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Zusammenfassung

Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist die hadufigste neurologische Ursache fiir nicht-traumatische
Behinderungen bei jungen Erwachsenen. Wie bei anderen autoimmun vermittelten
Erkrankungen gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der Inzidenz, des
Verlaufs und der Schwere der Symptome. Die Rolle der Astrozyten im Krankheitsverlauf
von MS ist nicht sehr gut verstanden, ebenso wie die Auswirkungen der Vitamin-D-(VD-)
Supplementation auf zellulirer Ebene. Basierend auf einem Tiermodell der kortikalen
Demyelinisierung, welche ein charakteristisches Merkmal der progredienten MS darstellt,
untersucht diese Diplomarbeit die Interaktionen von Astrozyten bei weiblichen und

mannlichen Ratten.

Methoden

Die Arbeit basiert auf dem Tiermodell von Ucal et al., 2017 und simuliert eine groBflichige,
kortikale Demyelinisierung. Die untersuchten Ratten wurden in 4 Gruppen eingeteilt.
Kontrollgruppen bestanden aus ménnlichen und weiblichen Ratten, die das beschriebene
Tiermodell durchliefen und mit Standard-Rattenfutter gefiittert wurden. Die experimentellen
Gruppen bestanden aus mannlichen und weiblichen Ratten, die ab dem Alter von 3 Wochen
einmal wdochentlich 400 IE VD erhielten, bis zum Ende des Experiments. Am 15. Tag, bei
maximaler kortikaler Demyelinisierung, wurden die Ratten euthanasiert und die Gehirne
wurden histologisch mittels Inmunhistochemie auf das Auftreten verschiedener Astrozyten-
Phanotypen, das Ausmal} der Mikroglia-Aktivierung, die neuronale Erhaltung und den
Verlust des kortikalen Myelins analysiert.

Ergebnis

Die Aktivierung der Astrozyten unterschied sich je nach Geschlecht und VD-Behandlung.
Insgesamt zeigten die VD-behandelten Gruppen eine hohere Aktivierung der Astrozyten,
wobei die Aktivierung des neuroprotektiven A2-Phénotyps im Vergleich zu unbehandelten
Tieren signifikant erhoht war. Gleichzeitig wurde der proinflammatorische A1-Phénotyp in
den VD-behandelten Gruppen reduziert. Mannliche Gruppen zeigten generell eine stirkere

Aktivierung der Astrozyten im Vergleich zu weiblichen Gruppen.
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Diskussion

Insgesamt zeigen die Ergebnisse geschlechts- und behandlungsspezifische Unterschiede in
den histopathologischen Verdnderungen im Kortex sowie in der Aktivierung von
Astrozyten, Mikroglia und dem Erhalt der Neuronen im Lisionsmodell. Die verstirkte
Aktivierung des neuroprotektiven A2-Phénotyps in VD-behandelten Gruppen korreliert mit
fritheren Forschungsergebnissen, die VD neuroprotektive und immunmodulierende
Eigenschaften zuschreiben. Die Reduktion des proinflammatorischen A1-Phénotyps unter
VD deutet darauf hin, dass VD moglicherweise die Astrozyten-Phinotypisierung zugunsten
neuronaler Gesundheit und Uberleben fordert. Trotz der positiven Effekte von VD sollte der
Serumspiegel bei Patienten mit VD-Supplementation regelmifBig iiberwacht werden, um
Uberdosierungen zu vermeiden. Es besteht noch Bedarf an weiterer Forschung zur

therapeutischen Anwendung von VD und seinen geschlechtsspezifischen Auswirkungen.
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Abstract

Introduction

Multiple Sclerosis (MS) is the most common neurological cause of non-traumatic disability
in young adults. As in other autoimmune mediated diseases there are sex specific differences
regarding incidence, progression and severity of symptoms. The role of astrocytes in MS
disease progression is not very well understood, as well as the impact of Vitamin D (VD)
supplementation on a cellular level. Based on an animal model of cortical demyelination,
which is a hallmark of progressive MS, this diploma thesis investigates the interactions of

astrocytes with or without VD supplementation in both female and male rats.

Methods/Model

The animal model is described in detail by Ucal et al, 2017 and simulates a widespread
cortical inflammatory demyelination The investigated rats were divided into 4 groups.
Control groups consisted of male and female rats undergoing the animal model as described
and were fed standard rodent food. The experimental groups consisted of male and female
rats receiving 400IU VD once a week from age 3 weeks on until the end of the experiment.
On day 15, at peak disease with maximum cortical demyelination, rats were sacrificed and
brains were histologically analysed by immunohistochemistry for the occurrence of different
astrocyte phenotypes, the extent of microglia activation, neuronal preservation and loss of

cortical myelin.

Result

The activation of astrocytes differed depending on sex and VD-treatment. Overall, VD-
treated groups exhibited higher astrocyte activation, with the activation of the
neuroprotective A2 phenotype significantly increased compared to untreated animals.
Simultaneously, the proinflammatory Al phenotype was suppressed in the VD-treated
groups. Male groups generally displayed an overall stronger astrocyte activation compared

to female groups.

Discussion

Our results demonstrate gender- and treatment-specific differences in the activation of
astrocytes and microglia as well as the cortical preservation of neurons in the lesion model.
The enhanced activation of the neuroprotective A2 phenotype in VD-supplemented groups

correlates with previous research findings attributing neuroprotective and
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immunomodulatory properties to VD. The reduction of the proinflammatory A1 phenotype
under VD suggests that VD may promote astrocyte phenotyping in favour of neuronal health
and survival. Despite the positive effects of VD, serum levels should be regularly monitored
in patients receiving VD supplementation to avoid overdosing. Further research is needed

on the therapeutic application of VD and its sex-specific effects.
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1. Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische neurogenerative Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS) und eine der hidufigsten Ursachen fiir eine nicht-traumatische
Behinderung bei jungen Erwachsenen (1, 2). Charakterisiert ist die Krankheit durch eine T-
Zell mediierte Demyelinisierung der Myelinscheiden, was in weiterer Folge zu einer
axonalen Degeneration und einer Zerstorung von Nervengewebe fiihrt. Bei MS finden wir
unterschiedlichste Auspriagungen und Verlaufsformen, somit zeigt sich die Klinik oft sehr
heterogen. Typischerweise erkranken die meisten Patientlnnen zunichst an einer
schubhaften MS; Schiibe von Krankheitssymptomen wechseln sich mit symptomfreien
Intervallen ab (schubformige oder relapsing-remitting MS). In dieser Phase kommt es zur
Bildung von entziindlichen Herden (MS Plaques) in verschiedenen Bereich des Gehirns und
Riickenmarks, nach Abklingen der Entziindung bessern sich die Symptome wieder. Nach
langjdhriger Erkrankungsdauer kann es allerdings zu einer progredienten Krankheitsphase
kommen, in der die Patientlnnen eine langsame stetige Verschlechterung neurologischer
Funktionen erleiden (progrediente MS). In dieser Phase spielt Entziindung kaum mehr eine
Rolle, sondern ein neurodegenerativer Prozess hat eingesetzt. Nur ein geringer Teil der MS
Patientlnnen erlebt eine solche Verlaufsform schon ab Beginn der Erkrankung (primér

progredienten MS).

Die Pridvalenz sowie die Inzidenz sind weltweit steigend, was sich einerseits durch die
verbesserte Behandlung und damit lingere Lebenszeit und andererseits durch die frithere
und bessere Diagnostik begriinden ldsst. Dabei sind vor allem Frauen im Vergleich zu
Mainnern in einem Verhéltnis von 2-3:1 betroffen, wobei sich der vermehrte Frauenanteil
generell bei den meisten Autoimmunerkrankungen beobachten ldsst. Hingegen zeigen

betroffene Ménner hiufiger einen schwereren und progredienten Verlauf.

Die genaue Atiologie der Erkrankung ist bis dato ungeklirt. Bisher konnten jedoch viele
Studien einen starken genetischen Faktor nachweisen. Dariiber hinaus scheinen
verschiedene Umweltfaktoren und deren Interaktionen miteinander einen Einfluss auf die
Krankheitsentstehung zu haben. Faktoren wie der zu niedrige Vitamin D (VD) Status

scheinen beispielsweise eine starke Assoziation zur Manifestation einer MS zu haben.

Die im Verhiltnis noch weniger erforschten zelluldren Mechanismen der progredienten MS

sind noch ein groles Gebiet fiir weitere Forschung. Das Verstindnis dieser
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pathophysiologischen Vorgédnge auf zelluldrer Basis ist jedoch Grundvoraussetzung, um
wirksame Strategien gegen die chronische Neurodegeneration zu entwickeln. Ein besseres
Verstiandnis der zelluldr- neuronalen Prozesse fiir jene Mechanismen, wie die Interaktionen
zwischen Gliazellen und deren Reaktionen auf externe sowie interne Signale, konnte in
Zukunft neue Therapieoptionen bieten. In den letzten Jahren gab es zunehmend mehr
Hinweise, dass Astrozyten eine entscheidende pathogenetische Rolle spielen und fiir die
Demyelinisierung und Remyelinisierung zumindest mitverantwortlich sind. Der Fokus
dieser Diplomarbeit richtet sich daher auf die Erforschung von Interaktionen von Astrozyten
in De- und Remyelinisierung mit bzw. ohne Supplementierung mit VD mittels

immunhistochemischer Methoden in einem speziellen Tiermodell der spédten Phase der MS.

2. Multiple Sklerose

2.1 Definition und Pathogenese

MS ist eine chronische immun-mediierte entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Sie ist gekennzeichnet durch eine T-Zell mediierte Demyelinisierung
der schiitzenden Myelinschicht, die die Axone umgeben. ,,Nackte*, ungeschiitzte Axone
leiten Nervenimpulse nur fehlerhaft weiter, was die Symptome im Schub erklirt. Durch
einen Wiederaufbau der Myelinscheide, der Remyelinisierung, kommt es zu einer
Riickbildung der Symptome. Vorallem nach ldngerer Krankheitsdauer kommt es allerdings

auch zur axonalen Degeneration und letztlich irreversiblen Funktionsverlust.

Zurzeit besteht kein Zweifel daran, dass immun-mediierte Prozesse und die Inflammation
entscheidend sind fiir die Pathogenese der MS. Ob die pathophysiologische Kaskade der MS
primir durch die Inflammation oder sekundir durch ein noch nicht entdecktes infektidses

Agens bzw. eine intrinsische ZNS-Degeneration ausgeldst wird, ist noch nicht geklart (3).

Bei anderen Autoimmunerkrankungen konnte eine Assoziation zwischen spezifischen Auto-
Antigenen bzw. der Prisenz oder Abwesenheit eines infektiosen Agens hergestellt werden.
Dies konnte bei Patienten mit MS noch nicht bestétigt werden. Bakterielle oder virale
Antigene, besonders das Eppstein-Barr-Virus werden bei MS Patienten immer wieder in

Publikationen diskutiert, jedoch ohne eindeutige Resultate. Derzeit fehlt noch der
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wissenschaftliche Beweis, der die Rolle von aktiven Autoantigenen und Antikorper fiir die

Entziindung und Demyelinisierung unterstiitzen wiirde (4).

Momentan wird vermutet, dass durch einen noch unbekannten Trigger in der Peripherie
aktivierte autoreaktive T-Zellen die gestorte Blut-Hirn Schranke (BBB; blood-brain barrier)

durchdringen, das Gehirn und Riickenmark infiltrieren und Myelin-Proteine attackieren.

Cluster of Differentiation, abgekiirzt CD, sind spezifische Oberflichenproteine, die auf
verschiedenen Zelltypen vorkommen und mit einer einzigartigen Nummer versehen sind.
Diese CD-Nomenklatur ist ein wichtiges Tool, um immunzelluldre Prozesse ndher zu
erforschen, so hat sich auch gezeigt, dass CD4+T-Lymphozyten und CD8+T-Zellen eine
Schiisselrolle in der MS-Progression spielen. In Lasionen und auch im Blutkreislauf wurden
diese Immunzellen vermehrt gefunden. Studien haben zudem gezeigt, dass die Inhibierung
von T-Helferzellen (Thl und Thl7) sowie die Erhohung von zirkulierenden T-
regulatorischen Zellen (Tregs) eine Suppression der Progression der MS bewirken kdnnen
(5, 6). Die Hyperaktivitdt von Thl, als auch Thl7 fiihrt zur Ausschiittung eines hohen
Spiegels von Interleukinen, was zum Untergang von Myelin-produzierenden
Oligodendrozyten fiihrt. Dies bewirkt direkte Myelin- bzw. Nervenschidden, die dann zu
Lisionen im ZNS fiihren (6).

Ein direkter Verdacht, dass auch B-Lymphozyten in der Pathogenese von MS mitwirken,
liefern histologische ZNS-Analysen von Betroffenen (7). Die anhaltende Proliferation von
B-Lymphozyten, die Anti-Myelin-Antikdrper produzieren, verursacht Schiden im Cortex
und beschleunigen das Fortschreiten (8). Etwa 95% der MS-Patienten haben nachweisbare
oligoklonale Immunglobulin-G (IgG)-Banden im Liquor. Zudem zeigen Ablagerungen von

IgG in den Lisionen entscheidende Hinweise auf die Pathologie der MS (9).

Zusitzlich erhértet sich der Verdacht, dass Gliazellen und vor allem Astrozyten und
Mikroglia durch ihre proinflammatorischen und toxischen Phinotypen einen wesentlichen
Beitrag liefern. Nach neuen Erkenntnissen haben Astrozyten einen aktiven Einfluss auf die
Krankheitsentstehung und konnen je nach umgebendem, zelluldrem Milieu protektiv oder
toxisch auf das neuronale System wirken. Um die genauen zelluliren Mechanismen zu

Verstehen bedarf es aber weiterer intensiver Forschung.
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2.2 Klinische Muster und Verlauf der MS

Die klinische Prisentation der MS ist sehr variabel und wird auch als Chaméleon bezeichnet.
Sie ist gekennzeichnet durch Heterogenitit in ihrem klinischem Erscheinungsbild,
Verlaufsformen und Ausgédnge (10). Es kann keine Vorhersage getroffen werden, wann
Schiibe auftreten bzw. wie schnell die Krankheit voranschreitet. Gehduft sind Patienten
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr betroffen. Somit stellt MS die hdufigste Ursache fiir

eine nicht-traumatische Behinderung bei jungen Erwachsenen dar (11).

Patienten mit MS zeigen physische, sowie kognitive Beeintrdchtigungen, die einen
erheblichen negativen Effekt auf die Lebensqualitdt haben. MS prisentiert sich zu Beginn
oft typisch mit unilateraler Optikusneuritis, fokal sensorischen Stérungen (wie Parédsthesien
oder Dysisthesien in den Extremitidten, Abdomen oder Brust), partieller Myelitis oder
Hirnstammsymptomen (wie Doppelbildern oder einer bulbaren Sprache). Zudem kann bei
Betroffenen Ataxie, muskuldre Schwiche, Hyperreflexie, sensorische Defizite oder

afferente Pupillen-Anomalien festgestellt werden (12).

Ein Riickfall oder Schub ist definiert als eine einzelne klinische Attacke mit Symptomen und
objektiven Befunden, die von einem fokalen oder multifokalen entziindlichen
demyelinisierenden Ereignis im ZNS ausgelost wird. Dabei kann sich die Episode akut oder
subakut entwickeln und muss mindestens 24 Stunden anhalten. Zusétzlich miissen Fieber

und eine Infektion ausgeschlossen werden (12).

Der Verlauf der MS kann sich zwischen Patienten stark unterscheiden, dabei werden

vorwiegend drei Auspragungen differenziert.

Die hiufigste Verlaufsform mit 85% ist die schubformige remittierende MS (relapsing
remitting multiple sclerosis; RRMS). Sie ist durch Episoden einer akuten Verschlechterung
der neurologischen Funktionen (neue Symptome oder Verschlechterung der bestehenden
Symptome) mit vollkommender oder partieller Erholung, bei fehlender offenkundiger
Progression der Erkrankung gekennzeichnet. Die Frequenz und Intensitit der Symptome

konnen individuell ausgeprégt sein (10).

Die primidr progressive MS (PPMS) ist wiederum seit Beginn durch eine stindige

Verschlechterung der neurologischen Funktionen, ohne dazwischenliegende Remission
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gekennzeichnet. Davon entwickeln 10-20% der MS Patienten diesen Phédnotyp der
Erkrankung ohne initialer RR-Phase (10).

Die sekundére progressive MS (SPMS) wird als zweite Phase der RRMS bezeichnet, die
sich erst nach Jahren oder sogar erst nach Jahrzehnten nach der Diagnosestellung der
schubformigen remittierenden MS manifestiert. Nach einem schubfoérmigen Verlauf der MS

entwickelt sich eine stetige Progression der Erkrankung ohne definierte Remissionsperioden
(10).

Zusitzlich ist das klinisch isolierte Syndrom definiert, das sich auf die erste Episode der
Demyelinisierung im ZNS bezieht. Auch hier muss ein fokal neurologisches Defizit akut
oder subakut auftreten und fiir mindestens 24 Std. persistieren (10). Das klinisch isolierte
Syndrom kann sich bei weiterer Krankheitsaktivitit zu einer definitiven MS

weiterentwickeln.
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2.3 Diagnose

MS ist in ihrer Erscheinung sehr variabel und diese Heterogenitit iibertragt sich auch auf die
Symptome der Betroffenen. Zu differenzieren sind typische und atypische Symptome, wobei
»typische® hédufig auftretende Storungen umfassen. Zu den typischen Symptomen zihlt
unteranderem Optikusneuritis, internukuldre Ophthalmoplegie, cerebrale Symptome sowie

eine transverse Myelitis (13).

Um MS dann sicher zu diagnostizieren, ist die Kombination zwischen der klinischen
Priasentation sowie die Bildgebung durch die Magnetresonanztomographie (MRT)
entscheidend. Dabei werden die ,,2017 McDonald Kriterien® fiir die Diagnose

herangezogen, welche in Tabelle 1 veranschaulicht sind.

Tabelle 1: Diagnosekriterien nach McDonald (2017)

Anzahl klinischer ~ Anzahl objektivierbar weitere erforderliche Kriterien
Schiibe klinische Manifestation
im MRT
Schubhaft-remittierende MS
>2 >2 keine
>2 1 Riumliche Dissemination’

nachgewiesen im MRT oder weiterer
klinischer Schub
1 >2 Zeitliche Dissemination?
nachgewiesen im MRT oder zweiter
klinischer Schub oder ZSF?-
spezifische oligoklonale Banden
1 1 Nachweis rdumlicher Dissemination
und zeitliche Dissemination im MRT
oder zweiter klinischer Schub, oder
Nachweis ZSF-spezifische
oligoklonale Banden
Primére progressive Multiple Sklerose
1 Jahr Krankheitsprogression (retrospektiv oder prospektiv festgestellt), unabhéngig von

klinischen Ruckfallen
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und zusétzlich mind. 2 der folgenden Punkte:
- 21 To-hyperintense Lésionen in fiir MS charakteristischen Hirnregionen:
periventrikuldr, (juxta)kortikal oder infratentoriell
- >2 To-hyperintense Lasionen im Riickenmark

- Nachweis von oligoklonalen Banden im Liquor

'Die zeitliche Dissemination veranschaulicht die Krankheitsaktivitit im ZNS an verschiedenen Zeitpunkten:
Sie gilt, wenn ein gleichzeitiger Nachweis von Gadolinium-anreichenden Léisionen neben nicht-
Kontrastmittel-anreichenden Lésionen zu einem beliebigen Zeitpunkt erfasst werden oder neue T»-Lésionen
verglichen mit vergangener Referenzaufnahmen auftreten

2Unter raumlicher Dissemination versteht man, dass sich Lisionen an mehr als einer anatomisch typischen
Lokalisation im ZNS manifestieren. Typische Lokalisation: Infratentoriell, Juxtakortikal, kortikal,

periventrikulér, spinal

3zerebrospinale Fliissigkeit
(12)

Die McDonald 2017 Kriterien stellen hierbei das aktuelle Diagnoseschema fiir die MS dar.

Dabei ist es nach der iiberarbeiteten Version der McDonald Kriterien moglich bereits nach
dem ersten klinischen Schub MS zu diagnostizieren, wenn die Kriterien der zeitlichen und

raumlichen Dissoziation der Verdnderungen im MRT erfiillt sind (13).

2.4 Einfluss des Geschlechts

Geschlechtsspezifische Unterschiede der MS konnte bereits bei klinischen Beobachtungen
durch die Anfilligkeit und dem Fortschreiten der Behinderung gezeigt werden. Hierbei spielt
die Genexpression der Geschlechtschromosomen im Immunsystem oder im ZNS einen
entscheidenden Faktor, wobei sie durch Sexualhormone in unterschiedliche Richtungen

modifiziert werden (14).

Die Unterschiede des Geschlechts bei der MS lassen sich unter anderem in der Privalenz
feststellen. Frauen sind hdufiger von MS betroffen als Ménner. Laut aktuellen Studien
variiert das Verhéltnis je nach Region von 2:1 bis 3:1, wobei dieser Trend vor allem in der
RRMS-Verlaufsform zu finden ist. Auch sind geschlechtsspezifische Unterschiede
beziiglich Beschwerdebild und Schweregrad bekannt. Frauen erfahren haufiger Riickfille,
entwickeln mehr entziindliche Léasionen in der MRT und haben oft einen fritheren

Krankheitsbeginn als Manner. Im Gegensatz dazu zeigen Ménner allerdings ein schnelleres
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Fortschreiten, einen ein schwereres Erscheinungsbild mit stirkerer Beteiligung des
Kleinhirns, mehr kognitive Beeintrachtigung, Atrophie der grauen Substanz und TI-

Lasionen (15).

Es zeigt sich aber auch, dass Maénner und Frauen eine etwa gleiche
Gesamtsymptombelastung aufweisen, wobei Frauen ein hohes Level an Angststérungen und
Miidigkeit aufweise, wihrend Maénner eine Verschlechterung der Mobilitdit und

Geschicklichkeit verzeichnen (16).

Geschlechtshormone wie Progesteron, Androgen und Ostrogene in hohen Dosen haben
einen anti-inflammatorischen und immunsuppressiven Effekt. Ostradiol hat hauptsichlich
einen anti-inflammatorischen Effekt durch die Hemmung von pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie Tumor Nekrose Faktor Alpha (TNF), Interleukin (IL)-1 und IL-6, und
Natiirliche Killerzellen (NK) Aktivierung (15). Prolaktin und Ostrogene in niedrigen
Konzentrationen dagegen induzieren einen pro-inflammatorischen Effekt (17). Eine
niedrigere Konzentration stimuliert TNF-alpha, Interferon (IFN)-gamma IL-1 Produktion
und die natiirliche Killerzellaktivitét (15).

Es haben vermutlich beide Aspekte wihrend der Lebensspanne einer Frau und der

hormonellen Umstellung einen Einfluss auf das neuronale Uberleben sowie den Beginn und

Verlauf von MS (18).

Testosteron hat in vitro einen neuroprotektiven Effekt gegen Glutamat- induzierte Toxizitét
und oxidativen Stress, dabei stimuliert Testosteron die Myelinbildung und Regeneration,

welche durch den neuronalen Androgen Rezeptor mediiert wird (19).

Die hormonelle Umstellung wihrend der Pubertit beeinflusst das Immunsystem bei
Minnern und Frauen unterschiedlich. Der hohere Anteil von Androgenen bei Ménnern
stimuliert CD8+ Zellen und reduziert das CD4+/CD8+ Verhiltnis. Der Ostrogen-Anstieg
bei Frauen bewirkt einen gegenteiligen Effekt, da er das Uberleben der CD4+ T-Zellen
unterstiitzt. Die Umstellung des Immunsystems in der Pubertit ist dabei mitverantwortlich
fiir den hoheren Frauenanteil bei MS Betroffenen. Zudem ist bekannt, dass eine frithe

Menarche mit einem fritheren Beginn assoziiert ist (18).
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2.5 Epidemiologie

Nach derzeitiger Schitzung (2020) sind ca. 2.8 Millionen Menschen auf der Welt von MS
betroffen. Im Vergleich zu 2013 waren es noch 2.3 Millionen. Im Grof3en und Ganzen zeigen
die meisten Studien, dass die Inzidenz der diagnostizierten und registrierten Fille von MS
iiber die letzten 20 Jahre weltweit stetig gestiegen ist. Mogliche Griinde fiir die gestiegene
Inzidenz sind wahrscheinlich die gesteigerte Offentliche Bewusstseinsbildung und
Anpassungen der Diagnosekriterien in Kombination mit besseren technischen
Moglichkeiten. Auch die gestiegene Anzahl an Spezialisten und MRT-Scannern wird nicht
eine unwesentliche Rolle spielen. Im Allgemeinen hat sich die Inzidenz speziell fiir die
RRMS im Gegensatz zur PPMS stirker erhoht. Bei Frauen ist die Inzidenz stirker gestiegen
als bei den Minnern (20). Das durchschnittliche Manifestationsalter der MS liegt bei 32

Jahren, wobei ein wesentlich spiterer Beginn durchaus auch moglich ist (21)

Einige Studien zu Folge spielt der Breitengrad eine nicht unwesentliche Rolle. Menschen,
die in Landern mit hohem Breitengrad leben, haben ein hoheres Risiko an MS zu erkranken
als Menschen, die in der Nihe des Aquators leben. Die Privalenz steigt mit der Hohe des
Breitengrads, was durch niedrigere Sonnenlicht-Exposition und somit niedrigere VD-

Synthese in Zusammenhang stehen konnte (21).

2.6 Behandlung

Die Behandlung der MS héngt einerseits vom Subtyp, sowie der Krankheitsprogression und
der individuellen Konstitution der jeweiligen Person ab. Hierbei ist ein multidisziplindres

Therapiekonzept heranzuziehen.

Therapieziele sind einerseits Behandlung der akuten Exazerbation und andererseits eine
langerfristige Symptomverbesserung zu schaffen. Dies wird grundsitzlich auf 3 Sdulen

aufgebaut.

Ein akut auftretender Schub wird, aufgrund der antiinflammatorischen Wirkung, mit einer
Glucocorticoid-Hochdosistherapie (Methylprednisolon 1g/d) fiir 3-5 Tage intravends
behandelt. Bei therapierefraktirer Schubsymptomatik kann auch eine Plasmaseparation

angewandt werden (22, 23).
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Die zweite Sdule greift in die immunmodulatorischen Prozesse ein. Dabei soll im Verlauf
die Anzahl sowie die Intensitit der Schiibe bei der RRMS reduziert, eine weitere
Erkrankungsprogression verlangsamt oder sogar gestoppt werden und die Lebensqualitét

erhalten bleiben (23, 24).

Durch sogenannte Disease-Modifiying Therapies (DMT, krankheitsmodifizierende
Therapien) wird versucht das Immunsystem zu supprimieren oder zu modulieren. Der Effekt
von DMTs ist, dass sie die Zahl und die Schwere der Schiibe reduzieren. Dadurch sollen
durch die Schiibe ausgeloste Nervenschidden reduziert werden. Dabei gibt es je nach
Verlaufsform andere Therapieoptionen. Derzeit stehen 18 immunmodulatorische DMTs in
den USA und in Europa fiir die Behandlung von RRMS zu Verfligung. Zudem zeigten
vielversprechende klinische Ergebnisse, dass eine frithe Behandlung mit High-Efficacy-
Therapies (HETs, hochwirksame Therapien) in einem frithen Stadium der MS Vorteile in
Hinblick auf die Progression bringen. Eine friihe Behandlung mittels HETs kann die
Akkumulation der Nervenschidigungen reduzieren und hitte fiir den Patienten

moglicherweise einen verbesserten langfristigen Ausgang in der Lebensqualitit (25).

Ein Vertreter der HET ist Ocrelizumab (seit 2017 verfiigbar), ein humaner monoklonaler
Antikorper, der gegen das CD20 Molekiil von reifen B-Lymphozyten gerichtet ist, und
gegen die RRMS eingesetzt wird. Dieses Préiparat zeigt eine sehr hohe Effektivitit gegen
neuerliche Schiibe und einer Progression bet RRMS-Patienten. Auflerdem hat es die einzige
Zulassung fiir die Behandlung der PPMS. Ein weiterer-anti.CD20-monoklonaler Antikdrper
wire Ofatumumab, welches subkutan gegeben wird. Sphingosin-1-Phosphat (S1P)-
Inhibitoren, wie Fingolimod oder Siponimod sind Prédparate, die zur oralen Gabe zu
Verfiigung stehen. Natalizumab, ein humaner monoklonaler Antikérper und ein oa4f1

Integrin Inhibitor, wird dabei alle 4 Wochen intravends verabreicht (22, 25).

In den nachfolgenden Tabellen 2 und 3 sind schematisch Therapiealgorithmen bei
Ersteinstellung und Eskalation sowie bei chronisch progredienter MS angefiihrt. Die

Tabellen entsprechen den aktuellen Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie.

Seite | 22



Tabelle 2: Basis- und Eskalationstherapie bei RRMS und MS-Erstereignis

Asymptomatisch Klinisches Ereignis

Radiologisch Demyelinisierendes  Klinisch isoliertes

isoliertes Ereignis unklarer Syndrom Schubformig remittierende MS
Syndrom Signifikanz
Abwarten Immuntherapie

ungiinstige Prognosefaktoren!

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3

1
1
1
1
1
I
1
I
I
i
Keine Therapie? I
RegelmaiBige klinische ! Dimethylfumerat Cladribin Alemtuzumab
und MRT Kontrollen ! /Diroximelfumarat Fingolimod Natalizumab
! Glatirameroide Ozanimod Ocrelizumab
! Inter.feron—bc‘ata st Ofat.uml.lmab
! Teriflunomid Ublituximab
! Rituximab (off-
1 label)

anhaltende Krankheitsaktivitit?

! Junges Alter, polysmptomatischer Beginn; schlechte Riickbildungstendenz d. Schiibe; hohe Lisionslast;
spinale/infratentorielle Lasionen und/oder quantitative oligoklonale Banden im Liquor

2 positive oligoklonale Banden sowie wiederholt entziindliche Aktivitit in der MRT wiirden fiir eine
Immuntherapie sprechen

3 Zeichen einer anhaltenden Krankheitsaktivitit nach mind. 6 Monaten Immuntherapie: > klinisch
objektivierbarer Schub oder 1 nicht eindeutig zu objektivierender Schub und > 1 neue MS-typische Lasion
in der MRT oder zu > 2 Zeitpunkten > 1 neue MS-typische Lésion in der MRT oder zu einem Zeitpunkt
eine deutliche Zunahme der T2-Lisionslast in der MRT

>Medikamente in Kategorie 1-3 sind alphabetisch gelistet, nicht nach Prioritét.

(26)
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Tabelle 3: Verlaufsmodifizierende Therapie der SPMS und PPMS

Sekundir progrediente MS Primiir progrediente MS

Alter/Krankheitsdauer Alter/Krankheitsdauer

Schubaktivitat

MRT-Aktivitat MRT-Aktivitat

Progression? Progression?

Siponimod
Interferon-beta 1b Keine Immuntherapie Ocrelizumab
Cladribin; Interferon-beta 1a; RegelméBige klinische Rituximab (off-label)
Ocrelizumab, Ofanumumab, und bildgebende Kontrollen

Ponesimob, Rituximab

'Eine Immuntherapie ist in Einzelfdllen durch eine rasche Zunahme der Behinderungsprogression auch
ohne Nachweis von MRT-Aktivitit gerechtfertigt
=>» Medikamente sind alphabetisch gelistet, nicht nach Prioritét

(26)

Die letzte wichtige Sdule fiir die Behandlung der MS ist die begleitende symptomatische
Therapie. Antispastische Medikamente sollten fiir die Therapie beriicksichtigt werden, da
sie die Lebensqualitit sowie Integritit des Patienten und die eigenstdndige Lebensfiihrung
positiv beeinflussen konnen. Auflerdem ist ein multidisziplindrer Ansatz wichtig, um
Symptomlinderung zu schaffen. Unter anderem sollten Physio-, Ergo-, Logo-, und

Psychotherapie eng zusammenarbeiten (23).

2.7 Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Tiermodelle dienen in erster Linie dazu, die pathophysiologischen Mechanismen von MS zu
erforschen und damit neue Therapieverfahren zu ermdglichen. Diese Modelle konnen unter
anderem Aufschluss auf spezifische zelluldre und molekulare Signalwege, Umweltfaktoren
und Genetik in der Krankheitsentstehung und Progression liefern. Dennoch gibt es einige
Limitationen und es bleibt zu bedenken, dass es kein einziges Tiermodell gibt, welches das
gesamte Spektrum der Heterogenitit der menschlichen MS reflektieren konnte (2).

Tatsdchlich decken die Tiermodelle zur Erforschung zelluldrer Mechanismen der MS eher
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den Bereich der RRMS als der PMS ab. Unter den zahlreichen Modellen die es zur
Erforschung der MS gibt, werden in dieser Arbeit folgende kurz vorgestellt: die
»Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis* (EAE), ,» Theiler-Murin-
Enzephalomyelitis-Virus-induzierte Demyelinisierung“ (TMEV), ,,Cuprizone-induzierte

Demyelinisierung® (CPZ) und das , kortikale Lisionsmodell nach Ucal et al (10).

2.7.1 EAE

Als das haufigste Tiermodell zur Untersuchung der MS wird die Induktion der
»~Experimental Autoimmune Encephalomyelitis“ (EAE) bei Labortieren wie Ratten oder
Maiusen herangezogen. Dabei handelt es sich um eine kiinstlich induzierte Erkrankung, bei
dem das Tier mit einem Myelinprotein (hdufig Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein
(MOG), in Kombination mit einem Adjuvans (Freund‘s-Adjuvans) immunisiert wird (2).
Das Ergebnis sind eine Demyelinisierung von axonalen Bahnen und beeintrdchtigten
axonalen Verbindungen und progressive Lahmungen (27). Es kommt zur Proliferation von

autoreaktiven T-Zellen in den Lymphknoten, die spezifisch gegen das Myelin gerichtet sind.

Obwohl die EAE auch fiir Remyelinisierungsstudien Verwendung findet, muss beachtet
werden, dass Zeitpunkt und Lokalisation der Lésionen hauptséchlich das Riickenmark und
nicht das Gehirn betreffen. AuBBerdem sind die meisten Formen von EAE CD4+-T-Zell-
abhingig, wobei sich sehr wenige Studien mit der Rolle von CD8+-T-Zellen, die in MS-

Liasionen haufig vorkommen, befassen (9).

2.7.2 TMEV

Die ,,Theiler-Murine-Enzephalomyelitis-Virus induzierte Demyelinisierung™ beschriankt
sich auf eine Infizierung von Maiusen mit dem sogenannten Theiler-Murine-
Enzephalomyelitis-Virus und ist bei anderen Individuen nicht einsetzbar. Dabei bedarf es
einer persistenten viralen Infektion des ZNS. Die Virusinjektion erfolgt in der Regel
intrakranial oder intraperitoneal, von wo sich das Virus im ganzen Korper vermehrt und
ausbreitet. Die klinische Manifestation ist dabei der humanen chronisch-progredienten MS

sehr dhnlich. Die pathologischen Merkmale der virusinduzierten Demyelinisierung werden

Seite | 25



durch die Aktivierung des Immunsystems vermittelt und nicht durch eine direkte

Zytotoxizitit (9).

2.7.3 CPZ

Bei ,,Cuprizone-induzierte Demyelinisierung* wird mithilfe von Kupferchelatbildner eine
selektive, toxische Demyelinisierung erreicht. Uber einen definierten Zeitraum wird
Cuprizone oral oder durch eine intraperitoneale Injektion verabreicht. Nach dem Absetzen
von Cuprizone kommt es wiederum zu einer Remyelinisierung. CPZ wird vor allem fiir die
Untersuchung von De- und Remyelinisierung verwendet. EAE und injektionsinduzierte
Demyelinisierungsmodelle werden im Vergleich seltener zur Untersuchung der
Remyelinisierung verwendet aufgrund des fortschreitenden Verfalls der motorischen
Funktion, der begrenzten Erholung bei EAE, sowie der technischen anspruchsvollen
Methode (28). Jedoch zeigt CPZ auch Schwichen in Bezug auf die Lymphozyten (T- und
B-Zellen), die nur selten in den demyelinisierenden Lésionen beobachtet wurden. Auch wird
die Oligodendrozytenschiadigung bei MS nicht mit einer toxischen Substanz als Ausloser
assoziiert (9) Demnach ist das CPZ Modell gut geeignet filir schnell durchzufiihrende
kleinere Remyelinisierungsstudien, allerdings nicht fiir die Erforschung anderer, komplexer

Mechanismen.

2.7.4 Das spezielle kortikale Tiermodell nach Ucal

Die Forschung der progredienten MS ist oft dadurch eingeschrénkt, dass bei herkommlichen
Tiermodellen der MS der Kortex normalerweise nicht stark bzw. zu schwach betroffen ist.
,.Das spezielle kortikale Tiermodell nach Ucal* versucht diese Limitationen zu umgehen und
reprasentiert kortikale Pathologie mit groBfldchiger Demyelinisierung beider Hemisphiren,
die ihr Maximum am Tag 9-15 erreicht. Anschlieend startet langsam die Remyelinisierung,
wobei noch mindestens bis zum 30. Tag kortikale Verdnderungen detektierbar sind. Ein
Vorteil ist, dass die Ratten durch das Prozedere keine motorischen Ausfille erleiden. Sie

zeigen lediglich um den Tag 15 diskrete Anzeichen von Miidigkeit (29). AuBBerdem kdnnen
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iber den Katheter auch weitere Demyelinisierungs-Zyklen durch wiederholte Zytokingaben

induziert werden.

2.8 Vitamin D und Multiple Sklerose

2.8.1 Allgemeines

VD gehort zu den secosteroidalen Prohormonen. Es ist einerseits essenziell flir die
Regulation des Kalzium- und Phosphatmetabolismus und andererseits auch ein wichtiger
immunmodulatorischer Faktor. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass VD bzw. die
aktive Form, 1,25-Dihydroxy-VD, signifikante biologische Aktivititen auf das angeborene
und erworbene Immunsystem haben. Das Verabreichen von VD oder deren Metaboliten in
Tierexperimenten hat gezeigt, dass diese das Immunsystem beeinflussen und das Risiko
verschiedener immunbezogener Krankheiten reduzieren konnen. VD-Rezeptoren und deren
Metabolite werden dabei von verschiedensten Immunzelltypen wie Lymphozyten,

Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen exprimiert (30).

VD greift mitunter in das Gleichgewicht der CD4+-T-Lymphozyten ein, indem es die
Differenzierung der Thl- und Th17-Zellen verringert und die Proliferation von Th2- und
Tregs fordert. Das Ungleichgewicht von CD4-Lymphozyten fordert die Aktivierung von
Mpyelin-spezifischen Thl- und Thl7-Zellen, die zu einer Stimulation einer Auto-

Inflammation im ZNS fiihren (31, 32).

2.8.2 Vitamin D bei RRMS und PMS

Klinische Beobachtungen zeigen Korrelationen zwischen einem niedrigem VD-Status und
einem erhohten Risiko fiir autoimmun-mediierte Krankheiten wie MS. Dies wird auch durch
die hohere Privalenz in Regionen mit einem hohen Breitengrad deutlich. Der VD-Mangel
stellt fiir MS Patienten in einem sehr frithen Krankheitsstadium ein Problem dar. In einer
Studie zeigten sich statistisch signifikant niedrigere 25(OH)- Werte in RRMS als in der
Kontrollgruppe (33). Die niedrigere Sonnenexposition und die daraus resultierende

reduzierte VD-Synthese der Haut wird hdufig als Grund angefiihrt. Studien haben zudem
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gezeigt, dass der Serum-Spiegel von 25D und 1,25D von MS-Patienten niedriger ist als der
von gesunden Kontrollgruppen und eine Assoziation zwischen der Krankheitsaktivitit- und

Schweregrad besteht (32).

VD hat wahrscheinlich indirekt auch bei der Wiederherstellung bzw. Aufrechterhaltung von
Mpyelinscheiden einen Einfluss. Niedrigere VD-Spiegel fithren zu einer Dysbalance
zwischen inflammatorischer und anti-inflammatorischer Prozesse bei der Remyelinisierung
(34). Hinweise liefern experimentelle Studien, in denen VD die Demyelinisierung
abschwicht und die Remyelinisierung durch die Regulation der Differenzierung von
Vorlduferzellen der Oligodendrozyten induziert. VD stimuliert die Aktivierung von
Mikrogliazellen, was wiederum die Remyelinisierung begiinstigt und Myelinabbauprodukte

beseitigt (35, 36).

VD-Mangel steht hierbei vor allem im Zusammenhang mit einer erhdhten
Krankheitsaktivitidt bei RRMS, jedoch ist noch nicht ausreichend geklirt, wie sich ein VD-
Mangel bei PMS auswirkt. Im Gegensatz zu RRMS konnte bei PMS in einer Studie von
2019 keine Korrelation zwischen dem VD-Spiegel und dem Hirnvolumen bzw.
Liasionsausmal} gefunden werden. Jedoch zeigten sich Hinweise darauf, dass hohere VD-
Spiegel bei PMS den Schutz von Myelin begiinstigen kénnten (37). In einem Tiermodell zur
Untersuchung der Pathomechanismen der PMS konnte ein positiver zelluldrer Effekt von
VD auf den Erhalt kortikaler Strukturen gezeigt werden. Zusétzlich konnte ein Schutz vor

oxidativem Stress durch moderate VD-Dosen festgestellt werden (38).
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2.8.3 Widerspriiche und Diskussion

Klinische Beobachtungen sowie Studien weisen darauf hin, dass VD einen wesentlichen
Einfluss auf unser Immunsystem hat. Die Frage, die sich hier stellt, ist inwieweit sich der
Einfluss eines hohen oder niedrigen VD-Spiegels auf die Krankheitsentstehung bzw. auf die
Therapie der MS auswirkt. Nach derzeitigem Wissensstand ist es schwierig eine direkte
Kausalitit festzustellen, da durch die fortschreitende Behinderung Patienten zwangslaufig
eine verringerte Sonnenexposition erhalten und dadurch reduzierte VD-Spiegel aufweisen.
Derzeit gibt es wenig Evidenz dafiir, dass eine effektive Therapie mit hohen VD-Dosen eine
Verbesserung des Beschwerdebilds verspricht. Derzeitige Daten sprechen sich aber
mehrheitlich fiir das Aufrechterhalten eines normalen VD-Status durch Einnahme moderater
Dosen aus. Dies kann zur Priavention und adjuvant zur MS-Therapie genutzt werden (30).
Zusitzlich ist es wichtig den VD-Spiegel unter drztlicher Aufsicht zu kontrollieren. Eine
unbedachte oder selbststindige Einnahme von hohen Dosen VD koénnte eine Hyperkalzédmie
auslosen und viele negative Folgen, wie Schidden an Nieren, Herz und Blutgefil3e,

Knochenverlust oder abdominelle Beschwerden mit sich bringen.

2.9 Die Rolle der Astrozyten in der Multiplen Sklerose

2.9.1 Pathophysiologische Rolle der Astrozyten

Unter dem Begriff Gliazellen werden unterstiitzende und regulative Einheiten des zentralen
Nervensystems zusammengefasst, dazu zdhlen Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikrogliazellen. Astrozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Multiplen Sklerose (MS), indem sie auf pro-inflammatorische Zytokine und
pathogenassoziierte molekulare Muster reagieren und sowohl neuroprotektive als auch
proinflammatorische Funktionen ausiiben. Thre Aktivitdt wird durch eine beeintrichtigte
Blut-Hirn-Schranke (BBB) und periphere Immunzellinvasion initiiert, was zu einer
Inflammation des ZNS fiihrt. Astrozyten sind nicht nur die hdufigsten Gliazellen im ZNS,
sondern auch zentrale Akteure bei der Modulation der neuronalen Mikroumgebung und der
Integritit der BBB. Sie beeinflussen die Leukozyteninfiltration ins ZNS und spielen eine

Rolle bei der Unterdriickung der Immunantwort sowie der Nahrstoffversorgung. Durch die
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Expression von Connexin 43 (Gap-Junction) und ihre Fahigkeit, auf TLR-Signale zu
reagieren, konnen Astrozyten entweder Entziindungen fordern oder hemmen. Thre Aktivitit
beeinflusst die Migration, Proliferation und Differenzierung von
Oligodendrozytenvorlduferzellen und stimuliert die Produktion von Inhibitoren, die die
Remyelinisierung fordern. Thre immunmodulatorische Funktion wird durch die Expression
von MHC-II-Molekiilen verstirkt. Trotz ihrer neuroprotektiven Funktionen konnen
Astrozyten auch neurodegenerative Prozesse fordern und den Krankheitsverlauf
beschleunigen. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung und Bindung von
Leukozyten an den Lésionsstellen und konnen eine Feedback-Entziindungsschleife

vermitteln, die die MS-Pathologie verstérkt.

2.9.2 Astrozyten Phinotypen

Der Arbeit von Liddelow et al. aus dem Jahr 2017 zufolge kdnnen dahingehend Astrozyten
in drei Astrozytenphédnotypen klassifiziert werden. Der erste Phinotyp beschreibt ruhende,
inaktive Astrozyten mit geringer Reaktivitdt auf duflere Einfliisse. Der Al-Phénotyp
hingegen ist durch eine erhohte Expression von Entziindungsmediatoren und der daraus
resultierenden proinflammatorischen Wirkung gekennzeichnet. Als dritte Auspragung wird
der A2-Phénotyp skizziert, der wiederum eine neuroprotektive Wirkung hat und die

Neuroregeneration fordert. (39).

Jedenfalls wird davon ausgegangen, dass multiple reaktive Phianotypen von Astrozyten und
Gliazellen in Zusammenhang stehen, je nach Typ und Stadium neurodegenerativen
Erkrankungen, sowie der regionalen Lage. Die Prozesse, die zu einem Wechsel der
Phiinotypen, Verlust der neuroprotektiven bzw. Uberwiegen von neurotoxischen Funktionen
fiihren, sind komplex und moglicherweise vom Stadium und Schwere der

neurodegenerativen Erkrankung abhingig (40).

In Anbetracht der Relevanz von Astrozyten-Aktivititen in Bezug auf MS, konnten direkte
Therapiestrategien die destruktive Komponente didmpfen und die neuroregenerativen
unterstiitzenden Funktionen steigern. Dabei ist auch immer zu bedenken in welcher Phase
der neurodegenerativen Erkrankung die Astrozyten moduliert werden wiirden. So kdnnte es
beispielsweise durch den Verlust oder Unterbrechung der Astrozyten-Funktionen sogar zu

einer Verschlechterung der Erkrankung kommen.
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2.10 Forschungsziel dieser Diplomarbeit

Ziel dieser Diplomarbeit ist es, Unterschiede im pathologischen Verlauf kortikaler
Demyelinisierung zwischen den Geschlechtern mit und ohne VD aufzuzeigen, mit
besonderem Fokus auf Astrozytenphdnotypen. Mithilfe von immunhistochemischen
Methoden soll Gewebe eines speziellen Tiermodells der PMS untersucht werden. Hierbei
wird Hirngewebe von Ratten auf unterschiedliche Astrozytentypen untersucht und

quantitativ unter dem Mikroskop ausgewertet.
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3. Material und Methoden

3.1 Kortikales Lisionsmodell nach Ucal et al

Im tierexperimentellen Teil meiner Diplomarbeit wird ein spezielles Tiermodell zur
Darstellung kortikaler Pathologien verwendet. Genauere Informationen iiber Katheter-
Implantation, Immunisierung, sowie die intrazerebrale Zytokin-Injektion ist der

Originalliteratur zu entnehmen (29).

Fiir das Experiment wurden weibliche (Wd15) und ménnliche (Md15) dunkle Agouti-Ratten
(siche Tabelle 4) am Hohepunkt der kortikalen Pathologie (d15) untersucht. Dabei bekam
jeweils eine Tiergruppe pro Geschlecht 400 IE VD (VDMd15; VDWd15) pro Woche ab der
Entwohnung von der Mutter per Hand (Pipette) verabreicht, um eine Ausbildung des
Immunsystems unter hohen VD-Spiegeln zu gewéhrleisten. Alle Tierversuche wurden unter
Genehmigung der lokalen Behdrden durchgefiihrt (Bundesministerium fiir Wissenschaft und
Forschung; BMBWF-66.010/0072-WF/V/3b/2017) Fiir die Katheterimplantation wurden

die Tiere narkotisiert und in einem stereotaktischen Rahmen fixiert (29).

Nach einer Heilungsphase von 14 Tagen wurden die Ratten mit einer niedrigen MOG-Dosis
(emulgiert in inkompletten Freund‘s Adjuvans) immunisiert. Die Dosis sollte dabei einen
stabilen Antikorpertiter generieren, ohne dabei klinische Symptome oder zentralnervose
Pathologien zu verursachen. Die Kontrollgruppe erhielt eine Injektion von steriler Phosphat

gepufferter Salzlosung (PBS) anstelle von MOG-Protein (MHC, WHC; ,healthy control®).

Nach Erreichen eines ausreichend hohen Anti-MOG-Antikorpertiter wurde den Ratten eine

Zytokinmischung iiber den Katheter injiziert, um die BBB zu 6ffnen.

Alle Tiere dieses Experimentes wurden an Tag 15 nach der Injektion von Zytokinen unter
tiefer Anésthesie euthanasiert. Die Euthanasie erfolgte durch eine kardiale Injektion von
25mg Thiopental und einer transkardialen Perfusion mit 4%iger paraformaldehydhaltiger

(PFA) Losung, um die Gewebe fiir weitere Untersuchungen zu fixieren (29).
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Tabelle 4: Anzahl der verwendeten Versuchstiere in den jeweiligen Gruppen

Md15 10
VDMd15
wdls
VDWd15
MHC
WHC

[N Q|| Q|

3.2 Immunhistochemische Farbemethoden

Fir die immunhistochemischen (IHC) Farbungen in dieser Arbeit wurden sowohl

Einzelmarkierungen als auch Doppelmarkierungen durchgefiihrt.

Dabei wurden fiir die Veranschaulichung kortikaler Verdnderungen unter dem
Lichtmikroskop fiir die Einzelmarkierung Antikérper gegen folgende Zielmolekiile

verwendet:

¢ neuronales nukleires Antigen (NeulN), ein Proteinmarker, der vorzugsweise in
ausgereiften Neuronen exprimiert wird und als Neuronenmarker dient.

¢ ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Ibal) markiert spezifisch aktivierte
Mikrogliazellen (Immunzellen des Nervensystems). Diese werden bei
Entziindungsreaktionen oder generellen Zerstérung von Zellen im Gehirn aktiviert.

e Proteolipidprotein (PLP), ein Hauptbestandteil der Myelinscheide und dient als

histologischer Marker der Demyelinisierung

Die Erfassung der Astrozytenphinotypen erfolgte mittels Doppelmarkierung. Fiir die
Markierungen des A2-Phénotyps wurde der Marker S100 calcium-binding protein A10
(S100A10) in Doppelmarkierung mit glial fibrillary acidic protein (GFAP) verwendet. Die
Al-Astrozyten wurden mit Hilfe von complement component 3d (C3d) Antikérpern in

Doppelmarkierung mit GFAP bestimmt.

Die Gehirnpréparate fiir die I[HC wurden zunéchst fiir 24 Stunden in 4% PFA fixiert, dann
dehydriert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Dann wurden die Préparate 1,5-2 um
diinn geschnitten, entparaffiniert und fiir den Farbeprozess rehydriert. Die Vorbehandlung
fiir die Detektion der Zielmolekiile erfolgte mit Citratpuffer pH 6,0 und Zuhilfenahme eines

Dampfgarers. AnschlieBend wurden die Priparate zuerst mit einer Blockerlosung und
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anschlieBend mit dem entsprechenden Primérantikorper iiber Nacht inkubiert. Bei den
durchgefiihrten Doppelmarkierungen konnten dabei jeweils die zwei verschiedenen
Antikorper, von verschiedenen Tierspecies stammend, gleichzeitig inkubiert werden. Am
ndchsten Tag nach dem Waschen mit PBS wurden die Priparate mit dem jeweiligen gegen
den Primirantikorper gerichtetem Sekundérantikdrper inkubiert. Um das Signal des
Antikorper-Antigen-Komplexes sichtbar zu machen, wurde 3,3"-Diaminobenzidin (DAB)
verwendet. Bei den Doppelmarkierungen wurden zusétzlich das Vector VIP-Kit verwendet,

welches ein violettes Farbprazipitat bildet.

Weitere Informationen zu den Verdiinnungen, Herstellungsunternehmen und
Katalognummern der Primérantikdrpern sind im Anhang in Tabelle 9 dokumentiert.
Zusitzlich sind die einzelnen Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbungen als

Protokoll im Anhang in Tabelle 8 angefiihrt.

3.3 Histopathologische Evaluierung

Zur Quantifizierung der IHC wurden positiv gefarbte Strukturen der ipsilateralen Seite
(Hemisphére, in der sich der Stichkanal des Katheters befindet) sowie der kontralateralen
Seite des Kortex unter Verwendung eines optischen Gitters (Zdhlokular) bei einer 20-
(Einzelmarkierung) bzw. 40-fachen (Doppelmarkierung; beide Marker immer im gleichen

GroBquadrat gezihlt) VergroBerung mit einem Lichtmikroskop gezihlt.

Hierbei wurden die spezifisch angefiarbten Zellen anhand drei definierter quadratischer
Flachen pro Hemisphére gezéhlt. Die Durchschnittswerte der Quadratflichen wurden dann

in Zellen/mm? umgerechnet, sodass die Daten besser vergleichbar waren.

Sowohl die Quantifizierung als auch Fotographie (40x Objektiv) wurden mit dem ,,Zeiss
Axio Scope.Al“Mikroskop durchgefiihrt. Dabei betrigt der Mal3stab jeweils eine Léange von
100 pm.
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3.4 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit IBM SPSS Statistics Version 28 durchgefiihrt. Die
angefiihrten Grafiken (Boxplots sowie Sdulendiagramme) wurden mittels Microsoft Excel
2010 erstellt. Mithilfe der Software ,,IBM SPSS Statistics Version 28 wurden statistische

Signifikanzwerte berechnet und in Tabellen angefiihrt.

Weibliche (WHC) und ménnliche (MHC) Kontrolltiere sind in den statistischen
Berechnungen von NeuN, Ibal und PLP mit einbezogen. Bei der Untersuchung der
Astrozytenphianotypen (GFAP/S100A10) und GFAP/C3d) wurden die Kontrollen nur einer

qualitativen Bewertung unterzogen und nicht in die statistische Berechnung miteinbezogen.

Da es sich um keine Normalverteilung handelt (iiberpriift via Kolmogorov-Smirnov-Test),
wurde die statistische Signifikanz der beobachteten Verédnderungen zwischen den einzelnen
experimentellen Gruppen mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test bewertet.
Dabei wurde ein Signifikantsniveau von p<0,05 gewihlt. Weiters wurden, um die
Unterschiede von GFAP/C3d und GFAP/S100A10 zu beurteilen, die Prozentanteile der
Marker (C3d, S100A10) bezogen auf die Gesamtheit reaktiver Astrozyten (GFAP)

verwendet.
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4. Resultate

4.1 Histopathologische Verianderungen im Kortex

Alle nachfolgenden mikroskopischen Fotos wurden mit dem ,,Zeiss Axio Scope.Al“
Mikroskop mit einer 40-fachen VergroBBerung aufgenommen und mit einem Mal3stabsbalken
von 100 um Liange versehen. Sie stellen die histopathologischen Verdanderungen im Kortex
dar. Die jeweiligen Astrozyten Phénotypen Al und A2 wurden mithilfe einer
Doppelmarkierung mit den Antikdrpern GFAP/S100A10 fiir A2 und GFAP/C3d fiir Al
visualisiert (Abb.1-Abb.2). Die IHC-Farbung ermdglichte es durch eine Violettfirbung die
zytoplasmatischen Anteile aktivierter Astrozyten mittels GFAP-Antikorper sichtbar zu
machen. Mithilfe eines zweiten Markers mittels SI00A10- oder C3d Antikdrpern, wurden
die Kerne zusétzlich braun gefdrbt und damit doppelmarkiert. Als positiv doppelmarkiert
gelten Zellen, welche gleichzeitig erkennbare Violettfarbung des Zytoplasmas und
Braunfirbung des Zellkerns aufweisen. Die Morphologie der Astrozyten ist durch die

Verzweigungen und vielen langen Fortsétze gut von anderen Zellen zu unterscheiden.
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Abbildung 1: Doppelmarkierung der Md15 (a, b) und Wdl15 (c, d). In beiden Geschlechtern
dominiert jeweils der A1 Phénotyp (a, ¢) im Vergleich zum A2 Phénotyp (b, d)

In Abbildung 1 (a) und (b) sind aktivierte Astrozytenphénotypen der miannlichen Gruppe am
Tag 15 abgebildet. In 1 (a) zeigt sich eine relativ starke Hintergrundfarbung, dennoch sind
GFAP (violettes Zytoplasma) sowie C3d (braune Zellkerne) positiv markierter Zellen gut
erkennbar. In 1 (b) ist eine schwichere Hintergrundfirbung erkennbar, weshalb
doppelmarkierte Astrozyten mit GFAP/S100A10 gut zu sehen sind. Dabei ist eine
sternformige Form der Astrozyten in beiden Bildern, (a) und (b), gleich gut ausgeprigt. In
dieser Tiergruppe Md15 ist der A1 Phanotyp stirker ausgeprigt als der A2 Phanotyp.

In der Abbildung 1 (¢) und (d) sind aktivierte Astrozytenphinotypen der weiblichen Gruppe
am Tag 15 abgebildet. Wie bereits bei der mannlichen Gruppe ist in 1 (¢) ein dhnliches Bild
zu erkennen. Es sind doppelmarkierte GFAP/Cd3 Zellen zu sehen, die den A1 Phinotyp
darstellen. Im Vergleich zur ménnlichen Gruppe ist in 1 (d) allerdings das S100A10 Signal
schwiécher ausgeprigt, was auf eine geringere A2-Aktivierung schliefen lasst. Es sind vor

allem negativ doppelmarkierte Bereiche wahrzunehmen, die lediglich auf eine positive
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GFAP-Expression zuriickzufiihren sind. Auch in dieser Tiergruppe, Wd15 dominiert der A1l
Phinotyp.

Abbildung 2: Doppelmarkierung bei VDMd15 (a, b) und VDWA15 (c, d). Hier iiberwiegt in
beiden Geschlechtern jeweils der A2 Phénotyp (b, d) im Vergleich zum A1 Phéinotyp (a, c).

In der Abbildung 2 (a) und (b) sind aktivierte Astrozytenphénotypen der VDMd15 Gruppe
abgebildet. In Bild 2 (a) ist nur eine geringe positive Auspragung der Doppelmarkierung mit
GFAP/C3d ersichtlich. Stattdessen ist im Bild 2 (b) der A2 Phénotyp durch die braune
Kernfiarbung sehr gut erkennbar. In der VDMd15 Tiergruppe dominiert also der A2
Phénotyp.

In der Abbildung 2 (c¢) und (d) sind aktivierte Astrozytenphénotypen der VDWdI15 Gruppe
abgebildet. Wie bereits in Abbildung 2 (a) zu sehen ist, kann man in 2 (c) ein sehr dhnliches
Bild beobachten, allerdings mit allgemein etwas geringerer Astrozytenaktivierung. Die Al-

Phénotypisierung ist nur sehr schwach ausgeprigt. Wie bet VDMd15 ist auch in 2 (d) eine
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stark positive S100A10 Markierung der Zellkerne zu erkennen, wodurch auch in der

VDWd15 Gruppe der A2 Phénotyp iiberwiegt.

4.2 Quantifizierung der Verinderungen im Kortex

4.2.1 Astrozytenphinotypen

In der nachfolgenden Abbildung (Abb. 3) werden vier Diagramme gezeigt, die die
aktivierten Astrozyten Phidnotypen (Al und A2) bei den méannlichen und weiblichen
Gruppen mit und ohne VD-Substitution veranschaulicht. Zusammenfassend zeigen die
Diagramme (a) und (c¢) in Abb. 5 die Anzahl positiver Zellen pro mm? mit GFAP/S100A10
und mit GFAP/C3d Markierungen in Bezug auf die unterschiedlichen Gruppen. Die
Grafiken (b) und (d) geben jeweils die positiv markierten Zellen in Prozent an, wobei die
jeweilige gesamt Anzahl aktivierter GFAP positiver Astrozyten als 100% gilt, um eine
bessere Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen und eine deutlichere Aussage zu generieren.
Grafik (a) zeigt den A2-Phéinotyp-Verlauf in den einzelnen Gruppen. VD-Gruppen beider
Geschlechter zeigen jeweils hohere Werte als die Gruppen, die kein VD erhielten. In der
VDMd15 Gruppe liegt der hochste Wert bei 140 Zellen/mm? (IQR 56). Die Gruppen ohne
VD (Md15 und WdI15) weisen dagegen mit 75 und 74 Zellen/mm? (IQR 49 und 50)
anndhernd gleich niedrige Werte auf. Zwischen den mannlichen Gruppen (ohne und mit VD-
Substitution) ist eine stirkere Diskrepanz zu beobachten als bei den beiden weiblichen
Gruppen. Hier fillt die A2-Aktivierung generell geringer aus als bei den ménnlichen Tieren.
In der Wd15-Gruppe konnten 74 (IQR 50) und in der VDWd15-Gruppe 97 positive
Zellen/mm? (IQR 54) gezihlt werden. Ergdnzend werden im Bild (b) die A2 Phénotypen in
% angegeben und damit in ein vergleichbares Verhéltnis zu den anderen Gruppen gebracht.
Dabei ergeben sich signifikante Unterschiede in der Prasenz des A2 Phéinotyps in der Md15
Gruppe verglichen mit VDMd15 (p=<0,001), und der Wd15 (p=0,011) Gruppe (siche
Tabelle 5). In der Grafik (c) ist die Al-Phianotyp Aktivierung in Zellen/'mm? durch den
Marker Cd3 dargestellt. Dabei haben die VD-Gruppen, VDMdA15 (31 Zellen/mm? IQR 26)
und VDWdA15 (26 Zellen/mm? IQR 29) relativ gleich niedrige Werte. Die hochste Al-
Phinotyp Aktivierung lédsst sich in der Md15-Gruppe mit 70 Zellen/mm? (IQR 14) finden.
In Abbildung (d) werden wiederum die positiven A1-Phénotyp Zellen in % angegeben, um

die Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen und deren Unterschiede besser darzustellen. Nur
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bei VDMdAI15 im Verhéltnis zu Md15 (p=0,01) und Wd15 (p=0,017) konnen signifikanten
Unterschiede des A1 Phénotyps feststellen werden (Tabelle 5).

500 100%
450 90%
400 80%
350 70%
300 60%
250 " GFAP = s " GFAP
200 ® S100A10 0% HS100A10
150 30%
100 20%
50 10%
0 0%

Zellen/mm?
Zellen in %

a Md15 ~ VDMd15 ~ Wd15  VDWd15 b Md15 ~ VDMd15 ~ Wd15  VDWd15
400 100%
350 90%
80%
300
70%
NE 250 E: 60%
<= 200 W GFAP ‘= so% W GFAP
o 2
2 10 mC3d N a0% mC3d
30%
100
20%
0 10%
0 0%
C Md15 VDMd15 wd15s VDWd15 d Md15 VDMd15 wd15 VDWd15

Abbildung 3: A2 bzw. Al Phédnotypenverlauf in den jeweiligen Gruppen. Die Diagramme (a) und
(c) zeigen die Anzahl positiver Zellen pro mm? mit GFAP/SI00A10 und mit GFAP/C3d in den
verschiedenen Gruppen. Die Grafiken (b) und (d) geben jeweils die positiv markierten Zellen in
Prozent an. (a) In der VDMd15 Gruppe ist die hochste Anzahl an A2 positiven Zellen mit 140
Zellen/mm? (IQR 56) zu beobachten. Die Gruppen ohne VD, Md15 und Wd15, weisen dagegen mit
75 und 74 Zellen/mm? (IQR 49 und 50) anndhernd gleich niedrige Werte auf. In der VDWd15 Gruppe
konnten 97 positive A2-Zellen'mm? (IQR 54) gezéhlt werden. (b) Ergénzend werden die A2
Phénotypen in % angegeben. (c) Cd3 positive Zellen variiert zwischen 26 und 71 Zellen/mm?. VD-
Gruppen, VDMdA15 (32 Zellen/ mm?, 26 IQR) und VDWd15 (31 Zellen/ mm?, 29 IQR) haben relativ
gleich niedrige Werte. Die hochste A1-Phénotyp Aktivierung lésst sich in der Md15-Gruppe mit 70
Zellen/mm? (IQR 14) finden. In (d) werden wiederum die positiven Al-Phéanotyp Zellen in %
angegeben. Nur die Gruppe VDMd15 zeigt im Vergleich zu Md15 (p=0,01) und Wd15 (p=0,017)
einen signifikanten Unterschied des A1 Phanotyps.
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Tabelle 5: Unterschiedsanalyse der Astrozytenphinotypen mittels Mann-Whitney-U-Test. Diese
Tabelle fasst die p-Werte der Gruppenvergleiche zusammen. Signifikante Unterschiede (p<0,050)
sind dabei fett gedruckt dargestellt.

GFAP(Zelle | 0,087 0,003 0,533 0,004 0,001 0,012
n/mm?)

S100A10 (in | 0,001 0,011 0,001 0,935 0,441 0,270
%)

C3d (in %) 0,010 0,324 0,370 0,092 0,017 1,000

Tabelle 6: Deskriptive Statistik - Median und IQR der jeweiligen Gruppen. In dieser Tabelle ist die
deskriptive Statistik zusammengefasst. Als Streuungsmall wurde der Interquartilabstand (IQR)
gewdhlt, wobei ein groBer IQR auf eine gréfere Streuung und ein kleiner IQR auf eine engere
Verteilung der Daten um den Median hindeutet.

GFAP (Median) | 258 341 161 242
S100A10 77 143 72 92
(Median)

C3d(Median) 72 26 29 37
GFAP (IQR) 109 119 64 77
S100A10 (IQR) | 49 56 50 54
C3d (IQR) 14 26 19 29

In Abbildung 4 (Abb. 4) wird durch eine Boxplot-Darstellung der gesamte Verlauf
aktivierter Astrozyten in den jeweiligen Gruppen gezeigt. Dazu wurde der Mittelwert aller
GFAP-Werte (welche durch die Doppelmarkierungen mit S100A 10 und Cd3 erfasst wurden)
berechnet. Die gezéhlten Zellen variieren zwischen 80 und 432 positiven GFAP-Zellen/mm?
(Tabelle 6). Mannliche Gruppen (Md15, VDMd15) zeigen dabei im Vergleich zu den
weiblichen Gruppen (Wd15, VDWd15) eine deutlich hohere Anzahl aktivierter Astrozyten.

AuBerdem zeigen VD substituierte Gruppen eine hohere Astrozyten-Aktivierung.
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Abbildung 4: Boxplotdarstellung der Astrozytenaktivierung je Gruppe. Geschlechterunterschiede
sind anhand der durchwegs niedrigeren Werte in den weiblichen Gruppen erkennbar. In VDMd15
und VDWd15 wird in Relation zu Md15 und Wd15 eine hohere Astrozyten-Aktivierung
verzeichnet. Anzumerken ist, dass in den Gruppen eine relativ starke Streuung vorhanden ist, die in
Md15 am groBten ist.

4.2.2 Darstellung kortikaler Verinderungen von Myelin, Mikroglia

und Neurone im Lisionsmodell

In Abbildung 5 werden kortikale Verdnderungen mit Hilfe von Boxplot-Darstellung gezeigt
(PLP-Verlust => Myelin; Ibal => Aktivierung von Mikrogliazellen; NeuN => neuronale
Zellkerne). Neben den Geschlechter- und VD-Gruppen sind auch gesunde Kontrollgruppen
in der grafischen Darstellung angefiihrt.

In Abbildung 5 (a) werden die Verldufe des PLP Verlusts/mm? gemessen und in einem
Boxplot zusammengefasst. Daraus wird ersichtlich, dass der PLP Verlust in Md15 am
Grofiten ist. Dagegen ist in MdISVD und WdI5 weniger PLP Verlustmm? zu
dokumentieren. Dabei ist zwischen den Gruppen Md15 und Wd15 ein signifikanter
Unterschied (p=0,019) zu erkennen. Zudem lédsst sich auch zwischen Md15 und Md15VD
(p=0,32) ein signifikanter Unterschied feststellen. Den niedrigsten Verlust des PLP-Signals
sowie die niedrigste Streuung ist in der Gruppe Wd15VD zu beobachten. Die grofite

Streuung kann in der Md15 Gruppe verzeichnet werden.

In der Grafik (b) in Abb. 5 ist dieser Marker durch positiv gezdhlte Mikroglia-Zellen/mm?

dargestellt. Das groite Vorkommen an positiven Mikrogliazellen ist in Wd15 zu beobachten.
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Die beiden ménnlichen und weiblichen VD-Gruppen sind sehr dhnlich und haben eine
niedrigere Anzahl an positiven Zellen. Beide Kontrollgruppen MHC und WHC zeigen fast
identische Boxplotdarstellungen mit den zu erwartenden niedrigsten Werten. Jedoch konnte
zwischen den Geschlechter- und VD-Gruppen (gesunden Kontrollgruppen ausgeschlossen)

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Die letzte Grafik (¢) in Abbildung 5 befasst sich mit NeunN positiv markierten Zellen des
kortikalen Lasionsmodells. Das Bild (c) zeigt, dass die hochste Anzahl an positiv markierten
Zellen/mm? in den Kontrollgruppen (am hochsten in MHC) sowie auch in Wd15VD
vorhanden ist. Die niedrigsten Werte kann man in der méannlichen Gruppe ohne VD
beobachten. Zusétzlich ist zwischen den Gruppen MdI5VD und Wd15 eine dhnliches
Vorkommen an positiv markierten Zellen zu verzeichnen. Zwischen den Gruppen Md15 und
Md15VD besteht ein p-Wert von 0,008, welcher somit als signifikant zu werten ist. Die
jeweiligen signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen werden in der Tabelle 7

angefiihrt.
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Abbildung 5: Boxplot-Darstellung der unterschiedlichen Gruppen der Marker PLP (a), Ibal (b)
und NeuN (c) Bei PLP markierten Gruppen werden signifikante Unterschiede zwischen
Md15/VDMd15 (0,032), Md15/Wd15 (0,019) und Md15/VDWd15 (0,001) beobachtet. Bei der
Iba-Markierung zeigt sich nur zwischen Md15 und VDWd15 ein signifikanter Unterschied von
p=0,017. In den NeuN markierten-Gruppen sind zwischen Md15/VDMd15 (0,008) und

Md15/VDWd15 (0,001) Signifikanzen zu sehen.

Tabelle 7: Unterschiedsanalyse der Gruppen (PLP, Iba, NeuN) mittels Mann-Whitney-U-Test. Diese
Tabelle fasst die p-Werte der Gruppenvergleiche zusammen. Signifikante Unterschiede (p<0,050)
sind dabei fett gedruckt dargestellt.

PLP
Verlust
(Zellen/
mm?)

0,032

0,019

0,001

0,816

0,071

0,152

Iba
(Zellen/
mm?)

0,374

0,914

0,017

0,245

0,109

0,699

NeuN
(Zellen/
mm?)

0,008

0,118

0,001

0,563

0,116

0,302
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5. Diskussion

Die Ergebnisse aus der vorgestellten Studie und die umfassende Analyse der bereitgestellten
Literatur liefern wichtige Erkenntnisse zur Wirkung von VD auf die Phénotypen von
Astrozyten und zeigen geschlechtsspezifische Unterschiede in der Reaktion auf diese
Supplementierung auf. Diese Diskussion befasst sich mit den Implikationen dieser Befunde
fiir die VD-Supplementierung, den Genderbezug in der MS-Forschung und die Rolle

verschiedener Astrozytenphénotypen in der Neuroinflammation.

Die beobachtete verstirkte Aktivierung des neuroprotektiven A2-Phénotyps in VD-
supplementierten Gruppen korreliert mit frilheren Forschungsergebnissen, die VD
neuroprotektive und immunmodulierende Eigenschaften zuschreiben (41). Die Reduktion
des proinflammatorischen A1-Phénotyps unter VD deutet darauf hin, dass dieses Vitamin
moglicherweise die Astrozyten-Phinotypisierung hin zu einem Zustand begiinstigt, der
forderlich fiir die neuronale Gesundheit und das Uberleben ist. Diese Beobachtungen sind
konsistent mit der Hypothese, dass VD nicht nur als einfacher Néhrstoff, sondern als
potentielles therapeutisches Agens in der Behandlung von MS fungieren konnte, indem es

die entziindliche Umgebung moduliert und die Myelinintegritat unterstiitzt.

Im Zusammenhang mit MS fordert die aktive Form von VD (1,25(OH2D3) die Proliferation
von Stammzellen und treibt deren Differenzierung in Oligodendrozyten an, die wiederum in
weiterer Folge die Remyelinisierung durchfiihren. VD wirkt der Neurodegeneration
entgegen, indem es die Aktivierung reaktiver Astrozyten und oxidativen M1-Mikroglia
unterdriickt. Zudem fordert es die Expression verschiedener neuroprotektiver Faktoren,
verringert die Permeabilitidt der BBB und reduziert die Rekrutierung von Leukozyten in das
ZNS (42). All jene immunmodulierenden Faktoren, die mit VD assoziiert werden, konnen
theoretisch ein giinstiges Milieu fiir das neuronale Uberleben erzeugen und dabei
autoimmunologische Vorgidnge bekdmpfen bzw. in der Therapie als unterstiitzende Einheit
wirken. Fin niedriger VD-Spiegel spricht fiir ein hoheres Risiko fiir den Beginn einer
Autoimmunerkrankung sowie einen ungiinstigeren Krankheitsverlauf. Viele Studien deuten
auf einen Zusammenhang zwischen einem niedrigen VD-Serumspiegel und dem Ausbruch
und Fortschreiten der Krankheit hin. Fiir die therapeutische Anwendung von VD bedarf es
jedoch weiterer Forschung, da die notige Dosierung von Patienten stark variieren kann und

vom Alter und Geschlecht abhéingig ist (43).
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Zurzeit ist die Empfehlungen fiir die VD-Supplementation bei allen gesunden Erwachsenen
in Europa etwa 1000 IE tiglich. Dadurch wiirde der VD Serumspiegel bei iiber 95% der
Bevolkerung auf <50 nmol/L steigen. Bei erkrankten Menschen sollte der VD-Serumspiegel
regelmifBig kontrolliert werden und entsprechend individuell angepasst werden, um
unerwiinschte Nebenwirkungen zu vermeiden (44). In der Literatur zeigt sich besonders bei
Frauen im gebérfihigen Alter eine gesteigerte protektive Wirkung im Vergleich zu Ménnern
aufgrund der Wechselwirkung zwischen Ostrogen und VD (43). Dariiber hinaus wird iiber
eine VD und 17-beta-Ostradiol Therapie bei RRMS-Patienten diskutiert (45). Jedoch zeigt
sich auch, dass ménnliche Ratten in unserem Experiment durch den antioxidativen Effekt
der VD-Supplementation einen Vorteil gegeniiber Ratten ohne VD-Substitution haben

konnen.

Trotz der positiven Effekte von VD, sollte der VD-Serumspiegel bei Patienten mit einer VD-
Supplementierung regelmiBig iiberpriift werden, um das Risiko von Uberdosierungen und
ithrer Folgen zu minimieren. Des Weiteren ist noch nicht génzlich geklart, inwieweit und in
welcher Auspragung VD autoimmunologische Prozesse beim Menschen modifizieren kann.
Die meisten Erkenntnisse wurden durch Tiermodelle gewonnen, deren zellulire Ablaufe
nicht 1:1 auf den Menschen iibertragen werden konnen (46). Die bisherige Forschung und
auch dieses Experiment deuten jedoch auf einen Benefit beziiglich der Stirkung des
Immunsystems hin. Weitere Forschung in diesem Bereich besonders die Auslegung auf den
Menschen ist wichtig, um die prophylaktische und therapeutische Wirkung von VD

insbesondere bei der PMS besser abschitzen zu konnen.

Neben der Wirkung von VD konnten auch geschlechtsspezifische Unterschiede in der
vorgelegten Studie festgestellt werden. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede,
insbesondere die stirkere Aktivitit des A2-Phadnotyps bei ménnlichen Ratten und die
effektivere Reduktion des Al-Phdnotyps unter VD, legen nahe, dass minnliche und
weibliche Individuen unterschiedlich auf Therapien ansprechen konnten. Diese Ergebnisse
unterstreichen die Notwendigkeit, geschlechtsspezifische Ansédtze in der Behandlung der
MS zu beriicksichtigen, was in Finklang mit fritheren Studien steht, die auf die
unterschiedliche Krankheitsprogression und Therapieantwort in Abhéngigkeit vom
Geschlecht hinweisen (47). Zur Erforschung von MS wurden vorwiegend Tierversuche mit
nur einem Geschlecht durchgefiihrt, da man davon ausgegangen ist, dass die Auswirkungen
fiir beide Geschlechter gleich sind. In 85% aller EAE-Studien wurden nur weibliche Tiere

herangezogen, was folglich zu einer weiblichen Tendenz fiihrte. Hierbei sind aber
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geschlechtliche Unterschiede mitzuberiicksichtigen, da sich Frauen und Méinner in ihrer
Immunantwort, der Pridvalenz, dem Verlauf sowie der Wirkung von MS-Therapeutika
unterscheiden konnen (48). AuBlerdem unterscheiden sich die Geschlechter in
oxidativen/antioxidativen und entziindlichen Stressmechanismen, was die Notwendigkeit

der Beriicksichtigung beider Geschlechter in Studien zusétzlich verstérkt (49).

Die Unterscheidung zwischen A1-und A2-Phénotypen in Astrozyten bietet einen wertvollen
Ansatz fiir das Verstindnis der komplexen Rolle dieser Zellen in neurologischen
Erkrankungen. Insbesondere da in der fritheren Forschung Astrozytenaktivierungen hiufig
pauschal als schédlich fiir das Gehirn betrachtet wurde, besonders im Kontext von
neurologischen Erkrankungen wie MS. Man ging davon aus, dass die reaktiven Astrozyten
hauptsédchlich zur Neuroinflammation und dem Fortschreiten der Erkrankung beitrugen,
indem sie proinflammatorische Mediatoren freisetzen und die Bildung von Narbengewebe
fordern was wiederum als Behinderung der Regeneration galt. Dieser veraltete Ansatz wiirde
bei unserer Studie eine Verschlechterung der Gesamtsituation durch VD Gabe bedeuten, da
die Gesamtanzahl der aktivierten Astrozyten bei den VD-supplementierten Tieren jeweils
hoher ist. Erst in den letzten Jahren hat sich das Verstindnis differenziert. Mit
fortschreitender Forschung und neuen Techniken, wie der Einzelzell-RNA-Sequenzierung,
wurde deutlich, dass Astrozyten unterschiedliche und zum Teil gegensétzliche Rollen in
neurologischen Krankheitsprozessen spielen konnen. Diese Erkenntnisse fithrten zur
Unterscheidung zwischen verschiedenen Astrozytenphidnotypen. Die Anerkennung, dass
Astrozyten sowohl schidliche als auch schiitzende Funktionen haben konnen, hat zu einem
umfassenderen Bild ihrer Rolle in neurologischen Erkrankungen gefiihrt und die Tiir fiir
neue therapeutische Ansétze gedffnet, die darauf abzielen, schidliche Astrozytenreaktionen

zu modulieren, ohne die notwendigen unterstiitzenden Funktionen zu beeintriachtigen.

Die Modulation dieser Phianotypen durch VD konnte neue therapeutische Moglichkeiten
erdffnen, insbesondere in der gezielten Behandlung neuroinflammatorischer und
neurodegenerativer Erkrankungen wie MS. Die Tatsache, dass VD den A2-Phénotyp fordert
und den Al-Phédnotyp reduziert, konnte wegweisend fiir die Entwicklung neuer
Therapieansdtze sein, die auf die Wiederherstellung der neuronalen Funktion und die

Verhinderung weiterer Schédden abzielen.
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5.1 Limitationen

Als grofite Limitation der Ergebnisinterpretation dieser Studie ist die Verwendung eines
Tiermodells zu nennen. Tiermodelle der MS haben zwar wesentlich zum Verstdndnis der
Pathogenese und der potenziellen Behandlung der Krankheit beigetragen, und werden das
in Zukunft noch tun, weisen jedoch auch erhebliche Limitationen auf. Zum einen sind die
speziesspezifischen Unterschiede zu nennen. Die Immunsysteme und die ZNS-Architektur
von Tieren unterscheiden sich grundlegend von denen des Menschen. Diese Unterschiede
konnen die Ubertragbarkeit der aus Tiermodellen gewonnenen Erkenntnisse auf
menschliche Verhéltnisse einschrinken. Beispielsweise sind die entziindlichen Prozesse und
die Immunantworten bei Tieren oft nicht identisch mit denen in Menschen und vielfach
kiinstlich induziert. Des Weiteren konnen Tiermodelle Krankheitsmechanismen nur
vereinfacht darstellen. Viele Tiermodelle konzentrieren sich nur auf bestimmte Aspekte der
MS und kdénnen andere wichtige Faktoren, die zum Krankheitsbild des Menschen gehoren,
nicht oder nicht vollstindig abbilden. Dies kann zu einem unvollstindigen Bild der
Krankheit fithren. Aulerdem waren in der Vergangenheit viele Therapien, die sich in
Tiermodellen als wirksam erwiesen haben, beim Menschen letztlich doch nicht erfolgreich.
Aufgrund dieser Limitationen ist bei der Interpretation von Ergebnissen aus Tiermodellen
Vorsicht geboten. Wihrend sie wertvolle Einblicke in die grundlegenden Mechanismen der
Krankheit bieten und helfen konnen, potenzielle therapeutische Ziele zu identifizieren, ist
eine kritische Bewertung erforderlich, um zu bestimmen, welche Ergebnisse wahrscheinlich
auf den Menschen iibertragbar sind. Es ist wichtig, Tiermodellergebnisse durch Studien an
menschlichen Geweben und, wo mdglich, durch klinische Versuche zu ergénzen, um die

Relevanz und Sicherheit der potenziellen Behandlungen zu validieren.

5.2 Ausblick und weiterfiihrende Forschung

Die Ergebnisse dieser Arbeit fiigen sich nahtlos in die aktuelle Forschungslandschaft ein, die
sich zunehmend auf die Bedeutung der Neuroimmunologie und die therapeutischen
Potenziale von Erndhrungsinterventionen konzentriert. Die Erkenntnis, dass VD signifikant

die Astrozytenaktivitéit beeinflusst und dabei geschlechtsspezifische Unterschiede aufweist,
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fordert eine tiefere Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen und eine stirkere

Berticksichtigung dieser Aspekte in klinischen Studien.

Zukiinftige Studien sollten darauf abzielen, die molekularen Mechanismen, die der
Modulation von Astrozytenphinotypen durch VD zugrunde liegen, detaillierter zu
erforschen. Es ist entscheidend, das Zusammenspiel von VD mit anderen
immunmodulatorischen Signalwegen zu verstehen, um gezielte Therapien entwickeln zu
konnen, die die Astrozytenfunktion in neurologischen Erkrankungen optimieren. Dariiber
hinaus wire es von Bedeutung, klinische Studien durchzufiihren, die die Wirksamkeit von
VD in verschiedenen Phasen der MS und in unterschiedlichen Patientenpopulationen,

einschlieBlich einer differenzierten Betrachtung nach Geschlecht, evaluieren.
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7. Anhang

Tabelle 8: Einzelne Arbeitsschritte der Immunhistochemischen Féarbung

1 2x 10 min Xylol Wachsreste entfernen
2 2x 96% Ethanol waschen
3 30 min H,0O»-Methanol Zerstorung der endogenen Peroxidase (Storfaktoren
minimieren)
4 70% Ethanol, 50% Ethanol, A.d. rehydrieren
5 1 h dampfgaren in Citrat aufbrechen der Quervernetzungen der Formalinfixierung
6 1 h bei Raumtemperatur abkiihlen
dann 2x in PBS waschen
7 Gewebe mit Dako-Pen abgrenzen | verhindert das Auslaufen der Fliissigkeiten am Schnitt, der
und Objekttrdger in Farbewanne Puffer in der Farbewanne verhindert das Austrocknen der
mit etwas PBS legen Schnitte
8 2,5% Pferdeserum in Diluent Verhindern unspezifische Bindestellen
(2,5%PD; Blockerlosung) fiir 20
min 200ul pipettieren
9 Blockierldsung ableeren und
primiren AK, verdiinnt in 2,5%PD
laut Austestung auftragen und iiber
Nacht bei 4 °C inkubieren
1 Schnitte 2x mit PBS waschen
2 Sekundérantikorper auftragen (3- Sekundérantikdrper muss gegen Primérantikorper gerichtet
5Tropfen), 30 min inkubieren und | sein
dann mit PBS waschen
3 Mit DAB unter mikroskopischer Visualisierung
Kontrolle entwickeln und Farbung
mit Leitungswasser stoppen
4 3-5 min in Himalaun Gegenfirbung (Rotfirbung der Kerne)
5 Spiilung 2x in H,O waschen und blduen beginnen
6 HCI-Ethanol Differenzieren
7 2x mit Aqua destillata (AD) spiilen | waschen
8 3-5 min Blduendes Reagenz pH-Wert Anderung, Verfirbung bis ins Griuliche
9 AD spiilen, in aufteigender dehydrieren
Alkoholreihe (50%-, 70%-, 3x
96%-, 100%-Ethanol) entwéssern
10 | n-Butylacetat und eindecken
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Tabelle 9: Liste der Priméarantikorper

C3d Anti-Al Ziege | 1:1000 R&D AF2655
Astrocytes Systems

GFAP Anti-GFAP Ab-6 | Maus | 1:100 Thermo MS1376-P
(Clone ASTROG6) Scientific

Ibal Anti-Ibal Hase 1:1000/0 Wako 019-197441

NeuN Anti-NeuN, clone | Maus | 1:100 Millipore MAB377
A60 (KC)

PLP Anti- Proteolipid | Maus | 1:500 Serotec MCAS839G
protein
(Myelinprotein)

S100A10 Anti-A2 Hase 1:000 Abcam Ab187201
Astrocytes
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