B-HMG-CoA-Reduktase in entzindlichen
Prozessen war in klinischen Studien vermutet worden, als Statin-behandelte
Patienten mit koronarer Herzerkrankung erniedrigte Serumspiegel des
Entzindungsmarkers CRP aufwiesen (Albert et al., 2001) und die
Abstollungsrate von Herztransplantaten unter einer Statintherapie reduziert
war (Kobashigawa et al., 1995). Als mogliche molekulare Grundlage wurde in
einer initialen in vitro Studie beschrieben, da} Statine die Expression von
MHC-Klasse-II-Molekilen auf professionellen APC (und damit indirekt die T-
Zell-Aktivierung) hemmen (Kwak et al., 2000). In unseren eigenen Studien
zeigte sich tatsachlich ein protektiver Effekt von Atorvastatin in der chronisch
schubformigen EAE (2 A, Seite 727). Es gelang der Nachweis, dal}
Atorvastatin auch bei therapeutischer Applikation, verabreicht nach

Krankheitsmanifestation, ein klinisches Rezidiv verhindert (Abb. 2).
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Abb. 2: Atorvastatin-vermittelte Immunmodulation

Die therapeutische Behandlung von EAE-erkrankten Mausen, d.h. Beginn der Medikation
nach Krankheitsausbruch, flihrt zu einer Pravention des nachsten Krankheitsschubes (siehe
Beitrag 2 A).
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Mechanistisch fand sich in murinen und in humanen Antigen-spezifischen T-
Zellen ein bislang unbekannter, von der Hemmung der MHC-vermittelten
Antigenprasentation (Kwak et al., 2000; Youssef et al., 2002) unabhangiger
antiproliferativer Effekt von Atorvastatin (2 A, Seite 731). Offensichtlich greift
Atorvastatin in den Zellzyklus von T-Zellen ein und hemmt die Expression der
Zyklin-abhangigen Kinase 4 (CDK4), indem es p27%"" hochreguliert (2 A,
Seite 731), einen fur T-Zell-Anergie wichtigen Faktor (Hengst & Reed, 1996).
Die Schlusselrolle der B-HMG-CoA-Reduktase wird daran deutlich, dal die
Gabe von L-Mevalonat, des von der B-HMG-CoA-Reduktase synthetisierten
Cholesterin-Vorlaufermolektils, die Effekte umkehren kann. In der
Fortflhrung gelang uns der Nachweis, dal3 Atorvastatin in der Tat eine von
Interleukin (IL)-10-abhangige Anergie in humanen T-Zellen induziert (siehe
2 B, Seite 5633). Dieser Effekt ist mit einer dauerhaften Phosphorylierung der
Erk1-Kinase assoziiert und erklart die gestorte T-Zell-Aktivierung unter dem
EinfluR von Atorvastatin (2B, Seite 5634). Diese Ergebnisse zur
experimentellen  T-Zell-Modulation  durch  Statine  werden  durch
gleichlautende Befunde weiterer Arbeitsgruppen gestutzt (Neuhaus et al.,
2002; Dunn et al., 2006) und haben zur Initierung neuer Kklinischer

Therapiestudien beigetragen (Wiendl et al., 2004).

Der 20S/26S Proteasomkomplex. Einen vom B-HMG-CoA-Reduktase-
Stoffwechselweg unabhangigen molekularen Angriffspunkt zur Hemmung der
T-zellularen CDK4 identifizierten wir anhand von (-)-Epigallokatechin-3-Gallat
(EGCG), einer in bestimmten Tee-Zubereitungen vorkommenden
Natursubstanz (siehe 2 C; Zusammenarbeit mit Prof. P. M. Klbtzel, Institut fur
Biochemie, Charité, Berlin). Im EAE-Tiermodell war oral verabreichtes EGCG
sowohl bei praventiver als auch bei therapeutischer Gabe wirksam und
verhinderte eine klinische Verschlechterung (2 C, Seite 5796). Mechanistisch
stellte sich heraus, dal® die EGCG-Behandlung die Proliferation von T-Zellen
und deren Kapazitat zur Synthese proinflammatorischer Zytokine reduzierte.
In humanen Myelin-spezifischen T-Zellen blockierte EGCG die Expansion

von T-Zellen durch Hemmung der CDK4. Dieser Effekt war — im Gegensatz
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zu den Beobachtungen bei Statinen — nicht durch den CDK4-Inhibitor p27P’
vermittelt (2 C, Seite 5797). Statt dessen zeigte sich, dal® EGCG in T-Zellen
die katalytische Aktivitat des 20S/26S Proteasomkomplexes behindert und
dadurch den proteasomalen Abbau von I[kB hemmt. Dies fuhrt zur
zytosolischen Akkumulation von kB, das als endogener Inhibitor des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-«B die T-Zell-Aktivierung
beeintrachtigt. Unsere Ergebnisse stehen in Einklang mit den
therapeutischen Effekten von EGCG in einem anderen autoimmunen
Krankheitsmodell (Haqqi et al., 1999).

Etablierte immunmodulatorische Therapeutika. Schlie3lich untersuchten
wir, inwiefern bereits in der Behandlung der MS etablierte Therapieprinzipien
direkt die T-Zell-Homoostase beeinflussen. So zeigte sich, dald polyklonale
Immunglobulin-Praparationen (IVIg), die bei der schubférmig verlaufenden
MS wahrscheinlich die Schubfrequenz verringern (Fazekas et al., 1997;
Achiron et al., 2004), die Proliferation von humanen Myelin-spezifischen T-
Zellen in vitro hemmen (siehe 2 D). Dieser proliferationshemmende Effekt
von IVIg war auch dann detektierbar, wenn die Myelin-reaktiven T-Zellen
bereits antigenspezifisch aktiviert worden waren (2 D, Seite 162). Daher liegt
auch hier ein partiell direkter T-Zell-abhangiger Effekt vor, wenngleich der
molekulare Mechanismus noch offen bleibt. Sowohl fur IVIlg als auch fir
Atorvastatin und EGCG konnte ein unmittelbarer toxischer oder pro-
apoptotischer Effekt ausgeschlossen werden (2 A, B und D). Dagegen wurde
fir das in der MS-Therapie haufig angewandte Zytokin Interferon (IFN)-f ein
solcher Apoptose-fordernder Effekt auf Lymphozyten postuliert, vornehmlich
basierend auf in vitro Untersuchungen (Kaser et al., 1999; Weyenbergh et
al., 2001). Wir untersuchten daher (siehe 2 E) im Rahmen einer klinischen
Studie die Apoptose-Suszeptibilitat der Lymphozyten von 127 Patienten mit
schubférmiger MS vor und an drei Zeitpunkten nach Beginn einer
Behandlung mit IFN-B. Es fand sich eine Erhdéhung der spontanen

Apoptoserate (2 E, Seite 192), die mit einer — wahrscheinlich
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1.3

kompensatorischen — Hochregulation des anti-apoptotischen Faktors Bcl-2
assoziiert war (2 E, Seite 193).

Zusammenfassend verdeutlichen die in diesem Abschnitt erdrterten Arbeiten
die Bedeutung der peripheren, d.h. aul3erhalb des ZNS stattfindenden, T-
Zell-gesteuerten pathogenetischen Prozesse  fir  therapeutische
Interventionen in der autoimmunen Demyelinisierung. Allerdings sind in der
MS-Behandlung eingesetzte, T-Zell-zentrierte Therapien wie IFN-B haufig
nicht in der Lage, das Voranschreiten der Erkrankung und die Ausbildung

dauerhafter neurologischer Defizite zu verhindern.

Neuronale Schadigung I: Sekundare Mikroglia-vermittelte Neurotoxizitat

Wir haben daher untersucht, wie die immunologische Attacke zur
dauerhaften Schadigung neuronaler Strukturen fuhrt. Da es sich um eine
primar gegen die Myelinscheide gerichtete Autoimmunreaktion handelt, sind
auch indirekte Mechanismen im Sinne einer Kollateralschadigung (bystander
damage) (Lassmann et al., 1991) zu erwagen. In einem ersten Schritt
analysierten wir, ob der entzundliche Untergang der Markscheiden zur
Freisetzung von Substanzen fuhrt, die indirekt zum neuronalen Schaden
beitragen. Hierbei identifizierten wir 7-Ketocholesterol (7-KC) als einen
relevanten Faktor (siehe 2 F; Zusammenarbeit mit Prof. R. Nitsch, Institut fur
Zell- und Neurobiologie, Charité, Berlin; Dr. A. Diestel und Prof. O. Ullrich,
Institut fUr Immunologie, Magdeburg). 7-KC entsteht als oxidatives
Abbauprodukt im Rahmen des entzindlichen Zerfalls der Markscheiden.
Entsprechend findet sich eine deutlich erhdhte Konzentration an 7-KC
sowohl im Liquor cerebrospinalis als auch im ZNS-Gewebe von Patienten mit
MS, verglichen mit gesunden Kontrollpersonen oder mit Patienten, die an
nicht entzindlichen neurologischen Erkrankungen litten (2 F, Seite 1732).
Das Krankheitsbild und der neuronale Schaden im EAE-Tiermodell der
Multiplen Sklerose waren um so ausgepragter, je mehr 7-KC nachgewiesen

werden konnte. Erstmals gelang der Nachweis des apoptotischen
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Untergangs von Neuronen im Hirnstamm von akut an EAE erkrankten
Mausen (2 F, Seite 1734). Diese Beobachtung steht in Einklang mit dem
Nachweis ausgepragter Apoptose von retinalen Ganglionzellen in der akuten
Erkrankungsphase bestimmter EAE-Ratttenmodelle mit Beteiligung des
Sehnervs (Meyer et al.,, 2001). Unsere in vitro Experimente an lebenden
Hirnschnittkulturen zeigten allerdings, dal® 7-KC selbst keinen neuronalen
Schaden auslost (2 F, Seite 1735). Mechanistisch stellte sich heraus, dal} 7-
KC in Mikrogliazellen einen neurotoxischen Phanotyp induziert und damit
indirekt zum neuronalen Untergang beitragt. 7-KC aktiviert im Kern von
ruhenden Mikrogliazellen die Poly(ADP-ribose)-polymerase-1 (PARP-1).
PARP-1 wiederum flhrt zur Translokation (und damit Aktivierung) des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-xB aus dem Zytosol in den
Zellkern (2 F, Seite 1736). Die stimulierten Mikrogliazellen erlangen einen
proinflammatorischen,  migratorischen  Phanotyp, der durch eine
Hochregulation der induzierbaren NO-Synthetase (iNOS) und des
Adhasionsmolekuls ICAM-1 gekennzeichnet ist. Wie die Kokultur-
Experimente von antisense-PARP1-behandelten  Mikrogliazellen mit
organotypischen Hirnschnittkulturen zeigen (2 F, Seite 1737), befahigt 7-KC
die Mikroglia, in bereits entzundete Zonen zu wandern, um dort PARP-1-

abhangig Nervenzellen zu zerstoren (Abb. 3) (Diestel et al., 2003).

Der vorgeschlagene Mechanismus wurde wunlangst an isolierten
Nervenzellkulturen bestatigt, die in Kokultur mit aktivierten Mikrogliazellen
PARP-1-abhangig geschadigt wurden (Kauppinen & Swanson, 2005). Die
Existenz eines loslichen, neurotoxische Mikroglia induzierenden Faktors wird
durch neuropathologische Befunde gestutzt, wonach kortikale (und hier
insbesondere subpiale) Entmarkungslasionen mit aktivierten Mikrogliazellen
assoziiert sind (Peterson et al., 2001). Ein solcher indirekter, moglicherweise
durch einen Ioslichen Faktor wie 7-KC vermittelter und vom eigentlichen
Zielantigen abgekoppelter Schadigungsmechanismus mag schlieBlich die
neuroradiologisch beobachtete, weitreichende Mikroglia-Aktivierung bei MS-
Patienten erklaren (Banati et al.,, 2000). SchlieRlich kann durch
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1.4

experimentelle Ausschaltung der Mikroglia die Ausbildung einer EAE

unterdrickt werden (Heppner et al., 2005).

‘:' §  Neuronaler
? Schaden
Entmarkung Freisetzung von 7-KC J

Oxidative Prozesse Aktivierung von Mikroglia

Abb. 3: Modell der 7-Ketocholesterol (7-KC)-vermittelten Schadigung

Die entzindliche Entmarkung fihrt Uber die Oxidation von Myelinbestandteilen zur
Entstehung von 7-KC (siehe Beitrag 2 F). 7-KC ist selbst nicht neurotoxisch, aktiviert aber
lokale Mikroglia, die neuronalen Schaden verursacht (nach Aktas & Zipp, 2004).

Neuronale Schadigung II: Primare T-Zell-vermittelte Neurotoxizitat

Die Studien im vorherigen Abschnitt verdeutlichen, dal} eine primar gegen
die Myelinscheide gerichtete, T-Zell-vermittelte Immunattacke sekundar Uber
eine Aktivierung von Mikroglia zum neuronalen Schaden fihren kann.
Daruber hinaus wurde in den vergangenen Jahren wiederholt kontrovers
diskutiert, ob der neuronale Schaden bei der MS nicht auch direkt durch
infiltrierende T-Zellen verursacht sein kdnnte. Denn in neuropathologischen

Studien zeigte sich im Hirngewebe von MS-Patienten eine unmittelbare
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Korrelation des axonalen Schadens mit der lokalen entzindlichen Infiltration
(Trapp et al., 1998; Bitsch et al., 2000; Kornek et al., 2000). Dies kdnnte als
ein Hinweis auf eine direkte, T-Zell-vermittelte neuronale Schadigung
aufgefaldt werden. Allerdings weisen Neurone eine nur marginale, fur die
Erkennung durch T-Zellen praktisch vernachlassigbare Expression von MHC-
Molekllen auf (Neumann et al., 1995). Daher stellt sich die Frage, ob ein
Antigen-unabhangiger neurotoxischer Effekt von enzephalitogenen, z.B.
Myelin-reaktiven T-Zellen existiert. Zur Untersuchung dieser Frage haben wir
ein Kokultur-System etabliert, bei dem murine Antigen-spezifische T-Zellen
auf lebende murine Hirnschnittkulturen (Hailer et al., 1996) appliziert werden
(siehe 2 G; Zusammenarbeit mit Dr. E. Pohl und Prof. R. Nitsch). Die T-
Zellen wurden vor der Kokultur mit einem intravitalen Farbstoff markiert.
Parallel wurden zur Analyse der neuronalen Aktivitat die hippokampalen
Hirnschnitte mit einem intravitalen Farbstoff inkubiert, der die intrazellulare
Kalzium-Konzentration anzeigt. Mit Hilfe der 2-Photonen-Mikroskopie liel3
sich die Migration der T-Zellen auf und in die Hirnschnitte hinein verfolgen
(Abb. 4). Wir fanden heraus, dal} enzephalitogene, Myelin-spezifische CD4-
positive Lymphozyten sich aktivim kompakten Hirngewebe fortbewegen und
sowohl mit anderen T-Zellen als auch mit Zellen des ZNS in Kontakt treten
(2 G, Seite 2459). In der Tiefe der Hirnschnittkultur, in der intakte
Neuronenverbande existieren (Hailer et al., 1996), waren direkte
Interaktionen von T-Zellen mit dem Zellkérper und -fortsatzen von Neuronen
zu beobachten (2 G, Seite 2461). Diese Kontakte fuhrten haufig zu einer
anhaltenden, letalen Erhdhung des neuronalen Kalzium-Spiegels (2 G,
Seite 2461). Die neurotoxische T-Zell-Wirkung war bei Ausschaltung des
Perforin-Systems (durch Vorbehandlung der T-Zellen mit Konkanamyzin-A)
sowie bei Anwesenheit der Glutamat-Antagonisten NBQX oder MK-801
wahrend der Kokultur-Phase abgeschwacht. Uberraschenderweise lieRen
sich aktivierende Interaktionen zwischen T-Zellen und Neuronen auch dann
nachweisen, wenn T-Zellen verwendet wurden, die ein irrelevantes
Fremdprotein erkennen. So konnten wir neuronale Kalzium-Oszillationen

beobachten, wenn fir das Fremdantigen Ovalbumin (OVA) spezifische, CD4-
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positive T-Zellen verwendet wurden. Daraus |83t sich ableiten, dal} generell
aktivierte T-Helferzellen in der Lage sind, direkt und Antigen-unabhangig mit

Neuronen zu interagieren und neuronalen Schaden zu verursachen.

Bei der Diskussion einer unmittelbaren T-Zell-vermittelten Neurotoxizitat muf®
erwahnt werden, da® Daten weiterer Arbeitsgruppen auf einen unter
bestimmten Umstanden moglicherweise gunstigen — neuroprotektiven —
Effekt von invadierenden T-Zellen im geschadigten ZNS hinweisen (Moalem
et al., 1999; Kerschensteiner et al., 1999). In laufenden Studien analysieren
wir daher das Migrations- und Interaktionsverhalten solcher regenerativer T-

Zellen wie auch anderer T-Zell-Subpopulationen.

T-Zellen (rot) Th‘@@

U

2-Photonen-
Mikroskop
Bild/5 Sekunden 840 nm
x20
ch Lebender Hirnschnitt
Analyse zwischen — (artin: Kalzium)
50-200 pM (griin: Kalzium)
LA
D N
400 pym ;.‘
\\

/

Abb. 4: Kokultur-System aus T-Zellen und Hirngewebe

Enzephalitogene T-Zellen werden mit einem intravitalen Farbstoff markiert und auf lebende
Hirnschnitte appliziert. Das Migrations- und Interaktionsverhalten der T-Zellen im
Hirngewebe (gefarbt mit einem intravitalen Kalzium-sensitiven Farbstoff) wird mit Hilfe eines
2-Photonen-Mikroskops beobachtet (siehe Beitrag 2 G).



1.5 Neuronale Schadigung lll: Beitrag des Todesliganden TRAIL

Unsere Ergebnisse aus dem vorherigen Kapitel werden durch gleichlautende
Befunde einer anderen Arbeitsgruppe gestltzt, die Uber eine ausgepragte
Antigen-unabhangige Neurotoxizitdt von polyklonalen humanen CD4- oder
CD8-positiven T-Zellen gegenliber autologen Neuronen, jedoch nicht
gegenuber Oligodendrozyten oder Astrozyten in vitro berichtete (Giuliani et
al., 2003). In dieser Studie war die T-Zell-vermittelte Neurotoxizitat abhangig
vom direkten Zell-Zell-Kontakt und konnte durch Antikorper gegen die
Oberflachenmolekile LFA-1 (einem Adhasionsmolekll) und CD95L (einem

Todesliganden aus der TNF-Familie) partiell unterdriickt werden.

Tatsachlich wurde in den letzten Jahren intensiv nach Moglichkeiten gesucht,
durch die Blockade von Apoptose-vermittelnden Todesliganden die
intrazerebrale immunologische Schadenskaskade zu stéren und das
Gewebe vor dem Untergang zu bewahren. Allerdings mufl3 fur solche
Ansatze berlcksichtigt werden, dal3 Mitglieder der TNF-Familie haufig
gleichzeitig Uber immunregulatorische Funktionen verfigen, die fir die
Eindammung einer enzephalitogenen T-Zell-Aktivierung verantwortlich sind.
So ist der Tumornekrosefaktor-a. als molekularer Angriffspunkt eher
ungeeignet, da er intrazerebral nicht nur die Schadigung von
Oligodendrozyten, sondern auch die regulatorische Abschaltung von
enzephalitogenen T-Zellen durch Apoptoseinduktion vermittelt (Probert et al.,
2000). Ein ahnliches Bild zeigte sich fur das CD95-System, dessen Blockade
in EAE-Studien mit CD95- bzw. CD95-Ligand-defizienten Mausen keine
therapeutisch erwiinschten Effekte erbrachte (siehe Ubersicht bei Aktas et
al., 2006). Hierzu mag die konstitutive intrazerebrale Expression dieses
Todesliganden (Bechmann et al., 1999; Flugel et al., 2000) beigetragen
haben, der wahrscheinlich am sogenannten (relativen) Immunprivileg des
ZNS (Bechmann, 2005) beteiligt ist.

Dagegen ist der TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) im humanen
Gehirn nicht nachweisbar, so dal} wir eine Beteiligung am Immunprivileg des

ZNS auszuschlieBen koénnen (siehe 2 H; Zusammenarbeit mit Prof. I.
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Bechmann und Prof. R. Nitsch). Zudem ist TRAIL - im Gegensatz zu TNF-a
oder CD95L - nicht in der Lage, T-Zellen apoptotisch auszuschalten
(Wendling et al., 2000). Daher untersuchten wir, welchen Beitrag TRAIL zur
Schadigung des ZNS beitragt, und ob sich eine mdgliche TRAIL-Beteiligung
therapeutisch nutzen |aRkt. Innerhalb des humanen ZNS fanden wir auf
Neuronen und Oligodendrozyten die Apoptose-vermittelnden TRAIL-
Rezeptoren 1 und 2 exprimiert (2 H, Seite 4). In einer Vorstudie induzierte
Iosliches TRAIL tatsachlich neuronalen Zelltod in lebenden humanen
Hirnschnitten (Nitsch et al.,, 2000). Da Myelin-spezifische murine T-Zellen
nach Antigen-spezifischer Stimulation die Expression von TRAIL auf ihrer
Oberflache hochregulieren (Mariani & Krammer, 1998) und auch im murinen
ZNS Apoptose-vermittelnde TRAIL-Rezeptoren auf Neuronen und
Oligodendrozyten exprimiert werden (siehe 21, Seite 425), sind die
Voraussetzungen fir eine direkte T-zellulare, TRAIL-vermittelte neuronale

Schadigung in vivo erfullt.

e

® b v
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Abb. 5: Neuronale Apoptose im EAE-Mausmodell

Dargestellt ist der Nachweis apoptotischer Neurone im Hirnstamm von Mausen mit EAE. (A)
Immunhistochemische Detektion aktivierter Caspase 3 (DAB-Farbung; braunes Signal) und
Identifikation apoptotischer Neurone (Pfeilkdpfe) in der Nissl-Gegenfarbung (siehe Beitrag
2 F). (B) Immunhistochemische Detektion aktivierter Caspase 3 und Nachweis der nuklearen
Chromatin-Kondensation (Pfeile) in der Hamatoxylin-Eosin-Gegenfarbung als Zeichen der

neuronalen Apoptose (siehe Beitrag 2 1).
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In Einklang mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe (Roth et al.,
1999) stellten wir jedoch fest, dald selbst wiederholte intrazisternale
Applikationen von TRAIL keinen neurotoxischen Effekt in gesunden Tieren
haben (2 |, Seite 426). Dagegen fuhrte intrazisternal verabreichtes TRAIL in
Tieren mit einer milden EAE zu einer deutlichen Verschlechterung des
Krankheitsverlaufes (2 I, Seite 426). Diese erworbene Suszeptibilitat fur
TRAIL erklaren wir mit einer Hochregulation des Apoptose-vermittelnden
TRAIL-Rezeptors auf Neuronen im entziindeten ZNS (2 |, Seite 426). Der
Beitrag von TRAIL zur T-Zell-vermittelten Krankheitsmanifestation zeigte sich
bei dem Transfer von TRAIL-defizienten, Myelin-spezifischen T-Zellen in
naive Wildtyp-Empfangertiere: Die Krankheitsinzidenz und -schwere war im
Vergleich zu Myelin-spezifischen T-Zellen vom Wildtyp deutlich vermindert
(21, Seite 424). Ebenso verfugten TRAIL-defiziente T-Zellen Uber eine
reduzierte neurotoxische Kapazitat in der Kokultur mit organotypischen
Hirnschnitten (2 |, Seite 427).

Die Beteiligung von TRAIL an neuronalen Schadensprozessen in vitro und in
vivo legt die therapeutische Modulation dieses Todesliganden in der EAE
nahe. Zur Fokussierung auf die Schadigungsphase der Erkrankung
induzierten wir daher eine passive EAE durch den Transfer von
enzephalitogenen, TRAIL-exprimierenden T-Zellen in naive Rezipienten. Um
eine moglichst auf das ZNS (den Ort der Schadigung) beschrankte Blockade
des TRAIL-Systems zu erreichen, erhielten die Rezipienten vor bzw.
unmittelbar nach Ausbruch der Erkrankung intrazisternale Injektionen eines
I6slichen, rekombinanten TRAIL-R2:Fc-Konstruktes, das die T-Zell-
vermittelte, TRAIL-abhangige Apoptose von Neuronen in vitro verhindert (2 1,
Seite 427). In der Tat zeigte sich ein im Vergleich mit intrazisternalen PBS-
Kontrollinjektionen signifikant abgeschwachter EAE-Verlauf (2 |, Seite 422).
Allerdings blieb als alternative Erklarungshypothese die Moglichkeit eines Fc-
Fragment-vermittelten immunmodulatorischen Effektes bestehen, der
unabhangig von der Unterbrechung des TRAIL-Signalweges einen solchen

Effekt vermitteln konnte. Daher wurde in einem Bestatigungsexperiment die

22



spezifische protektive Wirkung des TRAIL-R2:Fc-Konstruktes im Vergleich zu
einer reinen Fc-Kontrolle bestatigt (2 |, Seite 422). Die immunhistochemische
Farbung fir aktivierte Caspase 3 zeigte, da® unter TRAIL-Blockade eine
geringere Anzahl apoptotischer Neurone im Hirnstamm (Abb. 5) nachweisbar
war (2|, Seite 424). Ebenfalls war das Ausmal} der axonalen Schadigung
und der entzindlichen Entmarkung im Rickenmark (immunhistochemische
Detektion von APP bzw. Luxol-Fast-Blue-Farbung) in den TRAIL-R2:Fc-
behandelten Tieren reduziert (2 I, Seite 424). Die histopathologische und
durchfluBzytometrische Analyse des entzundlichen Infiltrats zeigte, dal} die
autoimmune Entzindungsreaktion unter der intrazerebralen TRAIL-Blockade
nicht abgeschwacht ist (21, Seite 423). Dies weist darauf hin, daf® die
intrazerebrale Hemmung der TRAIL-Signalkaskade ihre klinische und
neuroprotektive Wirkung nicht (indirekt) Uber eine Verminderung der
autoreaktiven T-Zell-vermittelten Entzindung, sondern (direkt) Uber eine

isolierte Hemmung von Schadensprozessen erreicht hat.

Zusammengefaldt gilt: Innerhalb des ZNS ist - im Gegensatz zum TNF- und
CD95-System — die immunregulatorische Wirkung des Todesliganden TRAIL
(Lunemann et al., 2002; Wandinger et al., 2003) zu vernachlassigen.
Vielmehr steht hier die Rolle von TRAIL als neurotoxischer Todesligand im
Vordergrund, wie unsere Daten zur intrazerebralen Hemmung der TRAIL-
Signalkaskade belegen. Die Bewertung von TRAIL als ein wesentliches
Effektormolekul T-Zell-vermittelter Entzindungsreaktionen steht schliellich in
Einklang mit Befunden aus anderen Krankheitsmodellen (Martin-Villalba et
al., 1999; Schmaltz et al., 2002; Zheng et al., 2004; Sato et al., 2006).
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1.6 SchluBfolgerung und Ausblick

Bei der Multiplen Sklerose fuhrt die von autoreaktiven T-Zellen initiierte und
orchestrierte Entzundungsreaktion zur Entmarkung und Neurodegeneration.
In unseren Forschungsarbeiten haben wir die flr die neuronale Schadigung
verantwortlichen = Mechanismen  weiter charakterisiert, um  neue
therapeutische Strategien zu entwickeln. In Anlehnung an die eingangs

formulierten Fragen stellen wir daher fest:

o Die intrazerebrale Entzindungsreaktion fuhrt zur Entstehung von
proinflammatorischen Myelinabbauprodukten, die Mikroglia aktivieren und
damit indirekt zur neuronalen Schadigung beitragen. Dieser
Mechanismus kommt als eine Ursache der chronischen

Mikrogliaaktivierung und der Neurodegeneration bei der MS in Betracht.

o Aktivierte T-Zellen koénnen unabhangig von ihrer Antigen-Spezifitat
Neurone attackieren und diese schadigen. Die T-zellulare Neurotoxizitat
wird vermittelt Uber das Perforin-System, den exzitatorischen

Neurotransmitter Glutamat und den Todesliganden TRAIL.

o Klnftige therapeutische Konzepte muissen primar anti-inflammatorische
und neuroprotektive Prinzipien berucksichtigen. Als molekularer
Angriffspunkt gegen eine pathologische autoreaktive T-Zell-Expansion
kommt die Zyklin-abhangige Kinase 4 (CDK4) in Betracht, die Uber die
B-HMG-CoA-Reduktase und das Proteasomsystem therapeutisch in vivo
moduliert werden kann. Durch die intrazerebrale TRAIL-Blockade kann

eine T-Zell-vermittelte neuronale Schadigung in vivo verhindert werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen haben wir im Sinne eines bench to
bedside-Ansatzes klinische Therapiestudien mit Atorvastatin (Hemmung der
B-HMG-CoA-Reduktase) und EGCG (Hemmung des T-zellularen
Proteasomsystems) begonnen. Unsere Arbeiten verdeutlichen die
Notwendigkeit kombinierter antiinflammatorischer und neuroprotektiver
Therapiestrategien, um kinftig die irreversible entztndliche

Neurodegeneration zu verhindern oder zumindest abzumildern.
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seinem Team danke ich insbesondere Prof. Ingo Bechmann und Prof. Oliver
Ullrich mit ihren Mitarbeitern Dr. Erik Kwidzinski, Jacqueline Mahlo und Dr.
Antje Diestel sowie Dr. Elena Pohl und Dr. Johannes Vogt fir die

freundschaftliche Zusammenarbeit.

Prof. Peter-Michael Klbétzel sage ich Dank fir die sehr geschatzte
Zusammenarbeit und den intensiven ldeenaustausch; Dr. Stefan Brocke
dafur, dass er mir die praktische und theoretische Welt der EAE eroffnete;
und Dr. Rolf Zschenderlein fur den Uber die Neurologie hinausgehenden
Dialog. Sehr verbunden bin ich auch allen weiteren Kooperationspartnern fur

das Zustandekommen dieser Arbeit.

Weiterhin danke ich den Mitarbeitern der damaligen AG Neuroimmunologie
und des jetzigen Instituts fur Neuroimmunologie der Charité fur die gute
Arbeitsatmosphare. Folgenden Weggefahrten, mit denen ich eng
zusammengearbeitet habe, mochte ich besonderen Dank aussprechen:
Ulrike Mogck (geb. Grieger), Dr. Uwe Wendling, Dr. Sonia Waiczies, Paul
Gniadek, Dr. Jan Dorr, Dr. Martin Beyer, Bibiane Seeger, Dr. Susanne Meier,
Judith Bellmann-Strobl, Dr. Alina Smorodchenko, PD Dr. Klaus-Peter
Wandinger, Dr. Jens Wairfel, Susan Pikol, Patrick Schafer, Dr. Tim
Prozorovski, Dr. Carmen Infante-Duarte, Mathias Witt, Kimberly & Andrew

Mason, Nancy Nowakowski und UIf Schulze-Topphoff.

Schliellich danke ich meiner Frau, Dr. Maren Aktas. Sie weil} wofUr.
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Erklarung

§4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, daf3

- weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt

oder angemeldet wird bzw. wurde,
- welchen Ausgang ein durchgefuhrtes Habilitationsverfahren hatte,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfalt, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen
Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift

angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, den 22.06.2006
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