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Abktlrzungsverzeichnis
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ropathie

ATP Adenosintriphosphat

Anti-GM1 Anti-Gangliosid-Antikrper

BDNF Engl. Brain derived neurotrophic factor

CFA Komplettes Freud’sches Adjuvanz

CIDP Chronische inflammatorische demyelinisie-
rende Polyneuropathie

C. Jejuni Campylobacter Jejuni

CMmv Zytomegalievirus

cMAP Engl. compound muscle action potential =
Summiertes Aktionspotenzial

EAN Experimentelle Autoimmunneuritis

EAN Engl. European Academy of Neurology = Eu-
ropaische Akademie fur Neurologie

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomy-
elitis

EBV Ebstein-Barr-Virus

EFNS Engl. European Federation of Neurological
Societies = Europdischer Verbund der neu-
rologischen Fachgesellschaften

FDA Food & Drug Administration

GBS Guillan-Barré-Syndrom

IVIG Intravendse Immunglobuline

MADSAM Multifokale erworbene demyelinisierende

sensorische und motorische Neuropathie




mMNCV Engl. motor nerve conduction velocity = Mo-
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1. Zusammenfassung

Die Studie hatte zum Ziel, im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Neuritis (EAN)
neue maogliche pharmakologische Behandlungsoptionen mit den zwei Medikamenten Monast-
rol und 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP, nachfolgend DNP genannt) zu prifen. Die jeweils intrape-
ritoneale Injektion erfolgt bei Monastrol in der Dosierung von 1mg/kg sowie bei 2,4-DNP in den
Dosierungen 1/0,1/0,001mg/kg.

Die EAN wurde in 6-8 Wochen alte weiblichen Lewis-Ratten mittels subkutaner Injektion von
einem P2-Peptid ausgeldst. Die Tiere wurden in Gruppen randomisiert und ihre neurologi-
schen Ausfallerscheinungen taglich anhand eines Scoring-Systems beurteilt. Zur Beurteilung
potenzieller neuro-regenerativer Effekte erfolgte nach voller Symptomauspragung an Tag 18
die Injektionen von Monastrol, DNP oder PBS (phosphat-buffered saline, Kontrolle). Diese
wurden in Abstand von vier Tagen (Tag 22 und 26) wiederholt. Zur Beurteilung paraklinischer
Effekte erfolgten an den Tagen 0, 18 und 30 nach der Immunisierung elektrophysiologische
Untersuchungen (MNCV, F-Wellen, cMAP). Der Tag 30 stellte das Ende des Untersuchungs-
zeitraumes dar. Die Tiere wurden unter Narkose getétet und perfundiert sowie anschlieRend
der rechte Nervus Ischiadicus sowie der Musculus tibialis anterior entnommen und tiefgefro-
ren. Mittels Kryoschnitten und anschlieBender immunhistochemischer Farbung (Makropha-
gen, T-Zell-Farbung, Fluoromyelin und NMJ) sowie elektronenmikroskopischer Untersuchung

(Mitochondriengrof3e, Axondurchmesser) wurden die Unterschiede der Gruppen untersucht.

Die Experimente zeigen, dass die Kinesin-5-Inhibition mittels Monastrol die funktionelle Erho-
lung der EAN verbessern und elektrophysiologisch als auch histologisch positiv den Krank-
heitsverlauf der EAN beeinflusst. Die Monastrol-Gabe fuihrt zu einer Verbesserung der klini-
schen Symptomatik, verstarkt die Remyelinisierung und verhindert eine starke Invasion von

Entzindungszellen in den Nerv.

Im Gegensatz dazu zeigt die mehrmalige Gabe von DNP in verschiedenen Dosierungen keine
Effekte auf den Verlauf der EAN. Weder die klinische Symptomatik noch die elektrophysiolo-
gischen Untersuchungen zeigen signifikante Veranderungen zwischen den Gruppen. Somit
konnte DNP den Verlauf der EAN nicht gunstig beeinflussen. Auch eine Minderung der Ent-
zundungsreaktion im Sinne einer Reduktion der T-Zellen und Makrophagen-Infiltration konnte
nicht gezeigt werden. Ultrastrukturell zeigte sich durch die Gaben eine Reduktion der Mito-

chondriengrof3e in den mit DNP-behandelten Gruppen ohne funktionelle Effekte.
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2. Einleitung

2.1. Guillain-Barré-Syndrom

2.1.1. Geschichtlicher Hintergrund

Die Bezeichnung Guillan-Barré-Syndrom (GBS) geht auf die franzosischen Arzte Georges
Charles Guillan und Jean-Alexandre Barré zurlck, die wahrend des 1. Weltkriegs zusammen
mit André Strohl zwei Patienten mit schlaffen, aufsteigenden Lahmungen sowie einer Areflexie

beschrieben. Liquorpunktionen zeigten dort eine erhéhte Proteinmenge bei normaler Zellzahl.

1-3

2.1.2. Epidemiologie

GBS ist die fuhrende Ursachen von akut auftretenden aufsteigenden Lahmungen in der Post-
Polio Zeit.* Die Inzidenz des GBS wird auf zwischen 0,81 und 1,89 Erkrankungen pro 100.000
Einwohnern pro Jahr geschéatzt. Dabei steigt die Inzidenz mit dem Alter exponentiell an, so-
dass sie bei Kindern zwischen 0 und 9 Jahren ca. 0,62 betragt und bei Menschen zwischen
80 und 89 Jahren auf 2,66 pro 100.000 ansteigt. M&nner sind hierbei generell haufiger betrof-

fen als Frauen.>”

2.1.3. Symptome

Typischerweise beginnt das GBS mit einer aufsteigenden, distalen Schwéache der unteren Ext-
remitat. Fehlende Reflexe (Areflexie) und sensorische Symptome treten ebenso auf, meist
distal beginnend. Das Krankheitsmaximum wird meist innerhalb von 4 Wochen erreicht, wéh-
rend die Ruckbildung der Symptome deutlich langer andauern kann oder — abhangig von der
Schwere der Erkrankung — persistiert. Es handelt es sich in fast allen Fallen um eine monopha-
sische Krankheitsentitat. Bei einer Krankheitsprogression tiber 4 Wochen hinaus, liegt defini-
tionsgeman nicht mehr die akute Form im Sinne eines GBS vor. Es muss dann differenzialdi-
agnostisch zwischen der subakuten und chronischen Form, der chronisch inflammatorisch
demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP), unterschieden werden. Dies ist teils erst retro-

spektiv méglich.58
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54-89% klagen in der Akutphase Uber Schmerzen in Form von Parasthesien, Rickenschmer-
zen oder Muskelschmerzen. Auch autonome Dysfunktionen durch eine Beeintrachtigung der

autonomen Fasern kommen haufig vor (2/3 der Patienten).®

Klinisch zeigt sich dies in einem lleus, Harnverhalt oder auch in Herzrhythmusstdrungen. In
diesen Féllen ist ein Monitoring der Vitalparameter zwingend notwendig. In circa der Hélfte der
Falle kommt es zu Hirnnervenausfallen, die sich durch Schluckstorungen, Augenmuskel-L&ah-

mungen und Fazialisparesen zeigen.#®

Prognostisch wichtigstes Symptom ist eine respiratorische Insuffizienz durch Lahmung der
Atem- und Atemhilfsmuskulatur. Bis zu 30% bendtigen eine temporare Unterstiitzung der Be-
atmung sowie Intensivmedizinische Betreuung. Die respiratorische Insuffizienz kann von leich-
ter Minderung der Lungenfunktionstests bis zu einem kompletten Ausfall mit notwendiger In-

tubation reichen.®

2.1.4. Phanotypen
Klinisch lassen sich diverse Subtypen einteilen, wobei vier Subtypen klinisch relevant sind.!

AIDP steht fur akute inflammatorische demyelisierende Polyneuroradikuloneuropathie und be-
schreibt eine akut auftretende demyelinisierende Variante des GBS. Die maximale Symptom-

starke lasst sich hierbei oftmals in den ersten vier Wochen beobachten.*2

Die akute motorische axonale Neuropathie (AMAN) stellt eine weitere haufige Variante des
GBS dar, bei der die axonale Schadigung der der motorischen Neurone im Vordergrund
steht.®* Wahrend bei der AIDP die Demyelinisierung im Vordergrund steht, fiihrt die AMAN vor
allem zu axonalen Schaden.®

Seltenere Varianten sind die akute motorisch-sensorischen Neuropathie (AMSAN) bei der
gleichermal3en sensorische und motorische Nerven betroffen sind oder das Miller-Fisher-Syn-
drom, welches durch eine Triade aus Ophtalmoplegie, Ataxie und Areflexie ohne Schwéache

der Extremitaten charakterisiert ist41°
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Tabelle 1 modifiziert nach Hughesg, zeigt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Subtypen bei GBS.

GBS-Subtyp Symptomatik

Akute inflammatorische demyelinisierende | Sensorisch und motorisch, oft autonome
Polyneuropathie (AIDP) und Hirnnervenbeteiligung

Akute motorische axonale Neuropathie Motorisch

(AMAN)

Akute motorische, sensorische axonale Neu- | Sensorisch und motorisch
ropathie (AMSAN)
Miller-Fisher-Syndrom Ataxie
Ophtalmoplegie
Areflexie

2.1.5. Pathogenese

Beim GBS liegt eine autoimmune Genese vor, bei der das Immunsystem korpereigene Ner-
venbestandteile angreift. Ausldser dieser Uberreaktion ist meist eine Infektion. In zwei Drittel
der Falle lasst sich ein einige Wochen zuvor durchgemachter respiratorischer Atemwegsinfekt
oder eine Durchfallerkrankung nachweisen. Haufigster Erreger ist Campylobacter jejuni (C.
jejuni), der in einem Drittel der Falle nachgewiesen werden kann. Nichtsdestotrotz ist das Ri-
siko, nach einer C. jejuni Infektion an einem GBS zu erkranken, gering. Lediglich in einem von
1.000 bis 5.000 Fallen kommt es zur Entstehung des GBS nach der Infektion mit C. jejuni.t6”
Andere haufige Erreger sind das Zytomegalievirus (CMV), Ebstein-Barr-Virus (EBV) oder das
Zika-Virus. Ursachlich sind aufgrund der Infektion produzierte Antikdrper, die ebenfalls Prote-
ine der Nervenmembranen, sogenannte Ganglioside, erkennen. Dies fuhrt zu einer weiteren
Aktivierung des Immunsystems, einer Einwanderung von Immunzellen in die Nerven mit einer
Schéadigung der Blut-Nerven-Schranke und letztlich zu einem Nervenschaden und einem Ver-
lust der Leitungsfahigkeit. Die Spezifitdt der Anti-Gangliosid-Antikérper entscheidet hierbei den
Subtyp sowie den Verlauf der Erkrankung.® Die Demyelinisierung wird durch verschiedene
Bestandteile der Immunabwehr vermittelt, unter anderem durch Makrophagen, zytotoxische
T-Zellen und Zytokine.

Da die Untersuchungen dieser Arbeit am Tiermodell experimentelle Autoimmune Neuritis

durchgefiihrt werden, findet die genauere Beschreibung der Pathogenese dort statt.
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“\._ Epitop

‘ Campylobacter k Antikdrper-Bildung

v

Nervenbestandteile
wie Ganglioside

Abbildung 1: Modifiziert nach Koike et al.. Pathogene wie Campylobacter jejuni stellen Antigene (Epitope) dar, die
zu einer Antikdrperbildung fihren. Nach dem Prinzip des molekularen Mimikrys binden diese Antikdrper neben dem
Pathogen selbst auch korpereigene Strukturen wie Ganglioside. Dies fuhrt zu einer Entziindungsreaktion am Ner-
ven und zum Abbau der Myelinscheiden.18

2.1.6. Diagnhose

Die Diagnose GBS wird klinisch gestellt und durch Liquorbefunde sowie elektrophysiologische
Befunde unterstlitzt. Es existieren verschiedene Diagnosekriterien, am haufigsten verwendet
werden jedoch die Brighton Kriterien von Sejvar et al.*® Obligat fur die Diagnose GBS ist ei-
nerseits die progediente Parese von mehr als einer Extremitat und andererseits die deutliche
Verminderung oder Erléschung der Muskeleigenreflexe in den betroffenen Extremitaten.?°
Weitere wichtige Kriterien sind die Progression der Symptome in einem Zeitraum von maximal
4 Wochen sowie der relativ symmetrische Befall der Extremitéaten. Im Liquor zeigt sich typi-
scherweise eine EiweilRerh6hung bei normaler Zellzahl nach der ersten Woche, eine soge-
nannte zytoalbuminare Dissoziation. Haufige Befunde in der Elektrophysiologie sind Verzége-
rungen der Impulsleitung oder ein Leitungsblock. Ein anfanglicher Fieberschub, Monozyten im
Liquor sowie ein asymmetrischer und langsamer Progress macht die Diagnose eines GBS
unwahrscheinlicher.® Ebenfalls hilfreich bei der Diagnose-Stellung kann der Nachweis von An-

tikbrpern gegen bestimmte Nervenbestandteile sein. Insbesondere Anti-GM1-Antikérper
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gegen Ganglioside kdnnen bei einem Teil der Patienten nachgewiesen werden und somit die

Diagnose erleichtern.?

2.1.7. Prognose

Die Prognose bei GBS ist sehr variabel und abhangig von Faktoren wie Alter, Symptomaus-

pragung und Komorbitéaten.??

Die Mortalitat wird in verschiedenen Studien unterschiedlich angegeben und betréagt ca. 1-
18%. Patienten im héheren Alter, mit pulmonalen und kardialen Komplikationen sowie die Not-
wendigkeit der mechanischen Ventilation und systemische Infektionen zeigten eine erhdhte

Mortalitatsrate.®?3

Auch Angaben zu Residuen und dauerhaften Behinderungen unterscheiden sich je nach Stu-
die deutlich voneinander. So gibt Meyenthaler an, dass fast die Hélfte aller hospitalisierten
Patienten mit GBS (40%) im Verlauf eine Rehabilitationsbehandlung benétigten.?* Laut Dorn
et al. Ist jeder 5. Patient nach 6 Monaten nicht fahig, ohne Hilfe zu Gehen. Trotz intensiver
Therapien kommt es also bei einigen Patienten zu langfristigen neurologischen Residuen.?
Vor allem in den friihen Stadien der Genesung kann dariber hinaus es zu weiteren Komorbi-
ditdten wie tiefe Venenthrombosen, Gelenkkontrakturen sowie Dekubitus kommen, die die

weitere Prognose verschlechtern konnen. 24

2.1.8. Therapie

Allgemein sollte die Behandlung der GBS-Patienten so schnell wie méglich beginnen. Es
zeigte sich, dass Patienten, die frih eine Therapie erhielten, weniger Residuen zeigten.?°2
Mittel der ersten Wahl sind der Plasma-Austausch, die Immunadsorption oder die Gabe von
intravendsen Immunglobulinen. Bei dem Plasma-Austausch wird Patienten-Plasma wird durch
Spender-Plasma getauscht, wodurch die pathogenen Antikdrper gegen Ganglioside aus dem
Korper entfernt werden. Der Plasma-Austausch fuhrt laut mehreren Studien zu einer schnel-

leren Erholung der Muskelstéarke sowie zu einem besseren Outcome der Patienten.?’

Die Gabe von Immunglobulinen zeigte in Studien bei Kindern ein verbessertes Outcome ge-
genlUber dem Einsatz von Placebos oder Kortison. Bei Erwachsenen wurden lediglich Studien
zwischen Plasma-Austausch und intravendsen Immunglobulinen durchgefiihrt. Hier zeigte

sich keine Uberlegenheit bei einem der Therapie-Optionen. Die Dosierung von
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Immunglobulinen wird mit 0,4g/Kg/Tag fur einen Zeitraum von 5 Tagen angegeben. Alternativ
kann 1g/Kg/Tag fur 2 Tage gegeben werden.?8

2.2. Experimentelle autoimmune Neuritis (EAN)
2.2.1. Einleitung

Mithilfe der EAN lassen sich Symptome und elektrophysiologische Veranderungen des GBS
und der CIDP in einem Tiermodell darstellen. Der monophasische Verlauf der EAN entspricht
dem Verlauf der GBS, nicht jedoch dem Verlauf der CIDP. Durch das Tiermodell lassen sich
die Auswirkungen neuer mdglicher Therapie-Optionen beobachten und analysieren. Die EAN
kann in diversen Tieren mithilfe von peripherem Myelin ausgelost werden. Haufig dient die
Lewis-Ratte als Versuchstier.?° Bei der EAN kommt es nach einer Latenz von circa 2 Wochen
zur Auspragung der Symptome mit Punktum Maximum an Tag 18. Es kommt zu einem Verlust
des Schwanztonus, Gewichtsverlusts sowie zu einer Paralyse der Hinterbeine. Nach circa 4
Wochen kommt es in der Regel zu einer vollstandigen Erholung.*°

2.2.2. Induktion

Die Induktion der EAN erfolgt zumeist in weiblichen Lewis-Ratten. Dabei nutzt man zumeist
PNS-Myelinproteine (z.b. PO, P2). Die Peptide werden subkutan in eine Hinterpfote sowie am
Ruckenfell injiziert. Dies fuhrt zu einer Immunreaktion mit der Folge der Auspragung der typi-
schen Symptomatik. Prinzipiell kann eine EAN auch in Mausen, Kaninchen oder Meerschwein-
chen induziert werden. Weibliche Lewis-Ratten gelten als zuverlassiges Tiermodell fir die

EAN und werden daher haufig verwendet. 3132

Die Antigene verursachen in Kombination mit dem Freud’schen Adjuvanz eine immunologi-
sche Reaktion, bei der es nach Antigenpréasentation zur Bildung von autoimmun wirkenden T-

Zellen kommt. Die ersten Symptome treten circa 10 Tage nach Immunisierung auf.

2.2.3. Zellulare Mechanismen

Es handelt sich um eine T-Zell-vermittelte Autoimmunreaktion auf die verabreichten Peptide.
Nach der Injektion kommt es zu einer Antikérperbildung mit Aktivierung des Immunsystems.
Die Anzahl an autoreaktiven T-Zellen korrelieren mit der klinischen Symptomatik. Die
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Infiltration der T-Zellen fuhrt zu einer Erhdhung der Permeabilitdt der Blut-Nerven-
Schranke.®** Bei der EAN sowie beim GBS handelt es sich um eine durch Makrophagen und
T-Zellen induzierte akute Demyelinisierung des peripheren Nervensystems. Histopathologisch
erkennt man eine lymphozytare Infiltration der Nerven. Die Folge ist eine Makrophagen-Akti-

vierung, die zum Abbau der Myelin-Schicht der Nervenzellen fuhrt.3®

Mitochondrien spielen in der Funktionsfahigkeit von Neuronen eine wichtige Rolle. Durch Be-
reitstellung von Adenosintriphosphat (ATP) versorgen sie die Neurone mit Energie, sodass die
Aufgaben der Zelle erfiillt werden kénnen. Auch eine Elektrolytverschiebung, die den Zelltod
zur Folge hat, wird verhindert. Es konnte gezeigt werden, dass es beim EAN zu einer friihzei-
tigen Schadigung der Mitochondrien in den Axonen der Neurone kommt.2¢ Es zeigte sich eben-
falls, dass Mitochondrien in peripheren Nerven insbesondere wéahrend Entziindungen eine
wichtige Rolle bei der Erhaltung der Myelinscheiden spielen.®” Auch in der neuronalen Rege-

neration stellt die Funktionsfahigkeit der Mitochondrien einen entscheidenden Faktor dar.*®

2.3. Medikamente

2.3.1. Monastrol

Monastrol ist ein kleines zell-durchlassiges Molekdl, welches als spezifischer Kinesin-5-Inhi-
bitor wirkt. Kinesin-5 gehort zur Gruppe der Kinesine, einer heterogenen Gruppe von ATP-
abhéngigen Motorproteinen. Kinesine sind in der Lage, zellulare Transportvorgénge entlang
der Mikrotubuli durchzufiihren, aber auch die Architektur der Mikrotubuli zu verandern.3® Zu-
sammen mit Dynein sind die Gruppe der Kinesine in der Lage, Transportvorgange Uber die
Lange der Neuronen durchzufihren. Dabei erfolgt der Transport in Vesikeln an den Mikrotubuli
der Zelle. Somit lassen sich neben Lipiden und Proteinen auch ganze Zellorganellen wie Mi-
tochondrien an ihren Zielort transportieren.*° Kinesin-5 interagiert mit benachbarten Mikro-
tubuli in den mitotischen Spindeln. Dartiber hinaus befindet sich Kinesin-5 in postmitotischen
Neuronen, dort reguliert es die Verzweigung der wachsenden Axone.**#2 Kinesin-5 fungiert als
Bremse und verlangsamt andere Bewegungsablaufe, wodurch die Geschwindigkeit begrenzt
wird.*® Das Fehlen von Kinesin-5 fuhrt unter experimentellen Bedingungen zu einem starkeren
Wachstum sowie zu einer starkeren Verzweigung der Axone. Umgekehrt kommt es bei einer
Uberexpression von Kinesin-5 zu einem verkiirzten Wachstum der Axone.** Monastrol ist in
der Lage, Kinesin-5 allosterisch zu hemmen.** So wirkte es bereits im Tiermodell der Chemo-

therapie-induzierten Neuropathie neuroprotektiv.*®
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Abbildung 2: Nach Baas modifizierte Darstellung der Wirkungsweise von Kinesin-5. In den Axonen sind lange
Mikrotubuli (Rote Linien) mit den positiven Enden distal zur Zellmitte ausgerichtet. Dynein (griines Y) transportiert
kurze Mikrotubuli in beide Richtungen (je nach Ausrichtung). Kinesin-5 (blaue Helix) wirkt hierbei wie eine Bremse
und verlangsamt/stoppt die Transportvorgange.+3

2.3.2. 2,4-Dinitrophenol (DNP)

Bei der Substanz 2,4-Dinitrophenol handelt es sich um einen Wirkstoff, der die oxidative Phos-
phorylierung entkoppelt, also als mitochondrialer Entkoppler wirkt. Die bei der Atmungskette
entstehende Energie wird nicht chemisch in Adenosintriphosphat (ATP) gespeichert, sondern
in Warme freigesetzt. Vor tber 80 Jahren, als der Wirkmechanismus noch nicht entdeckt
wurde, gab es Versuche mit DNP zur Gewichtsabnahme bei adipdsen Patienten. Aufgrund der
schwerwiegenden Nebenwirkungen wurde das Medikament von der FDA (Food & Drug Admi-
nistration) verboten.*¢%® Zuletzt zeigten jedoch mehrere Studien bei deutlich niedrigeren Do-
sen neuroprotektive Wirkungen.**° Bei der neurodegenerativen Erkrankung Morbus Parkin-
son zeigte sich sowohl in vitro als auch in vivo eine neuroprotektive Wirkung.>**? Auch im
Tiermodell der multiplen Sklerose, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE) konnte eine neuroprotektive Wirkung festgestellt werden.®® Bei mitochondrialer Dys-
funktion kann die sonst niedrige ROS-Produktion ansteigen, gleichzeitig sinkt die ATP-Produk-
tion. DNP hingegen kann in geeigneten Dosen die ROS-Produktion (Reactive oxygen species)
reduzieren.*®5* Diese Reduktion der freien Radikale, spielt in inflammatorischen Zustanden
eine wichtige Rolle.>® Niedrig dosiert, fihrte DNP zu einem moderaten oxidativen Stress, wel-

cher eine Stimulation der Neuroprotektion in den Neuronen bewirkte .6
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Es konnte gezeigt werden, dass DNP in kortikalen Rattenneuronen zu einer Verringerung des
oxidativen Stresses fiihrt.>¢ Dartiber hinaus zeigte sich durch DNP eine dosisabhéngige Erho-
hung der mRNA, die fir BDNF (brain derived neurotrophic factor) codiert.*¢ BDNF fordert ei-
nerseits die Neuroregeneration und wirkt andererseits neuroprotektiv. In einem Tiermodell des

Morbus Parkinson erhohte es das Uberleben von dopaminergen Neuronen. 5457
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2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung des neuro-regenerativen Potenzials von Mo-
nastrol und 2,4-Dinitrophenol auf die Regenerationsphase der EAN zu untersuchen. Wir er-
hoffen uns hierdurch neue Therapieansétze in der Behandlung von autoimmunvermittelten
Radikuloneuropathien, insbesondere des GBS. Anhand von klinischer Symptomatik, elektro-
physiologischen Untersuchungen, immunhistochemischer und elektronenmikroskopischer Un-
tersuchungsmethoden wurden die jeweiligen Effekte der Medikamente auf das Tiermodell hin

beschrieben.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Braun Injekt-H
26G x Y2

Braun, Melsungen, Deutschland

Braun Sterican Standard 26G

Braun, Melsungen, Deutschland

Einmalhandschuhe

Meditrade, Winstham/England

Falcon Tubes (15ml und 50ml)

Sarstedt, Nimbrecht/Deutschland

Liquid Blocker (Pap-Pen)

Daido Sangyo Co., Tokyo/Japan

Objekttrager Thermo Scientific Superfrost
Plus

G. Menzel B.V. & Co. KG
Braunschweig/Deutschland

Pipettenspitzen (Quality Tips)

Sarstedt, Nimbrecht/Deutschland

Spritzen 1ml, 2ml, 5ml, 10ml

Braun, Melsungen, Deutschland

3.1.2. Gerate
Bezeichnung Hersteller
Warmekissen
TCAT Animal Heating Plate, Biosep
Elektrophysiologie PowerLab  signal  acquisition  set-up

(ADInstruments).

Gefriermykrotom

Leica Biosystem, Wetzlar, Deutschland

BZ-9000 Mikroskops

Keyence, Japan

Zeiss EM109 (80kV, 200um Kondensator)

Zeiss, Jena/Deutschland
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3.1.3. Chemikalien und Anasthetika

Bezeichnung

Hersteller

Ketamin

Inresa, Freiburg, Deutschland

Xylazin

Xylazin Rompun, Aachen, Deutschland

P2 Peptid p2°53-78

P253-78-Peptid (#AS-65472) Anaspect
(Cat.-Number: AS-65472, California, USA)

Freudsches Adjuvanz Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Gruenenthal, Aachen, Deutschland
Tramadol
Abcam (Cambridge, UK, #ab141087, CAS-
Monastrol
Nummer: 329689-23-8
DNP #STBJ2598, Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Tissue-Tek OCT Compound

Sakura, Tokyo, Japan

Fluoromount G

ThermoScientific, massachusetts, USA

Epoxidharz

Epon, Fluka, Schweiz

2% Triton™ X-100

Sigma Aldrich, St. Louis, MS, USA

Normal Goat Serum
(5% in PBS, Selbstherstellung)

Linaris Biologische Produkte GmbH Dos-
senheim, Deutschland

H202 30%

Merck KGaA Darmstadt, Deutschland

Isopropanol >99,5%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA), (4% in PBS,
Selbstherstellung)

Sigma Aldrich, St. Louis, MS, USA

Normal Rabbit Serum
(5% in PBS, Selbstherstellung)

Linaris Biologische Produkte GmbH

Dossenheim, Deutschland

3.1.4. Verwendete Losungen

Bezeichnung

Inhalt

16 x PBS, anschliel3end mit aqua dest ver-

dunnt

137 mM NacCl
1,4 mM KH2PO4
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4,3 mM Na2HPO4
2,7 mM KCL

Perfusionslosung

3% Glutaraldehyd + 1mM CaCl2in 0,1 M
Cacodylatpuffer mit PH ,4

Nachfixierung

1% OsO4

Dehydrierung

Aceton-Propylenoxid

3.1.5. Priméarantikorper

Bezeichnung Hersteller

Anti-lal rabbit polyclonal,primar FUJIFILM Wako
Shibayagi Cat# 019-19741,
RRID:AB_839504, Osaka, Japan

Anti-CD3 1:500, rabbit-mAb, Abcam Cat# ab16669,

RRID:AB_443425, Cambridge, UK)

Anti-Tubulin-Antikorper

1:300, Kaninchen mAB, Abcam Cat#
ab68193, RRID:AB_2893226, Cambridge,
UK)

Synaptophysin-Antikdrper

1:200 Maus-mADb, Zellsignaltechnologie,
Kat.-Nr. 9020, RRID:AB_2631095, Massa-
chusetts, USA)

May-Grunwald-Giemsa-Féarbung

Sigma-Aldrich, Missouri, USA
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3.1.6. Sekundarantikorper

Bezeichnung

Hersteller

Sekundar fluorescein-labelled goat anti-rab-
bit immunoglobulin G (IgG

Alexa Flour 488, Thermo Fisher Scientific
Cat# A32731, RRID:AB_2633280, Massa-
chusetts, USA

Anti-goat rabbit IgG

Alexa Flour 488, Jackson ImmunoResearch
Labs Cat# 305-545-003,
RRID:AB_2339532, Cambridge, UK

Hoechst

33342 (1:500, Cell Signaling Technology
Cat# 4082, RRID:AB_10626776), Massa-
chusetts, USA

a-Bungarotoxin Alexa

488-Konjugat (1:500, #B13422, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

Goat-Anti-rabbit

1:500, Alexa Flour 568, Thermo Fisher Sci-
entific Kat.-Nr. A-11011, RRID:AB_143157,
Massachusetts, USA

Donkey-anti-mouse-Sekundarantikdrper

Sekundéarantikdrper (1:500, Alexa-Mehl
568, Thermo Fisher Scientific Kat.-Nr. A-
11057, RRID:AB_2534104, Massachusetts,
USA).
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3.2. Methoden

3.2.1. Induktion der experimentellen autoimmunen Neuritis (EAN)

Die Induktion der experimentellen Autoimmun Neuritis (EAN) erfolgte an 6-8 Wochen alten
weiblichen Lewis-Ratten (160-200g, aus Charles River Co., Sulzfeld, Deutschland). Die Hal-
tung der Ratten erfolgte unter Standardbedingungen in unserer ortlichen Tierhaltung. Die Im-
munisierung wurde unter Vollnarkose mit intraperitoneal verabreichten Ketamin und Xylazin
(50/10mg/kg) durchgefiihrt. Dabei wurden 250ug P2%-78-Peptid aufgeldst in gleicher Menge
an Freud’schen Adjuvanz subkutan in die Schwanzbasis injiziert. Um auftretende Schmerzen

der EAN zu vermeiden, erfolgte eine analgetische Behandlung mit 0,5mg/ml per os Tramadol.

3.2.2. Klinischer Score

Die klinische Untersuchung der Krankheitsschwere der EAN erfolgte verblindet durch einen
etablierten klinischen Score (s. Tabelle 2).58 Die Untersuchung wurde taglich, bei schweren
Symptomen zwei Mal taglich durchgefiihrt, vom Tag der Immunisierung bis zur Aufarbeitung

der Tiere. Zusatzlich wurde eine taglich Gewichtsmessung durchgefihrt.

Tabelle 2: Klinischer Score nach Enders et al.>®

Score Klinisches Merkmal

Normal

Reduzierter Schwanztonus

Fehlender Schwanztonus

Fehlende Stellreflexe

Gangataxie

Leichte Paralyse der Hinterbeine

Mittlere Paralyse

Schwere Paralyse

Tetraplegie
Moribund
Tod

©| 0| Nl O g ] W] N| | O

=
o
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3.2.3. Elektrophysiologische Untersuchung

Die elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgten zu Beginn (Tag 0), am Symptom-Maxi-
mum (Tag 18) sowie kurz vor Aufarbeitung der Tiere am Versuchsende (Tag 30). Die Ratten
wurden mittels intraperitonealer Gabe von Xylazine/Ketamin (50/10mg pro kg Kdrpergewicht)
vor der Untersuchung narkotisiert. Das jeweilige Versuchstier wurde auf eine Warmematte
platziert, um eine Unterkihlung und thermische Abweichungen in den Messungen zu verhin-
dern und ein standarisiertes Protokoll wurde verwendet.®° Die Bestimmung der motorischen-
Leitungsgeschwindigkeit (MNCV) erfolgte durch Einstechen der proximalen Stimulations-
Elektrode an der Nervenwurzel des N. Ischiadicus in der Nahe des Os Pelvis sowie Platzierung
der ableitenden Elektroden distal im Bereich der Achillessehne. Zur Bestimmung des sum-
mierten Muskelaktionspotenzials (c(MAP) wurde eine weitere Elektrode subkutan im Bereich
der Fulimuskeln gestochen. Zusatzlich wurde eine Erdungselektrode in die Schwanzbasis ge-
stochen. Mithilfe von supramaximalen Schiiben (0,05ms) wurde eine Stimulation durchgefihrt.
AnschlieRend wurde die Stimulations-Elektrode in die Poplitealregion verlegt und es erfolgte
eine weitere Stimulation. Die mMNCV ergibt sich, indem die Differenz der beiden Stimulationen
geteilt wird durch die Differenz der Latenzen. Dartiber hinaus wurden F-Wellen abgeleitet. Dies
stellt die spate motorische Reizantwort da. Die Stimulation fihrt einerseits zu einer orthodro-
men Weiterleitung, also in Richtung des Nervs, und andererseits zu einer antidromen Weiter-
leitung, in Richtung der Nervenwurzel. Die F-Welle entsteht somit nach Reflexion der antidro-
men Weiterleitung an der Nervenwurzel und anschlieBender orthodromen Weiterleitung Uber
den Nerven. Eine verzogerte F-Welle zeigt hierdurch vor allem die proximale Schadigung ei-

nes Nervens im Bereich der Nervenwurzel an. &t
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Abbildung 3: Aufbau der elektrophysiologischen Untersuchung. Die Ratte wird betaubt und auf einer Warmeplatte
platziert. Stimulationselektroden (schwarz) werden nah am Ursprung des N. Ischiadicus gestochen. Ableitungs-
elektroden (hellblau) werden abwechselnd in der Kniekehle sowie distal am Knéchel platziert, Eine weitere Er-
dungselektrode (grin) wird an der Schwanzbasis gestochen. Mithilfe von supramaximalen Schiben (0,05ms)
wurde eine Stimulation durchgefiihrt.

3.2.4. Behandlung mit Monastrol

Der Kinesin-5-Inhibitor Monastrol wurde als intraperitoneale Injektion verabreicht. In der Do-
sierung von 1mg/kg Korpergewicht (gelost in 1 x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
erfolgte die Injektion an Tag 18, 22 und 26 mit Beginn der Regenerationsphase. In der Kon-
trollgruppe wurde das identische Volumen injiziert, um Abweichungen durch den Stress der
Injektionen zu verhindern.

3.2.5. Behandlung mit 2,4-Dinitrophenol

Die Medikamentengabe erfolgte analog zur Monastrol-Injektion. In den Dosierungen
1/0,1/0,001mg/kg Koérpergewicht erfolgte die intraperitoneale Injektion an Tag 18, 22 und 26
nach der Immunisierung. Die Kontrollgruppe erhielt die identische Menge an PBS, um Abwei-

chungen durch den Stress der Injektionen zu verhindern.
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3.2.6. Transkardiale Perfusion

Nach der letzten elektrophysiologischen Untersuchung unter erneuter Narkose erfolgte die
Aufarbeitung der Tiere. Nach transkardialer Perfusion mit PBS wurde der rechte Nervus ischi-
adicus prapariert und in 4 Segmente geteilt. Anschlie3end wurden die Segmente von proximal
nach distal sortiert in Tissue-Tek OCT Compound eingebettet und in einem -80 °C Gefrier-
schrank eingefroren.

3.2.7. Gefriermikrotom

Die in Tissue-Tec eingelegten Nervenpraparate wurden mittels Gefriermykrotom in 12um
breite Praparate geschnitten. Die Schnitte wurden so auf einem Objekttrager gesammelt, dass
je vier Schnitte pro Halfte auf den Objekttrager passten.

3.2.8. Immunhistochemie

Um die T-Zellen darzustellen, wurden die Kryoschnitte 120 Minuten auf Raumtemperatur auf-
gewarmt und luftgetrocknet. AnschlieBend wurden sie 20 Minuten mittels Aceton fixiert. Nach
dreimaligem waschen mit PBS (fur je 5 Minuten) wurden die Nerven mithilfe eines PAP-Pens

umrandet, sodass die Antikorper-Lésung nicht abflie3en kann.

Um nicht-spezifische Bindungen von Antikdrpern und anderen Reagenzien zu vermeiden, er-
folgte das Blocken mit 10% Serum des Tieres des 2. Antikdrper im nachsten Schritt fur 1,5
Stunden.

Nach Ablauf der Zeit wurde das Serum entfernt und der Priméarantikorper (anti-CD3) in einer
1:500 Verdiinnung hinzugegeben. Uber Nacht wurden die Schnitte mit der Antikorper-Losung
im Kuhlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde erneut dreimalig mit PBS gewaschen, bevor der Primar-Antikérper
entfernt und der Sekundar-Antikérper hinzugefiigt wurde. Nach 1,5h erfolgte die Ko-Farbung
mit Hoechst zur Darstellung der Zellkerne. Bei einer 1:500 Verdinnung wirkte die Zellkernfar-
bung fir 10 Minuten ein. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurde Fluoromount G
fur die Eindeckelung der Objekttrager verwendet. Die Signale der Fluoreszenzfarbung wurden
dann mittels BZ-9000 Mikroskops abgelichtet. Die Auswertung von 5 zufallig ausgewdahlten
Bildern pro Slide wurde semiquantitativ mithilfe der open-source rSoftware ImageJ (Fiji) durch-

gefihrt.®2
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Analog erfolgte die Farbung der Markrophagen und des Fluoromyelins jeweils nach Hersteller-
Protokoll.

3.2.9. Transmissionenelektronenmikroskopie

Zur elektronenmikroskopischen Darstellung der Mitochondrien wurden 4 Tiere an Tag 30 nar-
kotisiert (200mg/kgKg Ketamin; 20mg/kgKg Xylazin). Nach Einsetzen der Narkose erfolgte die
transkardiale Spulung mit einer Tyriode-Ldsung (20 Sekunden) und anschlielend wurde die
Perfusionslosung eingeleitet. Danach wurden die Ischiasnerven prapariert und von proximal
nach distal sortiert nachfixiert. Nach der Dehydrierung mit Aceton-Propylenoxid folgte die Ein-
bettung in Epoxidharz. Mithilfe eines Diamantmessers wurden ultradiinne Querschnitte (30nm)
angefertigt und auf einem Formvar/Carbon-beschichtetem 200-Mesh Kupfergitter befestigt.
Eine Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat wurde durchgefiihrt. Die Transmissions-
elektronenmikroskopie erfolgte an einem Zeiss EM109 (80kV, 200um Kondensator) mithilfe
eines 30um Objektives (2k TRS-Kamera). Ausgewertet wurden die Gesamtflache der Nerven
in ym2, die geschatzte Anzahl myelinisierter Fasern pro 100.000 umz2, Faserdurchmesser,
Myelindicke, Axondurchmesser und ,g“-Verhaltnis (,g“-Verhaltnis = Axondurchmesser/Faser-
durchmesser)® Die Auswertung erfolgte verblindet zu den jeweiligen Versuchsgruppen und

die Zahlungen wurden mittels ImageJ durchgefihrt.

3.2.10.  Farbung des neuromuskularen Endplatte

Die Farbung erfolgte aus muskularem Gewebe des rechten M. Tibialis anterior. Nach trans-
kardialer Perfusion mit 4% Paraformaldehyd (PFA) wurde die Praparation des Muskels an ei-
ner Gruppe von 4 Tieren je Gruppe durchgeftihrt. Nachdem die Muskeln Uber Nacht in 4%
PFA fixiert wurden, erfolgte eine Kryoprotektion mit einer 30% Zuckerldsung bei 4°, anschlie-
Rend folgte die Einbettung in OCT Compound. Jeweils 6 30um breite Longitudinalschnitte wur-
den auf einer Deckscheibe angeordnet. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurde das Ge-
webe 30 Minuten mit einer 2% Triton X-100 Lésung behandelt, bevor die Schnitte mit einer
3% Ziegen-Serum (mit 1% Triton X-100) geblockt wurden. Als nachstes wurden die Schnitte
mit dem primaren Antikdrper (Anti-B-ll-Tubulin-Antikérper 1:300, Kaninchen mAB,) und dem
Synaptophysin-Antikdrper (1:200 Maus-mAb, Zellsignaltechnologie,) Gber Nacht bei 4° inku-
biert. Nach erneutem Waschen mit PBS am néchsten Tag wurden die Schnitte mit einer Mi-

schung aus a-Bungarotoxin Alexa inkubiert 488-Konjugat (1:500,) und entsprechendes
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Ziegen-Antikaninchen (1:500, Alexa Flour 568,)und Esel-Anti-Maus-Sekundarantikérper
(1:500, Alexa-Mehl 568,). Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte das Einde-
cken mit Fluoromount G und Deckpléattchen. Aufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmis-
kroskop (BZ9000 Keyence) durchgefihrt. Pro Tier wurden mindestens 20 NMJ auf die Integ-
ritat der Post- und Prasynapse hin analysiert. Die Unterscheidung erfolgte in ,vollstandig in-
nerviert”, ,teilweise innerviert“ und ,denerviert‘. Bei fehlender prasynaptischer Farbung, aber
intakter Postsynapse aufgrund von axonaler Schadigung, wurde die NMJ als ,nicht innervierte,

intakte Acetylcholinrezeptoren (AChR) klassifiziert.®*

3.2.11.  Verhaéltnis zwischen roten und weil3en Blutkérperchen

An Tag 30 erfolgte vor der Perfusion eine Blutentnahme an je 4 Tieren pro Gruppe. Es erfolgte
eine May-Grunwald-Giemsa-Farbung (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) nach Hersteller-Proto-
koll. Mittels ,Hellfeldmikroskopie® (BZ9000) wurden die roten und weil3en Blutkdrperchen ma-

nuell ausgezahlt. Genutzt wurde hierfir ein 12 x 8 mm? Gitter.

3.2.12.  Statistische Untersuchung

Die statistische Analyse unserer Ergebnisse erfolgte mittels Prism-Software (GraphPad Prism
9). Im Regelfall erfolgte die Angabe als Mittelwert + Standardabweichung. Der Students-T-
Test testete die Unterschiede von zwei Paaren von Gruppen. Unterschieden zwischen mehr
als zwei Gruppen wurden mithilfe durch die Ein-Faktor-Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt.
In allen Experimenten wurde ein p-Wert von < 0,05 als signifikant und p < als 0,0001 als hoch-

signifikant definiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Neuroregenative Effekte von Kinesin-5-Inhibition in der EAN
4.1.1. Monastrol verbessert die funktionelle Erholung

Der klinische Verlauf zeigte bei allen Tieren ein Beginn der Symptomatik ab Tag 11 nach Im-
munisierung (p.i.). Wie in Abbildung 4 zu sehen, wird das Maximum um den Tag 19 p.i. er-
reicht. Der durchschnittliche klinische Score betrug an Tag 19 p.i., also am Beginn der Rege-
nerationsphase, 3,25 (SD +0,92) in der Kontroll- sowie 3,3 (SD %1,49) in der Monastrol-Gruppe
und war somit vergleichbar. An Tag 30 p.i. hingegen zeigte sich ein signifikant niedriger klini-
scher Score in der Monastrol-Gruppe mit 0,95 (SD+0,5) gegentber der Kontrollgruppe 2,5 (SD
+1,72). Zur statischen Auswertung wurde die Flache unter der Kurve (Abbildung 5) ab Tag 18
bis 30 p.i. (Area under the curve) berechnete, die der Monastrol-Gruppe 24,83 £10,56 betrug
gegenuber der Kontrollgruppe 37,68+13,04 (p-Value 0,03).
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Abbildung 4: Durchschnittlicher klinischer Score von Tag 0 bis Tag 30 nach der Immunisierung der Lewis-Ratten
mit P2-Peptid und CFA. Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 jeweils eine intraperitoneale Injektion mit Mo-
nastrol (Img/kgkg) (n = 10). Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion. Es
handelt sich um zusammengefihrte Werte aus drei unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittleren
Werte und die Standardabweichung. Die mehrmalige Injektion von Monastrol (1mg/kgKg) fuhrte zu einer stérkeren
Erholung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 5: Dargestellt ist die ,,Area under the curve®. Die mehrmalige Injektion von Monastrol (1mg/kgKg) fiihrte
zu einer signifikanten Reduktion der ,Area under the curve®. Fur die Datenanalyse wurde ein t-Test bei einer Stich-
probe und ein Mann-Whitney-Test fur die AUC-Werte durchgefuihrt. Das Experiment wurde dreimal durchgefihrt.

4.1.2. Die Behandlung mit Monastrol fuhrt zu einer starkeren Erholung der mo-

torischen Nervenleitgeschwindigkeit

Die im Rahmen der Entzlindungsreaktion auftretende Demyelinisierung fuhrt sowohl bei der
EAN wie auch beim GBS zu einer Verlangsamung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit
(mNCV). In der Versuchsreihe wurde anhand des N. Ischiadicus die motorische Nervenleitge-
schwindigkeit als Zeichen der Demyelinisierung sowie das Muskelaktionspotenzial (cMAP) als
Zeichen des axonalen Schadens gemessen. Zu Beginn zeigte sich in beiden Gruppen eine
vergleichbare mNCV (Kontrolle: 43.21 m/s £ 8.2 SD; Monastrol 42.78 m/s + 6.68 SD) (siehe
Abbildung 6). An Tag 18 p.i. lag dann eine deutlich reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit in
beiden Gruppen vor (Kontrolle 31.3 m/s + 7.04 SD; Monastrol 28.76 m/s + 7.85 SD). Wahrend
die Gabe von Monastrol bis Tag 30 p.i. zu einer fast vollstandigen Erholung der Nervenleitge-
schwindigkeit im Vergleich zu Tag O p.i. fihrte (36.64 m/s (= 6.64 SD), zeigte die Kontroll-
gruppe keinen Anstieg bzw. Erholung der mNCV (30.50 m/s £ 7.3 SD).

Im Gegensatz dazu zeigte das Muskelaktionspotenzial (Abb. 7) keine signifikanten Verande-
rungen in den beiden Gruppen von Tag 0 zu Tag 18 p.i. (Kontrolle: Tag 0: 13.79 mV * 7.86
SD, Tag 18: 8.34 mV + 4.05 SD, Monastrol: Tag 0 1253 mV £ 7.48 SD, Tag 18 8.13 mV +
4.01 SD). Auch zeigte sich in der Erholungsphase keine signifikante Verbesserung der jewei-
ligen Gruppe im Vergleich zu Tag 18 p.i. (Kontrolle: 8.64 mV + 5.29 SD Monastrol: 7.94 mV %
2.91 SD).
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Abbildung 6: Darstellung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (MNCV in m/sec.). Diese wurde an Tag 0, 18
und an Tag 30 bestimmt. Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 jeweils eine intraperitoneale Injektion mit
Monastrol (1mg/kgkg) (N = 10). Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion. Es
handelt sich um zusammengefiihrte Werte aus drei unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittleren
Werte und die Standardabweichung. Die mehrmalige Injektion von Monastrol (1mg/kgKg) fihrte zu einer signifikan-
ten Erh6hung der Nervenleitgeschwindigkeit in der Erholungsphase. Es wurde ein Multiple 2-Way ANOVA Test mit
Tukey’s Mehrfachvergleichen durchgefiihrt.
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Abbildung 7: Darstellung der cMAP (in mV) als Teil der elektrophysiologischen Untersuchung. Diese wurde an Tag
0, 18 und an Tag 30 durchgefuhrt. Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 jeweils eine intraperitoneale Injektion
mit Monastrol (1mg/kgkg) (n = 10). Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion.
Es handelt sich um zusammengefiihrte Werte aus drei unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittle-
ren Werte und die Standardabweichung. Es zeigte sich keine signifikante Reduktion von Tag 0 zu Tag 18, ebenso
zeigte sich keine signifikante Erholung im Vergleich von Tag 18 zu Tag 30. Kontrollgruppe: p-value des Vergleichs
von Tag 0 und 18: 0,08, Tag 0 und 30: 0,11; entsprechende p-values der Monastrol-Gruppe: 0,21 und 0,17; multiple
2-Wege ANOVA mit Tukey‘s Mehrfachvergleichen

4.1.3. Kinesin-5 Inhibition verstarkt die Remyelinisierung und verringert die T-

Zellinfiltration

Zur Darstellung der Inflammation sowie der immunologischen Erholung im N. Ischiadicus nut-
zen wir die zellularen Marker CD3+ und Ibal. Ersterer ist hierbei ein Marker fir T-Lymphozy-
ten, wahrend sich mit Ibal Makrophagen identifizieren lassen. In Abbildung 8 und 9 zeigte sich
eine signifikante Reduzierung der CD3+-Zellen in der Monastrol-Gruppe (Mittlerer Wert Kon-
trolle: 0.31% £ 0.19 SD, Monastrol: 0.14% + 0.08 SD, p-value: 0.001) an Tag 30 des Experi-
ments. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Monastrol-Gruppe eine leichte, jedoch nicht sig-
nifikante Erhéhung der Ibal-positiven Zellen an Tag 30 (Kontrolle: 0.29% + 0.154, Monastrol:
0.37% = 0.16, p-value: 0.06).
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Abbildung 8: Beispielhaft wird hier die Immunhistochemie dargestellt. Zu sehen sind zwei Querschnitte des N. Is-
chiadicus aus der Monastrol-Gruppe (1mg/kgKg) und der Kontrollgruppe. Dargestellt in blau sind die Zellkerne
mittels Hoechst und in rot die T-Zellen (mittels CD3-Antikorper angefarbt, linke Abbildung). In der rechten Abbildung
(B) wurden zuséatzlich zu den Zellkernen die Makrophagen mithilfe eines Ibal-Antikérpers (rot) angefarbt.
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Abbildung 9: Statistische Auswertung der Immunhistochemie. In der linken Abbildung zeigt sich eine signifikant
erniedrigte Anzahl an CD3 positiven Zellen in der Monastrol-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Die rechte
Abbildung zeigt eine nicht signifikante Erh6hung der Ibal-positiven Zellen in der Monastrol-Gruppe.
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Zur Darstellung der Remyelinisierung wurde eine semi-quantitative Fluoromyelin-Farbung ge-
nutzt. In Abbildung 10 werden beispielhaft Farbungen der Kontrolle und der Monastrol-Gruppe
abgebildet. Hierbei zeigte sich eine signifikant verstarkte Remyelinisierung in der Monastrol-
Gruppe (Kontrolle: 0.49% + 0.08, Monastrol: 0.58% % 0.1, p-value: 0.0005).

Fluoromyelin/Hoechst+

Kontrolle Monastrol 1mg/kg

Abbildung 10: Beispielhafte Darstellung der Fluoromyelin-Farbung. Es erfolgte eine Co-Farbung der Zellkerne mit-
tels Hoechst (blau).
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Abbildung 11: Statistische Auswertung der Fluoromyelin-Farbung. Es zeigt sich eine signifikant hthere Myelinisie-
rung in der Gruppe der mit Monastrol behandelten Tiere. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der gefarbten Flache.

Elektronenmikroskopsisch liel3 sich dies bestatigen. Es zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied der mittleren Faserdurchmesser (Mittlerer Durchmesser Kontrolle: 4494 nm + 2218 nm,
Monastrol: 4301 nm + 2420 nm, p-value: 0.16), wahrend der Axondurchmesser signifikant
niedriger in der Kontrollgruppe war (im Durschnitt 2976 nm £ 1587 nm to 2629 + 1718 nm, p-
value 0.0031) mit einer ebenfalls, jedoch nicht signifikant, geringerer Flache der Nerven (19.93
+ 37.49 um2 (Monastrol: 24.35 + 68.8 um?). Die Myelinscheide des N. Ischiadicus war im Mittel
signifikant breiter in der Monastrol-Gruppe (Kontrolle: 647.6 nm, Monastrol: 937.1 nm, p-value:
0.0002). Zusatzlich zeigte sich in der mit Monastrol-behandelten Gruppe eine erniedrigte ,g-
Ratio" (mittlere Ratio in der Kontrolle: 0.66 + 0.11, Monastrol 1 mg/kg: 0.59 + 0.15, p-value <
0.0001), welches als indirektes Zeichen einer Remyelinisierung gewertet werden kann. In der
Anzahl myelinisierter Fasern pro 100.000 um?2 zeigte sich kein Unterschied in beiden Gruppen
(Kontrolle: 1907 £+ 562, Monastrol: 1561 * 745, p-value: 0.08).
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Abbildung 12: Das linke Bild zeigt eine ultrastrukturelle Aufnahme als Querschnitt des N. Ischiadicus. Exemplarisch
wurde eine myelinisierte Faser mit MF markiert, eine unmyelinisierte Faser mit UMF. Der schwarze Pfeil zeigt auf
eine Myelinschicht. Die Abbildung rechts zeigt die G-Ratio als abgeschnittenes Geigendiagramm mit Median und
Quartilen). Zur statistischen Analyse wurde ein ungepaarter zweiseitiger t-Test durchgefihrt.

Zur mechanistischen Einordnung erfolgte in einem nachsten Schritt die Behandlung von
menschlichen, pluripotenten, sekundéren Motoneuronen. Diese wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen mit Monastrol behandelt (10pumol/200pmol). Der Kinesin-5-Inhibitor verstarkt
signifikant das Wachstum von Motoneuronen. Die Arbeiten hierzu wurden in dem Labor von
unserem Kooperationspartner David Vilchez durchgefihrt.

Wir konnten dabei zeigen, dass die Hemmung von Kinesin-5 durch Monastrol zu einem hoch-
signifikanten und dosisabhangigen der Neuronenlange fihrte.
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Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung der Immunhistochemischen Farbung der behandelten Zellkulturen. Die
MAP2+-Farbung erméglicht die morphologische Analyse der Neuriten. Darstellung der Zellkerne mittels Hoechst.
Unten rechts im Bild jeweils im GroRenverhaltnis eine Strecke von 50um.
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Abbildung 14: Darstellung der Lange der Neuriten in um der einzelnen Gruppen. Unterschieden wird zwischen
Gesamtlange, durchschnittliche Lange, minimale und maximale Lange der Neuriten in um. Die mit 200umol behan-
delten Zellen zeigten hierbei in allen Wertungen die hdchsten Werte an. Auch ein Dosisabhangiger Effekt zeigt sich
mit insgesamt héheren Werten bei hdher dosierten Monastrol.
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Abbildung 15: Darstellung der Lange in um in Bezug auf primér, sekundar und tertidaren Neuronen im Vergleich.
Hier zeigen sich deutlich hthere Werte bei den primaren Neuronen. Auch hier zeigt sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen Monastrol und nicht-Monastrol-behandelten Zellen. Keine Signifikanz hingegen zeigt sich in se-
kundéren oder tertidren Neuronen.
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4.1.4. Kinesin-5-Inhibition verstarkt die Reinnervation von NMJs in der Erho-

lungsphase der EAN

Bei den NMJs handelt es sich um die Briicke zwischen den Nerven und den Muskeln, in der
die elektrischen Signale auf die Muskeln weitergeleitet werden.®® Inzwischen gibt es erste Hin-
weise darauf, dass diese auch bei GBS betroffen sein konnten. NMJs enthalten viele Gangli-
oside, da sie aulRerhalb der Blut-Nerv-Schranke liegen, haben Antikdrper leicht Zugang zu
diesen Antigenen. Wahrend das GBS haufig durch Anti-Gangliosid-Antikérper ausgeldst wird,
erfolgt die Induktion der EAN durch P2-Peptide. Obwohl es bei der EAN ebenfalls zu einem
Myelinverlust am terminalen Axon kommt, ist unklar, ob es auch bei der EAN zu einer Schadi-
gung der NMJ kommt.%¢ Die In-Vitro Hemmung von Kinesin-5 fiihrt zu einem beschleunigten
Wachstum sekundérer motorischer Neurone, sodass dies auf einen entscheidenden Einfluss
auf die Muskelrenervation schlie3en lasst.

An Tag 30 p.i. untersuchten wir daher den Zustand der NMJs anhand einer Farbung des

muskularen Gewebes aus dem M. Tibialis Anterior (Abb. 16) aus beiden Gruppen.

Die Behandlung mit Monastrol flihrte in unseren Versuchen zu einer Erhéhung des relativen
Anteils an intakten oder teilweise innervierten NMJs (Kontrolle: 65,05% vs. Monastrol: 76,4%,
Abb. 16).

M Denerviert

@ Nicht-innerviert, intakte AChR
[ Partiell-innerviert, intakte AChR
[ Innerviert, intakte AChR

Monastrol 1mg/kg

Kontrolle

NMJin %

Abbildung 16: Die linke Abbildung zeigt die relative Verteilung von intakten, nicht innervierten (mit intakter ACHR),
und teilweise innervierten NMJs. Die rechte Abbildung zeigt beispielhaft eine intakte NMJ der Monastrol-Gruppe.
Die pra- und postsynaptische Struktur tberlappt fast vollstandig. Insgesamt wurden 89-103 NMJs pro Gruppe un-
tersucht (n=4 pro Gruppe). Die immunhistochemische Untersuchung wurde mittels Synaptophysin (Darstellung der
Prasynapse) sowie alpha-Bungarotoxin (Darstellung der Postsynapse) durchgefihrt.
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4.1.5. Monastrol fuhrt zu keiner Veranderung der Myeloproliferation

Potenziell kann Monastrol durch Hemmung der Mikrotubuli-Interaktion zu einer Zellteilungs-
storung fihren. Dies wiirde vorwiegend schnell-teilbare Zellen betreffen, sodass sich mégliche
Nebenwirkungen im Rahmen einer Myelosuppresion zeigen wirden. Um die Auswirkungen
auf die Blutbildung zu Uberprifen, fuhrten wir an Tag 30 p.i. bei 4 Ratten jeder Gruppe einen
Blutausstrich durch. Anschlie3end berechneten wir das Verhéltnis zwischen roten und weif3en
Blutkorperchen. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen (Mittelwert der Kontrolle: 0,0015 + 0,0005 SD; Mittelwert fir Monastrol: 0,0014 = 0,011
SD; p-Wert 0,68, Abb. 17).
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Abbildung 17: Die linke Abbildung zeigt das Verhéltnis zwischen roten und weil3en Blutkdrperchen bei der Kontroll-
gruppe sowie bei der Monastrol-Gruppe an Tag 30 (n=4 pro Gruppe). Die Abbildung rechts zeigt beispielhaft eine
May-Grunwald-Giemsa-Farbung einer Ratte aus der Monastrol-Gruppe. Bei den zahlreichen kernlosen Zellen han-
delt es sich um Erythrozyten, wahrend die Leukozyten lila gefarbt sind. Es wurde ein ungepaarter Zwei-Stichproben-

t-Test durchgefihrt.
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4.1.6. Neuroregenerative Effekte von 2,4-DNP in der EAN2,4-DNP hat keinen Ein-

fluss auf die funktionelle Erholung in der EAN

Der klinische Verlauf zeigte bei allen Tieren ein Beginn der Symptomatik ab Tag 10 oder 11
nach Immunisierung (p.i.). Das Maximum wurde amTag 19 erreicht. Die Injektionen mit 2,4-
DNP in verschiedenen Dosierungen (1mg/kg Kg, 0,1mg/kg Kg, 0,01mg/kg Kg) oder PBS wur-
den zu Beginn der Erholungsphase ab Tag 18 p.i. gestartet, sowie an den Tagen 22 und 26
p.i. wiederholt. Der mittlere klinische Score an Tag 18 p.i. betrug 2,65 (SD + 0,75) in der
Kontrollgruppe und in den DNP-Gruppen 2.75 (SD £ 1.39) fur 1 mg/kg, 3.38 (SD + 0.48) fur
0.1 mg/kg and 3.0 fur 0.01 mg/kg (SD + 0.82). Der mittlere klinische Score an Tag 30 p.i. betrug
2.5 (SD = 1.72), 2.38 (SD * 1.53), 2.235 (SD * 0.96) sowie 1.75 (SD 0.96). Die ,area under
the curve® zeigte keinen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 18).
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o DNP 0,01mg/kg
1 Injektionen an Tag
18, 22, 26

[«}]
5 M
A
T
£
?
£
=z

24

o. J - - LJ -

10 15 t 20 t 251 30

Tage nach Immunisierung

Abbildung 18: Durchschnittlicher klinischer Score von Tag 9 bis Tag 30 nach der Immunisierung der Lewis-Ratten
mit P2-Peptid und CFA. Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 jeweils eine intraperitoneale Injektion mit 2,4-
Dinitrophenol in verschiedenen Konzentrationen (1/0,1/0,01mg/kg Kg) (N = 7/4/4). Die Kontrollgruppe erhielt die
gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion (N= 10). Es handelt sich um zusammengefiihrte Werte aus drei
unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittleren Werte und die Standardabweichung.
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Abbildung 19: Dargestellt ist die ,area under the curve®. Die mehrmalige Injektion von DNP (1/0,1/0,001mg/kg Kg)
flihrte zu keiner signifikanten Reduktion der ,area under the curve®. Fir die Datenanalyse wurde ein t-Test bei einer
Stichprobe und ein Mann-Whitney-Test fur die AUC-Werte durchgefuhrt.

4.1.7. 2,4-DNP-Behandlung hat keinen Einfluss auf die Erholung der Nervenleit-

geschwindigkeit und des Muskelaktionspotentials

Die im Rahmen der Entzlindungsreaktion auftretende Demyelinisierung fuhrt sowohl bei der
EAN wie auch beim GBS zu einer Verlangsamung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit
(mNCV). In der Versuchsreihe wurde anhand des N. Ischiadicus die motorische Nervenleitge-
schwindigkeit als Zeichen der Demyelinisierung sowie das Muskelaktionspotenzial (cMAP) als
Zeichen des axonalen Schadens gemessen. Zu Beginn zeigte sich in allen Gruppen eine ver-
gleichbare mNCV. An Tag 18 p.i. kam es dann erwartungsgemal zu einer signifikanten Re-
duktion der mNCV in allen Gruppen. An Tag 30 p.i. war die mittlere mNCV in allen Gruppen
vergleichbar(DNP 0,01mg/kg Kg: 29.79 m/s (SD + 5.01) vs. Kontrolle (30.7 m/s, SD * 6.59
Abb. 20). Auch die cMAP zeigte keine signifikanten Unterschiede (siehe Abb. 21). Lediglich
zeigte sich eine signifikante Reduktion in der Kontrolle von Tag 0 zu Tag 18.
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Abbildung 20: Darstellung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit (NNCV in m/sec.). Diese wurde an Tag O,
18 und an Tag 30 p.i. bestimmt. Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 p.i. jeweils eine intraperitoneale Injektion
mit 2,4-Dinitrophenol in verschiedenen Konzentrationen (1/0,1/0,01mg/kg Kg) (N = 7/4/4). Die Kontrollgruppe erhielt
die gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion (N= 10). Es handelt sich um zusammengefiihrte Werte aus
drei unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittleren Werte und die Standardabweichung.
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Abbildung 21: Darstellung der cMAP (in mV) als Teil der elektrophysiologischen Untersuchung. Diese wurde an
Tag 0, 18 und an Tag 30 durchgefiihrt Die Ratten erhielten an Tag 18, 22 und 26 jeweils eine intraperitoneale
Injektion mit 2,4-Dinitrophenal in verschiedenen Konzentrationen (1/0,1/0,01mg/kg Kg) (N = 7/4/4). Die Kontroll-
gruppe erhielt die gleiche Menge PBS als intraperitoneale Injektion. Es handelt sich um zusammengefihrte Werte
aus drei unterschiedlichen Experimenten. Dargestellt sind die mittleren Werte und die Standardabweichung. Es
zeigte sich keine signifikante Reduktion von Tag 0 zu Tag 18, ebenso zeigte sich keine signifikante Erholung im
Vergleich von Tag 18 zu Tag 30. Lediglich die Kontroll-Tiere zeigten eine signifikante Reduktion des cMAP im
Vergleich von Tag 0 auf Tag 18.

4.1.8. 2,4-DNP als mitochondrialer Entkoppler induzierte ultrastrukturelle Veran-
derungen der myelinisierten und nicht-myeliniserten Nervenfasern und ih-

rer Mitochondrien

In unseren Versuchen haben wir die ultrastrukturellen Verdnderungen in myelinisierten und
nicht-myelinisierten Fasern sowohl von den proximalen als auch den distalen Teilen des N.
Ischiadicus untersucht, da die Entzindungsreaktion der EAN auf ultrastruktureller Ebene zur

einer Schwellung und Zunahme der FasergrofRe und ihrer Mitochondrien fiihrt.®’

In sdmtlichen mit DNP behandelten Gruppen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Ge-
samtgrof3e sowohl der myelinisierten als auch der nicht-myelinisierten Fasern. Die gro3te Wir-
kung zeigte sich hierbei bei den mit 0,01 mg/kg Kg behandelten Tieren.
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Die myelinisierten Fasern der mit niedrig-dosierten DNP-behandelten Tiere zeigten einen sign-
fikant kleiner Flache (Mittelwert 2,89 um?, SD * 5,18) im Vergleich zu den anderen Gruppen
(Kontrolle: 5,84 um?, SD + 5,18).

Auch bei der Mitochondriengro3e zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Grup-
pen. Die Tiere, die mit DNP behandelt wurden, wiesen eine signifikant grof3ere Flache der

Mitochondrien auf.

Insbesondere die Gruppe, welche mit niedrig-dosiertem 2,4-DNP behandlet wurde, wies einen
hoch-signifikanten Anstieg der mitochondrialen GroRRe (Mittelwert 0,075 um?, SD + 0,036 p-
value < 0,0001), gefolgt von der Gruppe mit hohem DNP (0,051 pm?, SD). + 0,034 p-value <
0,0001). Auch in den nichtmyelinisierten Fasern konnte eine Verkleinerung der Flache der mi-
tochondrialen Fasern beobachtet werden.
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Abbildung 22: Ultrastrukturelle Charakterisierung der myelinisierten und nicht myelinisierten Fasern. Die Abbildung
zeigt die Fasergrof3e der myelinisierten Axone in pm?2 swe jeweiligen Gruppen. Die Ergebnisse sind als iolinplot mit
dem Median und den Quartilen und ihren relativen Anteilen, sortiert nach ihrer Flache in pm2 dargestellt. Insgesamt
wurden fir jeden Nerv N = 40 Fasern und N = 100 Mitochondrien in den proximalen und distalen Teilen analysiert
(n = 4 pro Gruppe, 20-30 Sichtfelder pro Nerv und Fasertyp).
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Abbildung 23: Ultrastrukturelle Charakterisierung der nicht-myelinisierten Fasern. Die Abbildung zeigt die nicht-
myeliniserte FasergroRe der Axone in umz2 in den jeweiligen Gruppen. Die Ergebnisse sind als abgeschnittener
Violinplot mit dem Median und den Quartilen und ihren relativen Anteilen, sortiert nach ihrer Flache in um2, darge-
stellt. Insgesamt wurden fiir jeden Nerv N = 40 Fasern und N = 100 Mitochondrien in den proximalen und distalen
Teilen analysiert (N = 4 pro Gruppe, 20-30 Sichtfelder pro Nerv und Fasertyp
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Abbildung 24: Ultrastrukturelle Charakterisierung der Mitochondriengréf3e. Die Ergebnisse sind als abgeschnittener
Violinplot mit dem Median und den Quartilen und ihren relativen Anteilen, sortiert nach ihrer Flache in um?2, darge-
stellt. Insgesamt wurden fiir jeden Nerv N = 40 Fasern und N = 100 Mitochondrien in den proximalen und distalen
Teilen analysiert (N = 4 pro Gruppe, 20-30 Sichtfelder pro Nerv und Fasertyp).
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Abbildung 25: Ultrastrukturelle Charakterisierung der MitochondriengréRe dernicht-myelinisierten Fasern. Die Er-
gebnisse sind als abgeschnittener Violinplot mit dem Median und den Quartilen und ihren relativen Anteilen, sortiert
nach ihrer Flache in um2 dargestellt. Insgesamt wurden fur jeden Nerv N = 40 Fasern und N = 100 Mitochondrien
in den proximalen und distalen Teilen analysiert (N = 4 pro Gruppe, 20-30 Sichtfelder pro Nerv und Fasertyp).

4.1.9. 2,4-DNP fuhrt zu keiner Veranderung der histologischen Inflammation

Zur Darstellung mdoglicher subklinischer Auswirkung auf die Entziindungsreaktion untersuch-
ten wir in der Gruppe der mit 1mg/kg Kg 2,4-DNP behandelten Tiere die histologische Entztin-
dungsreaktion. Wir nutzten hierbei die Gruppe mit der héchsten Dosierung, um maogliche sub-

klinische Veranderungen darzustellen. Anhand einer CD3+-Farbung zur Darstellung der T-
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Zellen sowie anhand einer Ibal+-Farbung als Marker fir Makrophagen verglichen wir die 2,4-
DNP-Gruppe mit der Kontrollgruppe. In der mit 2,4-DNP-behandelten Gruppe zeigte sich eine
leichtgradige, signifikante erhohte Infiltration von Makrophagen 0,45 %, SD * 0,22, im Ver-
gleich zur Kontrolle: 0,29,%, SD + 0,16)

IbA1l+/Hoechst+ CD3+/Hoechst+

Kontrolle
100 ym

DNP 1mg/kg

100 pm

Abbildung 26: Beispielhafte Darstellung der Immunhistochemie. Zu sehen sind zwei Querschnitte des N. Ischiadi-
cus aus der 2,4-DNP-Gruppe (1mg/kg Kg) und der Kontrollgruppe. In blau sind die angefarbten Zellkerne (Hoechst)
dargestellt, die T-Zellen wurden mittels eines CD3-AntikOrpers angefarbt (untere Abbildung rot) und die Makropha-
gen mittels eines Ibal-Antikérpers (Obere Abbildung rot).
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Abbildung 27: Fir die Immunhistochemie wurden 7-10 Nerven pro Gruppe analysiert (N= 25-30). Durchgefiihrt

wurde ein Mann-Whitney T-Test. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

4.1.10.

doch eine erhohten BDNF-Expression

2,4-DNP hat keine Auswirkung auf die Remyelinisierung, induziert je-

Zur Darstellung moglicher Auswirkung auf die Remyelinisierung wurde eine semi-quantitative

Fluoromyelin-Farbung genutzt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den

jeweiligen Gruppen. Im Gegensatz dazu war die Anzahl an BDNF-exprimierenden Zellen in
der 2,4-DNP-Gruppe (1mg/kg) signifikant erhéht. (Kontrolle: Mittelwert 0,009 % + 0,16 SD; fur

DNP: 0,024 % + 0,032 SD), p-value?.
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Abbildung 28: Beispielhafte Darstellung der Fluoromyelin-Farbung und ihre semi-quantitative Auswertung (rechts).
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Abbildung 29: Beispielhafte Darstellung der BDNF-Farbung. Fir jede Immunhistochemie wurden 4-5 Nerven pro

Gruppe analysiert und ausgewertet (rechts).
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung der beiden neuro-regenerativen Sub-
stanzen Monastrol und 2,4-Dinitrophenol auf die Regenerationsphase der experimentellen Au-
toimmunen Neuritis zu beschreiben. Die Anwendung bereits bekannter Arzneimittel flr neue
Behandlungsfelder wird auch als ,drug repurposing“ bezeichnet, welcher insbesondere bei

seltenen und heterogenen Erkrankungen wertvoll ist.®®

Die Entdeckung und Entwicklung neuartiger Arzneimittel ist zeit- und kostenintensiv. Vor allem
bei Erkrankungen mit niedriger Inzidenz kann dieser Faktor limitierend fir die Entwicklung
neuer Behandlungsoptionen sein. Auch die Rekrutierung fur klinische Studien kann aufgrund
der geringen Inzidenzen langwierig sein.®® Insgesamt kann der Ansatz des ,drug repurposing®,
also der Umnutzung bereits bekannter Substanzen bei anderen Erkrankungen Gesamtent-

wicklungszeit und die Gesamtkosten bis zum Einsatz am Patienten reduzieren.

Bisherige Therapieoptionen bei GBS bestehen einerseits aus Immunadsorption/Plas-
mapharese sowie andererseits aus der Gabe von intravendsen Immunglobulinen. Beides zielt
auf eine temporare Suppression des Immunsystems ab. Hierbei wird versucht, den Schaden
auf die Nerven durch die verschiedenen Komponenten des Immunsystems moglichst gering
zu halten. In der Akut-Situation sind diese Therapieoptionen wichtige Bausteine im Heilungs-
prozess, indem sie die Krankheitsstarke abschwéchen und den Schaden auf die Nerven redu-

zieren. Die Behandlung erfolgt also vor der Regenerationsphase.?®

Bei einem Teil der Patienten zeigt sich jedoch keine ausreichende Wirkung und Residuen ver-
bleiben zurlick. Dauerhafte neurologische Funktionsstérungen schrénken stark die Lebens-
qualitét der Betroffenen ein. In diesen Féllen erfolgt die Behandlung insbesondere durch Re-

habilitationsmaRnahmen mit physiotherapeutischer Ubungen. 247

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Gabe eines Kinesin-5-Inhibitors im Tiermodell den Ver-
lauf der Regenerationsphase der experimentellen autoimmunen Neuritis positiv beeinflusst.®*
Wir beobachteten neben deutlichen klinischen Effekten eine schnellere Erholung der histolo-
gischen Inflammation und eine gesteigerte Remylinisierung mit positiven elektrophysiologi-
sche Auswirkung.®* Auch im neuromuskularen Ubergang konnten positive Effekte beobachtet

werden.

Die in den GBS-Patienten beobachtete Synaptopathie wird als ein Faktor der auftretenden
Muskelschwache gesehen.® Die Abminderung dieser Synaptopathie kénnte also mit zur klini-

schen Besserung beigetragen haben. Dies wirden einen Behandlungsansatz ermdéglich.
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Haufig besteht die Schwierigkeit in Versuchen, eine neuroprotektive Wirkung von einer neu-
roregenerativen Wirkung abzugrenzen. In unserem Versuchsaufbau konnten wir gezielt die
neuroregenerative Wirkung beobachten, indem wir die Injektionen nahe am Krankheitsmaxi-
mum begonnen haben. Die Medikamentengabe konzentriert sich also ausschliel3lich auf die

Erholungsphase.

Unsere Versuchsreihe erfolgte mithilfe des Tiermodells der experimentellen autoimmunen
Neuritis (EAN). Durch die Immunisierung von PNS Myeline (PO, P2) kommt es zu einem zu-
meist monophasischen Verlauf mit Ataxie und Lahmung nach ca. 2 Wochen Latenzzeit.” Prin-
zipiell I&sst sich die EAN in verschiedenen Tieren (Meerschweinchen, Kaninchen, Mause) aus-
I6sen, zumeist werden jedoch wie in unseren Versuchen Ratten genutzt. Dabei handelt es sich
insgesamt um ein weit anerkanntes Tiermodell fiir die AIDP.#32 Doch auch dieses Tiermodell
hat seine Limitationen. Neben dem molekularen Mimikry als Ursache fiir die Entstehung von
GBS nach Infektionen mit C. Jejuni, begunstigen auch eine Reihe von genetischen Faktoren
die Entstehung von Autoimmunerkrankungen.*? Diese Faktoren wurden bisher auf3en vor ge-
lassen. Gene wie das NODL1 spielen eine wichtige Rolle im Rahmen der Immunantwort. So
konnte gezeigt werden, dass NOD1 bei der Entstehung im Tiermodell der multiplen Sklerose,
dem EAE beteiligt ist. Dartiber hinaus zeigte sich, dass Tiere mit einer NOD-Defizienz nach
Immunisierung eine geringere Symptomatik zeigten. 3" Weitere Versuche mit genetisch ver-
anderten Versuchstieren wie dem NOD1-knock-out kdnnten neue Erkenntnisse Uber die Wirk-
weise von Monastrol im Rahmen der EAN bringen.

5.1. Therapeutische Wirkung von Monastrol

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen eine therapeutische Wirkung von Monastrol in der
Erholungsphase bei der EAN. Die wiederholten Injektionen ab Tag 18 zeigten signifikante Ver-
besserungen in der klinischen Symptomatik sowie bei den elektrophysiologischen Untersu-
chungen. Ultrastrukturelle, immunhistochemische und elektrophysiologische Untersuchungen
legen eine schnellere Remyelinisierung des Nervens nahe, ebenso kommt es zu einer bes-
seren Reinnervation der neuromuskularen Endplatte an Tag 30. Es konnte ebenso gezeigt
werden, dass Monastrol signifikant und dosisabhangig das Nervenwachstum in vitro beschleu-
nigt. Hierbei wurde der Effekt vor allem durch eine La&ngenzunahme des Axons generiert und
nicht vermehrte Dendritenbildung.®* Dieses wachstumsfordernde Potenzial konnte auch in ei-
ner anderen Studie gezeigt werden. Monastrol wirkt als allosterischer Hemmer von Kinesin-5

in den Neuronen. Dieses wirkt physiologischerweise dem Vordringen der Mikrotubuli
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entgegen, welches fir das Wachstum von Axonen erforderlich ist. Durch eine Hemmung von
Eg5 kommt es zu einem starkeren Transport von Mikrotubuli mittels Dynein in Richtung des

Axons, wodurch das Wachstum verstarkt wird.”*

Mittels immunhistochemischer Farbungen konnten wir auch einen signifikanten Riickgang der
CD3+ Zellen beobachten, bei gleichbleibender Makrophageninfiltration. Insbesondere in der
Krankheitsinduktionsphase spielen die Antigen-spezifischen T-Zellen eine wichtige Rolle,
wahrend die Makrophagen vor allem in der spateren Effektorphase dominant sind.”®’¢ Wah-
rend die T-Zellen vor allem proinflammatorisch wirken und durch Ubertragung zu einer EAN
mittels passiver Immunisierung fuhren, zeigt sich bei Makrophagen inzwischen ein ambivalen-
teres Bild. Wahrend die proinflammatorischen M1 Makrophagen die Demyelinisierung férdern,
spielt die Subpopulation der antiinflammatorischen M2 Makrophagen eine wichtige Rolle bei
der Erholung der experimentellen autoimmunen Neuritis.””® Unsere Ergebnisse konnten da-
her hinweisend sein auf eine schnelleren immunologischen Erholung der Nerven. Hierfir sind

jedoch weitere Studien notwendig.

Kinesin-5 spielt als molekulares Motorprotein auch in der Zellteilung eine wichtige Rolle. Die
Zellzyklusabhéangige Phosphorylisierung von Kinesin-5 reguliert die Lokalisation der mitoti-
schen Spindel.” Die vollstandige Blockierung von Kinesin-5 fuhrt zu einem Stillstand der Mi-
tose und zur Auslosung einer Apoptose der Zelle.?® Daher ware denkbar, dass der Riickgang
der CD3+ Zellen weniger durch einen Riickgang der Immunantwort, als vielmehr durch eine
Zelltoxizitat durch die Kinesin-5-Inhibierung erklarbar ware. Insgesamt zeigt sich in adulten,
nicht proliferierendem Gewebe nur eine vernachléssigbare geringe Expression von Kinesin-
5.8% Bei Zellen aus der lymphatischen Reihe hingegen zeigen sich deutlich erhdhte Expressi-
onen von Kinesin-5, sodass hier durch die Hemmung von Monastrol eine Beeintrachtigung
entstehen konnte.®* Auch unsere Arbeitsgruppe konnte in Vergangenheit eine Veréanderung
der weil3en Blutkorperchen durch Monastrol zeigen. Es zeigte sich eine Verringerung der Leu-
kozyten bei kombinierter Gabe von Bortezomib und Monastrol gegentiber der alleinigen Gabe
von Bortezomib.*® Dies spricht fiir eine relevante Beeinflussung der Leukozyten durch Monast-
rol, zumindest in Kombination mit anderen zytotoxischen Medikamenten. Auch in unserer Ver-
suchreihe fuhrten wir Blutuntersuchungen durch, um eine eventuelle Veranderung des Blut-
bilds durch alleinige Monastrol-Gaben zu untersuchen. Hier zeigten sich jedoch keine signifi-
kanten Veranderungen bei den Leukozyten/Erythrozyten im Blut bei den mit Monastrol behan-

delten Tieren.

Dennoch ist es wichtig und notwendig, eine mogliche Knochenmarkssupression mithilfe von
weiteren Versuchen zu Uberprifen, da es sich hierbei um eine prinzipiell therapielimitierende

Nebenwirkung handelt. Neben einer Kontrolle des Blutbildes durch einen Blutausstrich wére
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auch die Durchfuihrung einer Knochenmarksuntersuchung denkbar. Hierbei zeigt sich ein deut-
lich genaueres Bild der Blutbildung. Insbesondere die Darstellung einer kompletten Ausreifung

ware hier moglich. 82

Der etablierte klinische Score zur Erfassung der Erkrankungsschwere der EAN beruht insbe-
sondere auf motorischen Symptomen. Sensible Symptome, wie Schmerz (mechanische und
thermische Hyperalgesie) und Hypasthesien wurden in dieser Versuchsreihe jedoch nur un-
zureichend erfasst. Sie sind jedoch ebenso typische Symptome des GBS und der EAN.

Wei et. Al beschreiben jedoch, dass die Hemmung von Kinesin-5 in vitro und in Vivo in Neu-
ronen der Spinalganglia den PI3K/Akt-Signal-vermittelten VR1-Plasmamembrantransport auf-
hob und so pathologische Schmerzen umkehrte. Der Vanilloidrezeptor-Subtyp-1 (VR1) spielt
insbesondere in der Vermittelung von neuropathischen Schmerzen eine zentrale Rolle.® Dies
lasst die Vermutung zu, dass auch Monastrol als Kinesin-5-Inhibitor einen positiven Effekt auf

die sensorischen Symptome haben konnte. Hier fehlen jedoch noch ausreichende Daten.®

Insbesondere die positiven und negativen sensiblen Symptomen schranken neben dem haufig
auftretenden Fatigue-Symptom bei GBS-Patienten die Lebensqualitét ein, sodass die Notwen-

digkeit weiterer Studien mit Fokus auf diesen Bereich der Symptomatik besteht.

Auch ist wenig Uber die weiteren Wirkungen von Monastrol bekannt. Potenziell kann es zu
Veranderungen bei Gliazellen und Schwann-Zellen kommen. Ebenso besteht die Mdglichkeit
einer Wirkung auf zerebralen Neurone .So konnte gezeigt werden, dass die in-Vitro-Gabe von
Monastrol bei unreifen priméren kortikalen Neuronenkulturen zu einer Verlangerung von Dend-
riten sowie zu einer Verkirzung der Axone fihrt. Dies konnte zu einer gewissen Neurotoxizitat
fuhren, insbesondere jedoch zu Veranderung bei der Hirnentwicklung fiihren. 8 Dariber hin-
aus gibt es Hinweise, dass Kinesin-5 eine wichtige Rolle in der Feinabstimmung der Dendriten
spielt. So kommt es bei der Neurodegeneration im Rahmen von Alzheimer zu einer Beta-Amy-
loid-induzierten Kinesin-5-Hemmung im Tiermodell.®®> Insgesamt zeigen Studien im Bereich
der Krebstherapie mit Monastrol jedoch wenig systemische Nebenwirkungen.®® Auch konnte

kein Hinweis fiir negative Effekte postmitotische Effekte gefunden werden.”

Insgesamt konnten wir zeigen, dass Monastrol einen positiven Effekt auf den neuro-regenera-
tiven Verlauf der EAN hat zur Beurteilung einer moglichen neuroprotektiven Wirkung missten
weitere Versuche durchgefuhrt werden, welche die praventive , d. h. direkt nach Immunisie-

rung und vor Symptombeginn umfassen.
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5.1.1. Therapeutische Wirkung von 2,4-DNP

Auch hier erfolgten die Injektionen als Gabe an Tag 18, 22 und 26 in der Erholungsphase der
EAN.

Mehrere Studien zeigten in Vergangenheit eine neuroprotektive bzw. neuroregenerative Wir-
kung von DNP im Tiermodell. In einem Modell fir Parkinson flihrte die Gabe von 2,4-DNP zu
einer Protektion von dopaminergen Neuronen. Auch bei Parkinson wird vermutet, dass der
Untergang der dopaminergen Neurone im Zusammenhang mit einer mitochondrialen Dysfunk-
tion steht. Der mitochondrialer Entkoppler DNP entfaltet hier eine neuroprotektive Wirkung auf
die Nerven, sodass der neurodegenerative Prozess verlangsamt wird.**5! Auch bei einem
Schlaganfall-Modell konnte eine funktionelle Besserung nachgewiesen werden. Wahrend in
der einen Studie die DNP-Gruppe eine einmalige Injektion mit einer Dosis von 5mg/kgKg er-
hielt, erfolgte in der anderen Studie eine tagliche Injektion von 0,5mg/kgKg tber fast 6 Wochen.
Daher ist insbesondere die Wahl der adaquaten Dosierung eine mégliche Hurde bei der Un-
tersuchung von 2,4-DNP. Eine falsch-gewahlte Dosierung kann eine klinische Wirkung vertu-

schen und ein falsch-negatives Ergebnis liefern.

Eine vorherige Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es wéahrend der EAN zu ult-
rastrukturellen Verédnderungen der Mitochondrien kommt. Im Maximum der Krankheit kam es
hierbei zu einem Anschwellen der Mitochondrien im Sinne einer VergréRerung des mittleren
Durchmessers sowie zu einer Verringerung der Mitochondrienzahl in den Axonen, insbeson-
dere in den unmyelinisierten Fasern. Auch in den Schwann-Zellen kam es zu diesen Veran-

derungen, die sogar noch in der Erholungsphase persistierten. ¢’

Morphologische Veranderungen wie beispielsweise ein Anschwellen in Mitochondrien ist ein
typische Reaktion auf von Zellen auf Stress, die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) her-
vorgerufen werden.®® Die Veranderungen werden durch den Verlust des mitochondrialen

Membranpotenzials erklart.®’

Die neuroprotektive Wirkung von 2,4-DNP ist in mehreren Studien belegt worden. Eine der
Wirkweisen beruht auf dem Kalziumhaushalt der Zelle bzw. der Mitochondrien. Die Entkopp-
lung durch 2,4-DNP fuhrt zytoplasmatisch zu einer Erhéhung des Kalziumspiegels, intramito-
chondrial jedoch zu einer Verringerung des Kalziumspiegels. Dies fihrt zu einem verringertem
oxidativem Stress in den Mitochondrien.®* Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass 2,4-
DNP Mitochondrien von Neuronen vor Glucose- und Sauerstoffmangel schitzt und freie Ra-

dikale von intramitochondrial nach extramitochondrial fihren konnte. All dies miindete in einer
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Neuroprotektion mit Verhinderung der Apoptose von Neuronen durch eine verbesserte mito-

chondriale Funktion.®8

Ein neuroregenerativer Effekt hingegen konnte in einem N. Ischiadicus Crush-Modell gezeigt
werden, bei dem die 2,4-DNP-Gabe erst nach Durchfiihrung der Nervenverletzung gegeben

worden ist. &

Bei uns in der Versuchsreihe fiihrte die 2,4-DNP-Gabe nach Beginn der Symptomatik zu keiner
relevanten Verbesserung des klinischen oder elektrophysiologischen Verlaufs.

In Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Neuroinflammation die Funktion der Mito-

chondrien beeintrachtigen kann und somit zur Apoptose der Neuronen fuihren kann.®°

In Vergangenheit fuhrte die Gabe von 2,4-DNP bereits zu dosisabhangigen morphologische
Veranderungen in Mitochondrien. Die Daten bei niedriger Dosierung hierfur sind widerspruch-
lich, teilweise wird jedoch eine Schwellung von Mitochondrien durch eine milde Entkopplung
beobachtet. °192 Hohere Dosierungen fiihrten ebenfalls zu einer Schwellung der Mitochond-
rien. Hierbei wird jedoch eine komplexe Wirkung vermutet, die mehr tber eine einfache Ent-

kopplung hinaus geht.®*

Grundsatzlich kann eine veranderte Morphologie der Mitochondrien (Schwellung, Fragmentie-
rung etc.) auch durch oxidativen Stress auf die Zelle entstehen. 8 Auch durch Temperatur-
veranderungen oder im Prozess der Alterung verandert sich die ultrastrukturelle Gestalt der

Mitochondrien.%3

Bei unserer Auswertung zeigte sich eine Verringerung des axonalen Durchmessers sowohl in
den myelinisierten als auch in den nicht-myelinisierten Fasern. Da axonale Schwellung bei
Entziindung und neuronalem Stress auftritt, kann dies als indirektes Zeichen einer Verringe-

rung der Entziindung bzw. des neuronalen Stress gewertet werden. %9

In Bezug auf die Mitochondrienmorphologie zeigten sich uneindeutige Ergebnisse. In mehre-
ren Studien wurden bereits Verdnderungen der Mitochondrienmorphologie durch 2,4-DNP be-
obachtet. Einige Autoren berichten von einer Schwellung der Mitochondrien aufgrund der mil-
den Entkopplung®. In einer anderen Studie hingegen wird der verringerte Kalziumeinstrom in

die Mitochondrien als Grund fiir eine unveranderte Morphologie gesehen®.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die DNP-Behandlung das Potenzial der Mitochondri-
enmembran verringert, den intrazellularen Ca 2+ -Spiegel erhdht und den oxidativen Stress in
Neuronen der GroR3hirnrinde reduziert. Dies mindete auch in einer Erhéhung der BDNF-Kon-

zentration.®
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Die Regulierung von BDNF erfolgt zu Teilen durch die Erhéhung von cyclischem Adenylatmo-
nophosphat (CAMP). Da dieses wiederum durch den Kalziumspiegel der Zellen beeinflusst
wird, kann BDNF auch durch 2,4-DNP gesteigert werden. Dies konnte in vergangenen Studien

bestatigt werden.®” Auch hier zeigte sich ein dosisabhangiger Effekt.>*

Auch in unseren Versuchen zeigte sich eine Hochregulierung von BDNF bei den mit DNP
behandelten Tieren. Als neurotropher Faktor spielt BDNF eine wichtige Rolle in der Neurore-
generation und Neuroprotektion.®® Studien zeigen, dass BDNF allein in der Lage ist, den Ver-
lauf der EAN positiv zu modulieren.®® Mdglicherweise reicht die Hochregulierung von BDNF
hier nicht aus, um eine signifikante Veranderung in der Symptomatik sowie in den elektrophy-
siologischen und immunhistochemischen Untersuchungen zu zeigen.

Es ist nicht auszuschlie3en, dass (noch) hohere Dosierung des Entkopplers DNP zu einer

sichtbaren neuroregenerativen Wirkung fuhrt.

In unseren Versuchen nutzten wir Dosierungen, die sich in anderen Studien als wirksam er-
wiesen haben. Zumeist erfolgten Dosierungen im Bereich von 0,01-5mg/kg 2,4-DNP.'® Bei
einmaliger Injektion wurden zumeist hdhere Dosierungen bis 20mg/kg gewahlt, wobei die Do-
sis die der mehrtagigen kumulativen Dosis vergleichbar ist.>* Hohere Dosierungen bergen

jedoch die Gefahr von toxischen Nebenwirkungen. 48101

Zusammenfassend zeigte sich in unseren Experimenten kein Einfluss von 2,4-DNP auf den
klinischen oder den elektrophysiologischen Verlauf der EAN in der Erholungsphase. Prinzi-
piell ist denkbar, dass héhere Dosierungen zu einer klinischen oder elektrophysiologischen
Verbesserung der EAN flhren. In Vergangenheit zeigten sich jedoch toxische Nebenwirkun-
gen mit Todesfolgen bei htheren Dosierungen, sodass wir aufgrund der 3R-Regel auf weitere

Experimente verzichteten. 192

Bisher gibt es jedoch keine ernstzunehmende Therapieoption, die auf eine neuroregenerative
Wirkung basiert. Hierbei wiirde die Heilung der bereits entstandenen Nervenschaden im Fokus
stehen.?® Denn nicht bei allen Patienten gelingt die vollstandige Heilung mithilfe der Plasma-
pheresen und/oder den IVIGs. Ein Teil der Patienten klagt Uber sensible Defizite wie Schmer-
zen einerseits, aber auch motorische Einschrankungen andererseits. Dies kann zu schweren
Einschréankungen der Lebensqualitéat bei GBS-Patienten flihren. Auch ein auftretendes Fati-
gue-Syndrom kann die Lebensqualitat deutlich mindern. Vor allem bei jungen Patienten zwi-
schen 30 und 50 Jahren kommt es haufig zu dauerhaften Behinderungen durch die Erkran-

kung. Aus diesem Grund sind weitere Studien zur Verbesserung der neurologischen Funktion
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in EAN und GBS notig. Insbesondere Monastrol halten wir fir eine vielversprechende Sub-

stanz, mit der weitere Studien neue Erkenntnisse bringen kénnen.
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