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VI.  Zusammenfassung

Einleitung: Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische Erkrankung des zentralen Nerven-
systems mit weltweit steigender Inzidenz. Der Krankheitsverlauf sowie die Symptomatik
sind nur schwer vorhersehbar. Im Verlauf geht die Erkrankung meist mit erheblichen Ein-
schrankungen des alltdglichen Lebens einher. Zum jetzigen Zeitpunkt sind die genauen pa-
thophysiologischen Mechanismen der Erkrankung unklar. Es wird ein Zusammenspiel aus
genetischen, autoimmunologischen und umweltbedingten Faktoren angenommen. Vor al-
lem die Mechanismen der progredienten Form ohne akut entziindliche Aktivitét sind weit-
gehend unklar. Daher sind die therapeutischen Optionen limitiert. In zahlreichen Studien
konnte ein Zusammenhang zwischen Vitamin D (VD) und MS festgestellt werden. Der
Ausgleich eines VD Defizits bei MS PatientInnen wird in der neuen Leitlinie der Deut-
schen Gesellschaft fiir Neurologie (DGN) empfohlen. Zu den pathophysiologischen Pro-

zessen von VD bei MS ist bislang wenig bekannt.

Methoden: Fiir diese Studie wurde das Rattenmodell der kortikalen Demyelinisierung von
Ucal et al. (2017) verwendet. Die Gehirne der Versuchstiere wurden nach Entnahme histo-
logisch analysiert. Mittel immunhistochemischer Farbung und einer Gegenfarbung mit Ha-
malaun, wurden Kupfer**-modifiziertes Low density Lipoprotein (Cu?**- LDL), Hypochlo-
rid modifiziertes LDL (HOCL-LDL) und Proteolipidprotein (PLP) dargestellt. Sowohl Po-
lyphenole (PP) als auch die totale antioxidative Kapazitit (TAC) wurden im Serum be-
stimmt. Messzeitpunkte stellten Tag 15 und 30 nach erster und Tag 15 nach zweiter Zyto-
kininjektion dar. Die statistische Signifikanzgrenze wurde fiir alle Auswertungen auf p <
0,05 festgelegt. Die Daten wurden in einer weiteren Analyse getrennt nach den Geschlech-

tern analysiert.

Ergebnisse: Die TAC war nach der ersten Zytokininjektion bei Versuchstieren mit VD
Substitution immer héher im Vergleich zur Gruppe ohne Substitution. Gemessen wurden
die PP an Tag 15 (p =0,015) und Tag 30 (p = 0,009) TAC (p = 0,016) mit signifikant ho-
heren Werten in der Gruppe mit VD Substitution. Nach der zweiten Zytokininjektion
konnte kein signifikanter Unterschied TAC (p=0,789) und der PP (p =0,431) festgestellt
werden. Die oxidativen Stressmarker waren in der Gruppe ohne VD Substitution mit

Cu2+-0x-LDL (Tag 15: p = 0,002; Tag 30: p = 0,004; Tag 15 nach zweiter Injektion: p =

Vil



0,001) und HOCL-LDL (Tag 15: p=0,001; Tag 30: p = 0,0042; Tag 15 nach zweiter In-

jektion: p = 0,001) immer signifikant hoher als bei den Tieren, welche VD erhielten.

Zusitzlich wurde der Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren betrachtet.
Die Polyphenole der weiblichen Versuchstiere waren nach erster Zytokininjektion signifi-

kant hoher (Tag 15: p <0,001; Tag 30: p < 0,007) als bei den mannlichen Tieren.

Fazit: In dieser Studie konnten wir die protektive Wirkung von VD vor kortikaler
Demyelinisierung und Oxidation korpereigener Stoffe im hier verwendeten Tiermodell
nachweisen. Ebenfalls legten die Ergebnisse nahe, dass VD im weiblichen Organismus
eine bessere Wirkung als im ménnlichen besitzt. Fiir die Frage nach priventivem oder the-

rapeutischen Nutzen fiir Menschen mit progredienter MS sind weitere Studien notwendig.



VII. Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic disease of the central nervous system
with increasing incidence worldwide. The course of the disease and the symptoms are dif-
ficult to predict. In the course of the disease, it is usually accompanied by considerable re-
strictions of everyday life. At present, the exact pathophysiological mechanisms of the dis-
ease are unclear. An interplay of genetic, autoimmunological and environmental factors is
assumed. Especially the mechanisms of the progressive form without acute inflammatory
activity are largely unclear. Therefore, therapeutic options are limited. A correlation be-
tween Vitamin D (VD) and MS has been established in numerous studies. The compensa-
tion of a VD deficit in MS patients is recommended in the new guideline of the german so-
ciety of neurology (DGN). Little is known so far about the pathophysiological processes of
VD in MS.

Methods: In this study, we used the rat model of cortical demyelination of Ucal et al.
(2017) Histologically, the brains of the experimental animals were analyzed after explanta-
tion. By means of immunohistochemical staining and counterstaining with hemalaun, cop-
per>*- modified low density lipoprotein (Cu**"LDL), hypochloride-modified LDL (HOCL-
LDL) and proteolipid (PLP) were visualized. Both polyphenols (PP) and total antioxidant
capacity (TAC) were determined in serum. Measurement time points represented day 15
and 30 after first cytokine injection and day 15 after second cytokine injection. The statis-
tical significance limit was set at p < 0.05 for all analyses. Data were analyzed separately

by gender in a further analysis.

Results: TAC was always higher after the first cytokine injection in experimental animals
with VD substitution compared to the group without substitution. PP were measured at day
15 (p =0.015) and day 30 (p = 0.009) TAC (p = 0.016) with significantly higher values in
the group with VD substitution. After the second cytokine injection, no significant differ-
ence between TAC (p =0.789) and PP (p = 0.431) was detected. Oxidative stress markers
were always significantly higher in the group without VD substitution with Cu2+-ox-LDL
(day 15: p=0.002; day 30: p = 0.004; day 15 after second injection: p = 0.001) and



HOCL-LDL (day 15: p=0.001; day 30: p = 0.0042; day 15 after second injection: p =
0.001) than in the animals receiving VD.

Also, the difference between male and female animals was investigated. The PP of the fe-
male experimental animals were significantly higher after first cytokine injection (day 15:

p <0.001; day 30: p <0.007) than in the male animals.

Conclusion: In this study, we demonstrated the protective effect of VD in relation to corti-
cal demyelination and oxidation of endogenous substances in the animal model used here.
Likewise, the results suggested that VD has a better effect in the female organism than in
the male. For the question of preventive or therapeutic benefits for people with progressive

MS, further studies are required.

XI



1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose (MS)

MS ist eine Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) mit charakteristischen degene-
rativen Verdnderungen, Entziindung und Demyelinisierung und wurde im Jahr 1868 erstma-

lig von Charcot beschrieben (1,2).

Weltweit sind schitzungsweise 2,8 Millionen Menschen betroffen. Die Inzidenz stieg in den
letzten Jahren in allen Regionen der Welt an. Sie betrigt circa 2,1 / 100000 Menschen / Jahr.
Es ist die hiufigste neurologische Erkrankung von jungen Erwachsenen mit einem Inzidenz-
maximum um das 30. Lebensjahr. Die Mehrzahl der Erkrankten entwickelt erhebliche Ein-
schrinkungen im Krankheitsverlauf. Einerseits kommt es durch die Erkrankung selbst bei-
spielsweise zu einer Abnahme der Mobilitét, andererseits treten haufig Komorbidititen wie
Depressionen auf. Angesichts des jungen Erkrankungsalters sind die soziookonomischen
Folgen weitreichend. Es tritt nicht nur hdufig eine verfriihte Arbeitsunfdhigkeit der Betroffe-
nen ein, sondern Angehorige erleben ebenfalls hdufig berufliche Einschrankungen durch die
Erkrankung. Dazu kommt die hiufigere Beanspruchung des Gesundheitssystems. Diese
Faktoren tragen zu der enormen soziodkonomischen Belastung der Gesellschaft durch MS
bei. Die erwartete Steigerung der Privalenz wird auf 6,7% geschitzt, was den Effekt durch

die dlter werdende Bevolkerung noch iiberschreitet (3,4).

Der Krankheitsverlauf ist sehr variabel und kaum prognostizierbar. Das klinisch isolierte
Syndrom (KIS) beschreibt das erstmalige Auftreten von Symptomen, welche auf ein
demyelinisierendes Ereignis hinweisen ohne dass zeitliche Dissemination gegeben sein
muss (1). In 80% der Fille ist der Verlauf zu Krankheitsbeginn schubférmig mit partiellen
oder totalen Remissionsphasen und wird in der englischen Literatur als relapsing remitting
MS (RRMS) bezeichnet. Unbehandelt kommt es dabei hdufig nach 10-15 Jahren zur sekun-
diren Progredienz, der secondary progressive MS (SPMS), die durch kontinuierliche Ver-
schlechterung der Symptome definiert ist (5). Eine restliche Schubaktivitdt kann auch dann
noch vorhanden sein. Die Unterscheidung dieser vorig genannten Formen geschieht ledig-

lich anhand von klinischer Einschiatzung (6). Eine durchgingig einheitliche Einteilung ist



bislang aufgrund der fehlenden Biomarker zur Verlaufskontrolle sowie dem fehlenden Ver-
stindnis des Zusammenhangs der MRT-Korrelate und der klinischen Symptomatik er-
schwert. In 15% der Fille handelt es sich um eine primary progressive MS (PPMS), welche
primir fortschreitend und nicht in Schiiben verlduft. Alle progressiven Formen der MS ge-
hen mit irreversiblen neuronalen Schiden einher. Die oben genannten Formen werden weiter
in aktiv oder nicht aktive Formen unterteilt. Eine weitere Kategorie, welche per Definition
keine Form der MS darstellt, ist das radiologisch isolierte Syndrom (RIS). Damit werden
MRT Befunde bezeichnet, die mit einer MS vereinbar sind. Beim RIS existiert kein klini-
sches oder anamnestisches Korrelat. Derzeit wird kontrovers diskutiert, ob das RIS eine
frithe Form der MS darstellt (7,8). Auch der Zusammenhang zwischen der schubférmigen
und primir progredienten Form der MS ist unklar. Die géngige Theorie, dass es sich um
verschiedene Stadien derselben Erkrankung handelt, wird immer wieder kritisch hinterfragt

(9,10).

Die Symptomatik der MS umfasst zentrale Paresen, Ataxie und Sensibilidtsstorungen. Oft
besteht eine Beteiligung der Hirnnerven. Die Charcot-Trias, welche sich aus Nystagmus,
skandierender Sprache und Intentionstremor zusammensetzt, tritt meist gemeinsam als
Symptomenkomplex auf. Fiir MS charakteristisch ist, dass sich die Symptomatik nicht auf
Lésionen eines bestimmten Hirnareals zuriickfiihren ldsst. In jedem 3. Fall beginnt die Er-
krankung mit der Retrobulbdrneuritis, einer Entziindung des Nervus opticus, welche mit
Verschlechterung des Visus und Schmerzen einhergeht. Im Verlauf kommt es hédufig zu
Miktionsstorungen, bulbarer Sprache, Storungen der Sexualfunktion sowie Dysphagie. Neu-
ropsychologische Symptome wie kognitive Stérungen und Depressionen als Komorbiditdten
spielen ebenfalls eine Rolle (11). Der Grad der Auspragung der Erkrankung variiert ebenfalls
stark. Von klinisch stummen Entziindungsherden bis hin zu schneller Progredienz der Symp-

tomatik mit einem Versterben innerhalb weniger Monate.

Die Pridisposition an MS zu erkranken, wird unter anderem durch genetische Faktoren be-
einflusst. Es konnten nahezu 100 single nucleotid polymorphisms (SNPs), also die Varianz
einzelner Basenpaare im Nukleotiddoppelstrang, die mit der Erkrankung in Verbindung ste-
hen, identifiziert werden (12). Unter diesen SNPs befinden sich mindestens zwei, welche
auch mit dem Vitamin D (VD) Stoffwechsel in Verbindung stehen. Vor allem befinden sich
diese in Abschnitten, die fiir das adaptive Immunsystem, insbesondere die T-Zellen, codie-

ren. Da in Studien mit monozygoten Zwillingen lediglich eine Konkordanz von 15-25%



festgestellt wurden, konnen erbliche Faktoren keine tragende Rolle spielen und es wird da-
mit die groBe Relevanz von Umweltfaktoren fiir die Entwicklung von MS unterstrichen

(13,14).

Die Krankheitsursache bleibt bislang weitgehend ungeklart. Eine multifaktorielle Genese
aus genetischen, autoimmunologischen und umweltbedingten Faktoren ist jedoch anzuneh-
men. Umweltbedingte Risikofaktoren sind vor allem Rauchen und VD — Mangel, ebenso
diiitetische Faktoren und Ubergewicht in der Kindheit. Ebenso wird die Rolle von Infektio-
nen unterschiedlich diskutiert. Einerseits entwickeln sich durch durchgemachte Erkrankun-
gen im Kindesalter weniger Allergien und das Risiko Autoimmunerkrankungen zu entwi-
ckeln sinkt ebenfalls (15). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass Viren, wie beispiels-
weise durchgemachte Infektionen mit dem Eppstein-Barr Virus (EBV) oder dem Varicella-
Zoster Virus (VZV) eine Ursache fiir die Entwicklung von MS sein konnten (5,16,17). Einer
der am ldngsten bekannten Faktoren ist die ungleiche geografische Verteilung von MS. Es
gibt eine, durch Meta-Analysen bestitigte statistische Signifikanz, dass das Erkrankungsri-
siko mit Entfernung vom Aquator steigt. Ausnahmen bilden hier lediglich Italien und
Nordskandinavien, was mit kulturellem Verhalten vereinbar wire. Unklar bleibt jedoch, was
genau unter kulturellem Verhalten gemiB den Studien zu verstehen ist (18,19). In Migrati-
onsstudien konnte nachgewiesen werden, dass fiir das Risiko einer Erkrankung der Aufent-
haltsort in den ersten zwei Lebensjahrzehnten ausschlaggebend ist (20). Dies unterstiitzt wie-
derum die Annahme, dass Umweltfaktoren in der frithen Kindheit einen Einfluss auf die
Entwicklung von MS haben. Abgeleitet von den geografischen Unterschieden wurde der
Mangel an VD als einer der bislang bedeutsamsten Risikofaktoren identifiziert. Vermehrte
UV-B Strahlung und héaufiger Aufenthalt im Freien ist mit einem niedrigeren Erkrankungs-
risiko verkniipft (21-23). Ein hoher VD-Spiegel reduziert das Schubrisiko bei RRMS unab-
hiangig von der Jahreszeit (24). Obwohl einige Studien VD und MS aus verschiedenen Blick-
winkeln untersucht haben und einen Zusammenhang feststellen konnten, sowie plausible
physiologische Mechanismen als Erkldrung hinzugezogen werden kdnnen, konnte ein bisher
nicht berticksichtigter Faktor als Ursache fiir MS in Frage kommen, da der genaue Pathome-

chanismus bislang unbekannt geblieben ist.

MS zeigt sowohl Charakteristiken einer autoimmunentziindlichen als auch einer klassischen
neurodegenerativen Erkrankung. Die Mechanismen des intermittierend-schubformigen Ver-

laufs wurden in den letzten Jahren immer besser verstanden und durch neue Therapiemdg-



lichkeiten konnten sowohl die Schubhiufigkeit sowie -schwere verringert werden. Patho-
physiologisch gibt es Hinweise, dass in der schubférmigen Phase entziindliche Prozesse im
Vordergrund stehen. Dahingegen riickt die entziindliche Komponente in der progredienten
Phase in den Hintergrund und verminderte neuronale Reparaturmechanismen erlangen eine

groBere Bedeutung (25).

Ziele der MS Therapie sind eine Reduktion der klinischen Krankheitsprogression, der mittels
MRT detektierbaren subklinischen Entziindungen und Erhalt der Lebensqualitdt. Die Im-
muntherapeutika werden drei verschiedenen Wirksamkeitskategorien zugeordnet. Zur Kate-
gorie I zdhlen beispielsweise das auch korpereigen vorkommenden Zytokin Interferon-f3
oder der Immunmodulator Glatirameracetat. In Kategorie II fallen Substanzen wie Si-
ponimod, einer Weiterentwicklung von Fingolimod, welches iiber die Bindung an einen Re-
zeptor auf Lymphozyten deren Migration reguliert (26). Zur Wirksamkeitskategorie I1I z&h-
len monoklonale Antikorper. Dazu gehort der Wirkstoff Ocrelizumab, ein monoklonaler An-
tikorper gegen CD-20 auf B-Lymphozyten. Mit dem Wirkstoff Natalizumab wird die T-Zell
Migration iiber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) gehemmt (1). Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass dieser Ansatz in Bezug auf Krankheitsaktivitit- und Progression wirksamer als

Interferon — B ist. Jedoch fehlen dazu Langzeitstudien (27).

Das Ziel dieser Einteilung ist die nach Krankheitsaktivitit angepasste Therapie, um zu errei-
chen, dass Nutzen und Nebenwirkungen in einem ausgewogenen Verhéltnis sind. Die Mehr-
zahl der aktuellen Medikamente wirkt unspezifisch und beeinflusst die Aktivitit vieler Im-
munzellen. Durch diese unspezifische Immunsuppression kommt es oftmals zu schweren

Nebenwirkungen (28).

Bei den progredienten Phasen der MS sind die Pathomechanismen im Gegensatz zur schub-
formigen Form der MS bislang weitgehend unbekannt (9). Daher gibt es noch keine spezifi-
sche Therapie fiir die progrediente MS ohne Schubaktivitét (29). Die Empfehlungen der Eu-
ropdischen MS Guidelines fiir PPMS basieren alle auf schwacher Evidenz, da in klinischen
Studien meist lediglich ein geringer Unterschied zwischen Therapie mit Placebo und Medi-
kamenten gefunden wurde. Es spielt zudem eine Rolle, dass die Bestimmung des Zeitpunkts
der Konversion von RRMS zur SPMS unklar ist. Daraus resultiert, dass die Definition der
progressiven MS ebenfalls aufgrund der diagnostischen Ungenauigkeit inkonstant ist (30).
Kernpunkte der Therapie von Patientlnnen mit progressiver MS sind das Abwigen der mog-

lichen Nebenwirkungen und die Vertrdglichkeit des Medikaments mit dem Benefit sowie



die symptomatische Behandlung. Es werden Herangehensweisen gesucht, unter welchen
Umsténden die Therapie zeitweise oder dauerhaft abgesetzt werden kann (10). Es gibt aktuell
eine Empfehlung fiir Ocrelizumab und den Off — Label Gebrauch von Rituximab bei PPMS
(10,30,31). Diese zuriickhaltenden Empfehlungen kommen unter anderem aufgrund fehlen-
der Langzeitstudien zustande. Bisherige Studienergebnisse sind vielversprechend in Hin-
sicht auf die Krankheitsmodulation. Im Falle einer restlichen Schubaktivitdt bei SPMS kon-
nen beispielsweise Cladibrin, Interferon —  1a und 1b oder CD20- Antikoérper zum Einsatz
kommen. Bei fulminanten Fillen von SPMS wird das Zytostatikum Cyclophosphamid the-
rapeutisch im Off - Label Use eingesetzt (1,31). Bei fehlenden klinischen Schiiben bei gleich-
zeitiger entziindlicher Aktivitit in der MRT wird Siponimod empfohlen (32). Bei Patientln-
nen mit PPMS {iber dem 50. Lebensjahr (LJ) und fehlender entziindlicher Aktivitit in der
MRT sollten die CD20-Antikorper sehr zuriickhaltend eingesetzt werden (10).

Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der MS. Die extrinsi-
sche Theorie besagt, dass in der Friihphase der MS autoreaktive T-Zellen, welche durch
molekulare Mimikry aktiviert wurden, mit B-Zellen und Monozyten von Peripher ins ZNS
migrieren und dort eine Entziindung auslosen (13). Das adaptive periphere Immunsystem
spielt hier vermutlich die bedeutendste Rolle. Dafiir spricht auch, dass bei RRMS gegen T-
Zellen gerichtete Medikamente mit Antikérpern wie Natalizumab erfolgreich zur Therapie
eingesetzt werden (1). Ein Zusammenhang zwischen dem Darmmikrobiom und MS wurde
in der experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE) beschrieben. Versuchstiere, die Po-
lysaccharid A der Bacteroides fragilis, welche ein Bestandteil des menschlichen Mikrobioms
ist, verabreicht bekamen, waren gegeniiber der induzierten MS resistent. Eine Beimpfung
mit dem Mikrobiom von MS erkrankter Menschen konnte bei diesen Versuchstieren eine
spontan auftretende, der MS dhnliche Erkrankung auslésen. Jedoch sind die Ergebnisse der
Studien, welche sich mit dem Mikrobiom befassen aufgrund der geringen Fallzahlen und
unterschiedlicher Ergebnisse kontrovers diskutiert. Daher ist weitere Forschung notwendig,
um aussagekriftige Riickschliisse auf eine Beteiligung des Darmmikrobioms bei MS ziehen

zu konnen (33-35).

Im Gegenteil zur schubformigen MS konnten in der progredienten Phase, auf das ZNS be-
schriankte, immunologische Prozesse eine ursidchliche Rolle spielen. Es wird eine, von der
Peripherie abgekapselte Entziindung mit intakter BHS angenommen (13,29). Ebenfalls dis-
kutiert wird der Einfluss von meningealer auf die kortikale Entziindung als Kennzeichen der

PMS (36). In den letzten Jahren wurde der Fokus auBBerdem auf durchgemachte Infektionen
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als Krankheitsursache gelenkt. So konnte eine Assoziation zwischen einer durchgemachten
EBV-Infektion und dem Erkrankungsrisiko festgestellt werden (16). Ein auslosender Mecha-
nismus nach einer Infektion konnte molekulare Mimikry sein. Das bedeutet, dass Epitope
des infektiosen Agens korpereigenen Strukturen dhneln und dadurch autoimmune Prozesse
ausgelost werden. Ebenso konnten bei Neuronenuntergang, welcher durch eine Infektion
hervorgerufen wird, Autoantigene aus den Neuronen freigesetzt werden und wiederum zu

autoimmuner Inflammation fithren (37).

Die pathophysiologischen Prozesse der PMS werden in nicht immunologische und immu-
nologische Vorginge eingeteilt. Ein pathologisches Kennzeichen der chronischen Entziin-
dung sind chronisch aktive Ladsionen. Histopathologisch bestehen diese gemischt aktiv und
inaktiven Lisionen aus einem Kern mit wenigen Entziindungszellen und einem Randgebiet
aus aktivierten Mikrogliazellen und Makrophagen (38). Betrachtet man Lasionen mit Akti-
vitdt genauer, so ist die Einteilung in demyelinisierende und post-demyelinisierende Lésio-
nen sinnvoll. Bei (Rest-)Aktivitit der Lésionen befinden sich Myelinabbauprodukte des
Myelin- Basic Protein (MBP) oder Proteolipidprotein (PLP) im Bereich der Lision. Dies
kann mittels immunhistochemischer Verfahren oder bestimmten histologischen Farbungen
sichtbar gemacht werden (39). Es gibt Hinweise darauf, dass die histologischen Verdanderun-
gen bei RRMS und PPMS und SPMS in dhnlichen Regionen und Reihenfolge auftreten (40).
Charakterisiert ist die Entziindung bei progredienter MS durch Demyelinisierung, Verlust
von Neuronen und Oligodendrozyten, sowie reaktiver Astrogliose. Man geht davon aus, dass
durch die randstdndigen Zellen der chronischen Lisionen chronisch axonale Schiden und
Demyelinisierung verursacht werden. Ebenfalls sind Mitochondropathie, Uberschuss von
intraaxonalem Ca**, abnorme Verteilung von Ionenkanélen, defizitdrer axonaler Transport
mit konsekutiver axonaler Dysfunktion und Neurodegeneration pathophysiologische Vor-
ginge. Zur Immunreaktion gehdren B-Zell-Expansion, Aktivierung von Mikroglia und Ast-

rozyten, zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten (6,41).

Wihrend aktiver Demyelinisierung wird vermehrt Eisen von Oligodendrozyten und den
Mpyelinscheiden freigesetzt (42). Eine Fehlregulation des Eisenhaushalts flihrt, ebenso wie
oxidativer Stress, zu reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die unter anderem mit Enzymen
und Molekiilen reagieren und deren Funktion dndern (43). Im ZNS entstehen ROS haupt-
sdchlich durch aktivierte Mikroglia, werden aber auch von Neuronen und Astrozyten als
Nebenprodukt der ATP-Produktion in Mitochondrien gebildet (44,45). ROS sind im ZNS

physiologisch als Botenstoffe vorhanden, in groBerer Menge fiihren sie zu oxidativem Stress.
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Dies trdgt bei MS sowohl zu Lisionen in der weiflen als auch in der grauen Substanz bei
(13). Chronisch geschidigte Axone im progressiven Stadium der MS benétigen mehr Ener-
gie, um Aktionspotentiale zu generieren. Dies verstirkt wiederum die unausgeglichene Ho-
moostase der bereits vorgeschidigten Mitochondrien und es entsteht ein Circulus vitiosus
aus erhohtem ATP-Bedarf und oxidativem Stress. Dieser Teufelskreis miindet in der
Apoptose von Neuronen (13,46). Die Hauptquelle der ROS als Nebenprodukt der Atmungs-
kette wird durch die Nicotinamid Adenin Dinucleotid Phosphat (NADPH) — Oxidasen, den
NOX Enzymen, vermittelt. Sie katalysieren die Reaktion zu ROS. Die Enzyme werden durch
neuronale Schidigung, Entziindung oder ROS selbst aktiviert. In aktiven Lisionen der ex-
perimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und in histopathologischen Schnitten
wurde eine vermehrte Expression von NOX festgestellt. Dabei korrelierten die Gebiete der
neuronalen Dysfunktion und der Lisionen der EAE mit der vermehrten Aktivierung der

NOX - Enzyme (47-49).

1.2 Kortikale Lasionen bei MS

Histopathologisch konnen bei MS Léasionen der weilen und grauen Substanz des Gehirns
und des Riickenmarks sowie Atrophie der weiflen und grauen Substanz beobachtet werden,
welche die Atrophie von Individuen ohne MS iiberschreitet. Ldsionen sind abgegrenzte Ge-
biete im Parenchym, in denen durch Einwanderung von Immunzellen Entziindung, Demyeli-
nisierung, Gliose und neuroaxonale Degeneration hervorgerufen werden (29). Fiir die Diag-
nosestellung, Verlaufs- und Aktivitdtskontrolle mittels T2-gewichteter Magnetresonanzto-
mografie (MRT) sind die Lisionen der weillen Substanz wesentlich. Trotz der Moglichkei-
ten, die Veranderungen zu erfassen, bleibt der Zusammenhang zwischen aktiven demyelini-
sierenden Lisionen der weillen Substanz und klinischer Krankheitsaktivitit, sowie Neuro-
degeneration spekulativ (50). Im letzten Jahrzehnt wurden daher die Lésionen der grauen
Substanz ndher untersucht. Fokus liegt hierbei vor allem auf dem Kortex. Im Gegensatz zu
Lésionen der weilen Substanz, die bei unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen
auftreten konnen, ist das Vorkommen von Lisionen der grauen Substanz auf die MS be-

schrankt.



Vergleicht man den histologischen Aufbau der kortikalen Lésionen mit jenem der weiflen
Substanz, liegen weniger Immunzellen und eine weniger beschidigte Blut-Hirn-Schranke
vor. Es gibt drei Arten der kortikalen Léasionen, welche abhidngig von ihrer Lokalisation ka-
tegorisiert werden. Zum einen leukokortikal, subpial und zum anderen kleine, auf den Kor-
tex begrenzte Lisionen (51). Erstere Ldsion breitet sich {iber angrenzende subkortikale
Schichten der weilen Substanz und im unteren Kortex aus. Die am hdufigsten vorkom-
mende, subpiale Lasion dehnt sich meist iiber mehrere Gyri von der pialen Oberflache bis
zur 3. oder 4. Kortexschicht aus. Haufig befinden sich die Lasionen an der subpialen Ober-
fliche entlang der Ausdehnung von entziindlichen Verdnderungen der Meningen (50). Das
Vorhandensein von ektopen lymphoiden Follikeln in den Hirnhéuten ist der histologische
Beweis fiir meningeale Inflammation. In einer histologischen Studie wurde herausgefunden,
dass eine ausgeprigte meningeale Entziindung mit vermehrtem pathologischem Korrelat der
grauen Substanz einhergeht. Dies konnte ein Hinweis auf eine kausale Ursache zwischen
meningealer Entziindung und Pathologie der grauen Substanz sein (36). Ein moglicher Me-
chanismus ist der Ubertritt von 16slichen Faktoren in den Kortex, welche dort inflammatori-
sche Prozesse fordern. Fiir diese Theorie sprechen mehrere Faktoren. Zum einen, dass bei
Patienten mit progressiver MS proinflammatorische Zytokine in den angrenzenden Menin-
gen und dem Liquor gefunden werden konnen (13). Zum anderen gibt die Verteilung der
Lisionen einen Hinweis. Sie kommen vorwiegend an tiefen Einstiilpungen und Sulci des
Kortex vor. Also an Stellen, an denen der Liquor langsamer zirkuliert und ein Durchwandern

von proinflammatorischen Zytokinen erleichtert ist (52).

Der Neuronenuntergang, welcher anhand der Verschmilerung des Kortex erkennbar wird,
korreliert nicht mit dem Grad der kortikalen Demyelinisierung (50). Kortikale Lasionen sind
bereits bei Patientlnnen mit CIS vorhanden. Sie sind mit einer floriden Entziindungsreaktion
verkniipft und zeigen eine Disposition fiir einen friihen Ubergang von schubférmiger in pro-
gressive MS an. Je weiter die MS fortgeschritten ist, desto mehr Regionen sind von einer
Kortexatrophie betroffen. Die Ausbreitung der Atrophie tritt bei allen Formen der MS auf
(40,53). Zwischen einem diinneren Kortex und Verschlechterung der Symptomatik, insbe-
sondere der mnestischen Féhigkeiten, wurde in mehreren Studien ein Zusammenhang nach-
gewiesen (54). Die Verschmilerung des Kortex muss dabei nicht zwingend durch kortikale
Demyelinisierung verursacht werden. In einer Studie wurden bei allen Studienteilnehmen-
den kortikale Lasionen nur in Kombination mit subkortikalen ermittelt. Es konnte sich um

eine retrograde Reaktion auf aktive Ldsionen in der weillen Substanz handeln (52,54). Es



wird ein kortikal dominanter Subtyp der MS vorgeschlagen. Dieser ist durch mnestische
Defizite und verschmilerten Kortex charakterisiert. Aufgrund der leicht abweichenden
Klink und Pathologie der Patientinnen mit vorwiegend kortikalen Lésionen ist ein unter-
schiedlicher Pathomechanismus im Vergleich zu Lésionen der weillen Substanz ebenfalls

naheliegend (54).

Das spédrliche Wissen iiber die kortikalen Lésionen im Vergleich zu Lisionen der weiflen
Substanz ldsst sich durch ihre komplexere Detektion erklédren. In histologischen Routinefar-
bungen sind sie nicht so gut darstellbar. Erst immunhistochemische Farbungen machen die
Lisionen eindeutiger sichtbar. In der MRT sind die Léisionen aufgrund technischer Limita-
tionen schwerer erkennbar. Jedoch ist eine prazisere Detektion durch Weiterentwicklung der

MRT Technik in Zukunft zu erwarten.

1.3 Tiermodelle der MS

Bisher sind die genauen Pathomechanismen der progredienten MS unklar und infolgedessen
existieren lediglich unzureichende Therapien. Das Ziel ist, durch moglichst realititsgetreue
Experimente die zugrundeliegenden Pathomechanismen zu ergriinden, um im weiteren
Schritt neue Therapiemdoglichkeiten zu finden und diese an den Modellen zu testen. Da MS
jedoch nur beim Menschen vorkommt, ist es wichtig, durch unterschiedliche Modelle ver-
schiedene Aspekte der Erkrankung zu beleuchten, da die Erkrankung bei Tieren bislang nicht

in seiner Gesamtheit induziert werden konnte.

Um entziindliche und autoimmunologisch bedinge Erkrankungen des ZNS zu untersuchen,
ist das Modell der EAE am weitesten verbreitet. Die EAE kann als neuroallergische Modell-
krankheit der MS aufgefasst werden und bildet vor Allem die Frithphase der MS und die
RRMS gut ab. Nur wenige Modelle fiihren zu einem chronischen Phénotyp (11,51,55). Es
existieren zwei Induktionsarten. Zum einen passiv durch Ubertragung von T-Zellen, die eine
Entziindungsreaktion im Gehirn ausldosen. Zum anderen aktiv durch die Impfung mit
Myelinpeptiden. Hier werden unter anderem Proteolipidprotein (PLP), Myelin assoziiertes
Glykoprotein oder Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) verwendet. Diese Prote-
ine stellen wichtige Bausteine der Myelinscheide von Nervenzellen dar. Bei der aktiven In-
duktion wird complete Freund’s adjuvant (CFA) in Versuchstiere, wie Ratten, Miuse, Meer-
schweinchen oder Affen injiziert, um die Reaktion auszulésen. Bei CFA handelt es sich um
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eine Emulsion aus Wasser und Ol mit abgetdteten Mykobakterien. Die Antigene werden von
lokalen Immunzellen phagozytiert und nach Transport in regionale Lymphknoten oder die
Milz T-Zellen bilden sich Antigen spezifische T-Zellen. Diese konnen nach Verlassen der
primiren Lymphorgane die BHS iiberwinden und durch ihre Migration ins ZNS eine Ent-
ziindungsreaktion auslosen. Abhéngig von der Art des Versuchstiers sowie dem Verhiltnis
von CFA und Antigen variiert der Auspriagungsgrad der durch EAE ausgelosten Reaktionen
(37,55-60).

Ein weniger etablierter Versuchsaufbau ist das Cuprizon-Mausmodell. Durch Futterzugabe
von Oxalsdure wird eine Intoxikation hervorgerufen. Es wird angenommen, dass durch Kup-
ferchelatbildung Enzyme der mitochondrialen Atmungskette gehemmt werden und dies zu
oxidativem Stress flihrt. Oligodendrozyten sind als erstes betroffen und gehen in Apoptose.
Infolgedessen werden Mikroglia, T-Zellen und Astrozyten aktiviert. Die Demyelinisierung
ist gut reproduzierbar und findet in dhnlichen Regionen, vor allem dem Corpus callosum,
statt (61). Es ldsst sich eine starke spontane Remyelinisierung nach dieser akut induzierten
Demyelinisierung beobachten. Die motorischen Fahigkeiten bleiben auch Wochen nach dem
Experiment unter dem Niveau von Kontrolltieren, was die Progression der Erkrankung gut
abbildet. Insbesondere bei einer Anwendung von Cuprizon iiber 12 Wochen hinaus kommt
es nicht mehr zur vollstandigen Remyelinisierung. Die Autoimmunitit spielt bei diesem Mo-
dell keine Rolle, weswegen das EAE Modell fiir Untersuchungen dieses Aspektes verwendet

wird (55,61).

Obwohl die EAE ein etabliertes Tiermodell ist, welches verschiedene pathologische Aspekte
der MS abbilden kann, existieren kaum Modelle fiir die progrediente Phase der Erkrankung.
Als Pionierarbeiten fiir die Simulation der progredienten MS gelten die Modelle von Merkler
et al. und Gardener et al.. Beide werden an Versuchsratten durchgefiihrt. Das Prinzip basiert
im ersten Schritt auf einer dhnlichen Vorgehensweise wie bei der Induktion der EAE, wobei
das MOG an der Schwanzbasis injiziert wird (51,62,63). Bei der Entwicklung von demyeli-
nisierenden Liasionen und Induktion der peripheren T-Zell-Aktivierung im Tiermodell
wurde herausgefunden, dass MOG eine Schliisselrolle spielt (64). In einem zweiten Schritt
wurde eine Entziindung induziert. Dafiir wurde 1pul Zytokinlosung, welche aus Tumornek-
rosefaktor-a (TNFa), Interferon-y (IFNy) und einem Losungsmittel besteht, injiziert. Diese
zwel pro-inflammatorischen Botenstoffe wurden ausgewéhlt, da sie bei MS eine ausschlag-

gebende Rolle spielen. Die Zielorte der Injektion waren der prafrontale Kortex und der Sub-
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arachnoidalraum. Aufgrund des invasiven Eingriffs erfolgte dieser Schritt unter Vollnar-
kose. Bei beiden Modellen wurden kortikale Demyelinisierung und Einwanderung von Ent-
ziindungszellen beobachtet. Es kam zudem zur axonalen Schidigung, Neuronenuntergang
und bei subarachnoidaler Injektion zur Entziindung der Meningen sowie Aktivierung von
Mikroglia. All diese histologisch observierten Pathologien konnen ebenfalls bei der progre-
dienten MS auftreten. Allerdings waren diese lokal auf eine Hemisphére beschrinkt und bil-
deten sich nach einigen Tagen wieder fast vollstdndig zuriick. So kann die Irreversibilitit als
wichtiges Kennzeichen der progredienten MS mittels dieser Modelle nicht abgebildet wer-

den (62,63,65).

Als Weiterentwicklung der oben erlduterten Modelle kann das in dieser Studie verwendete
Modell von Ucal und Haindl et al. gesehen werden. Im Unterschied zu den zwei vorherigen
Studien, wurde ein bereits eingeheilter Katheter zur Zytokininjektion verwendet. Durch die-
ses zeitversetzte Vorgehen ist es moglich, die Gewebsreaktion auf die Zytokine von der Ge-
websreaktion der Injektion zu unterscheiden. Die histologischen Befunde waren grundsitz-
lich deckgleich mit denen der Modelle von Merkler et al. und Gardener et al.. Die Demyeli-
nisierung dauerte langer an und breitete sich iiber beide Hemispharen im Kortex aus. Obwohl
sich die Demyelinisierung ebenfalls wieder zuriickbildete, konnte eine zweite Reaktion
durch Zytokininjektion ausgelost werden. Somit kann dieses Modell die ausgedehnten und
langanhaltenden Pathologien der progredienten MS besser als andere Modelle abbilden und
konnte in Zukunft fiir die Untersuchung der irreversiblen Neurodegeneration vermehrt ein-

gesetzt werden (51,66).

Die Pathologien kdnnen mittels Histologie dargestellt werden. Die MRT spielt, im Gegen-
satz zur Untersuchung beim Menschen, aufgrund von methodischen Limitationen eine un-
tergeordnete Rolle (51). Tiermodelle unterstiitzen die Theorie der peripheren Aktivierung
von autoreaktiven T-Zellen. Ebenfalls geben die Modelle Hinweise darauf, dass die entziind-
lichen Verdnderungen im Kortex primér reversibel und erst bei mehrmaliger Entziindung
irreversibel sind. An den Modellen wird ebenfalls der Zusammenhang zwischen kognitiven
Funktionen und kortikalen Léisionen ermittelt (51). Auch andere Mechanismen, wie bei-
spielsweise der Einfluss des Darmmikrobioms auf MS konnen anhand der EAE erforscht

werden (33,34).
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1.4 Oxidativer Stress bei neurologischen Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen stellen eine wachsende sozio0konomische Herausforde-
rung dar. Struktur- und Funktionsverlust der Neurone fiihren zum Auftreten oder zur Pro-
gression vieler neuronaler Erkrankungen, welche durch verschiedenste Mechanismen, unter
anderem oxidativen Stress, ausgelost werden. Dies kdnnte ein interessanter Ansatzpunkt fiir

zukiinftige Therapien sein (67).

Bei oxidativem Stress handelt es sich um eine Dysbalance zwischen reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS), reaktiven Stickstoffspezies (RNS) auf der einen, und antioxidativen Faktoren
auf der anderen Seite. Die Akkumulierung der ROS und RNS ist fiir den Korper toxisch. Es
kommt zur Schidigung zahlreicher Zellstrukturen wie beispielsweise den intrazelluldren Li-
piden, Proteinen und der DNA. Diese Schiden stellen einen wesentlichen Faktor in der Pa-
thogenese zahlreicher Erkrankungen dar (68,69). Das Gehirn ist gegeniiber oxidativem
Stress durch mehrere Faktoren besonders vulnerabel. Dazu zdhlen der hohe Anteil an unge-
sattigten Fettsduren, der hohe Sauerstoftbedarf und eine vergleichsweise geringe Menge an
antioxidativen Enzymen. Auch ein hoher Anteil von Metallen im Gewebe, welche oxidative
Reaktionen katalysieren, tridgt dazu bei (49). Gleichzeitig ist zu erwdhnen, dass der zelluldre
Alterungsprozess durch oxidativen Stress und mitochondriale Dysfunktion vorangetrieben
werden. Das Alter stellt den grofiten Risikofaktor neurodegenerativer Erkrankungen dar
(70). Die Abgrenzung von physiologischen Mechanismen des Alterungsprozesses, welche

ebenfalls durch oxidativen Stress hervorgerufen werden, ist sinnvoll (71).

Mitochondrien sind die Hauptquelle von ROS, welche ein Nebenprodukt der mitochondria-
len Energiegewinnung sind. Als Ursache wird hierfiir der tiberméBige Ca?*-Einfluss in Mi-
tochondrien vermutet. Zudem regulieren Mitochondrien selbst die Ca?**-Homdostase, sowie
den programmierten Zelltod (44,72,73). Unser Gehirn verbraucht 20 % des im Korper ver-
fiigbaren Sauerstoffs (73). Die Stoffwechsellage der grauen Substanz des Gehirns entspricht
dem Verbrauch eines Beinmuskels wihrend eines Marathons. Dieser Vergleich verbildlicht
die enorme Wichtigkeit und hohe Aktivitit der Mitochondrien als ATP-Lieferanten im Ge-
hirn (74).
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Neben den schéddlichen Auswirkungen der ROS existieren auch protektive Mechanismen.
Neben der Abwehr von Erregern iiber Aktivierung des Immunsystems, tragen sie auf nied-
rigem Niveau zur Stressanpassung durch Sauerstoffmangel bei, indem sie mitochondriale
Proteine modifizieren. Die dadurch reduzierte enzymatische Aktivitit fithrt zu einem ver-
minderten Energiebedarf der Zellen und stellt beispielsweise bei Gewebsverletzungen einen
protektiven Faktor dar. In hoherer Konzentration kann die iiberschiissige Modifikation von
Enzymen durch ROS jedoch zur enzymalen Dysfunktion fithren (45,69). ROS konnen unter
anderem Neurone, Gliazellen und das Endothel schidigen. Der antioxidative Schutz von
Neuronen wird durch die verminderte Expression des Zellfaktors nuclear factor-erythroid 2-
related factor-2 (Nrf2) beeintrachtigt (73). Der Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert antioxida-
tive Gene. Aufgrund dessen wird er mit Resistenz gegeniiber oxidativem Stress und der
Langlebigkeit eines Organismus in Verbindung gebracht. Im Gegensatz dazu fiihrt die Hem-
mung des Nrf2 — Signalwegs zu frithzeitiger Zellalterung (75). Es gibt erste Hinweise darauf,
dass VD bei MS Patientlnnen durch den Nrf2 wirkt, indem DNA Reparaturgene hochregu-
liert werden (76). Nrf2 wirkt sich auf direktem sowie indirektem Weg auf Entziindungspro-
zesse aus. Direkt durch Modulation des Redox Status und indirekt durch Interaktion mit
NifkappaB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) und Inflammaso-
men (77). NFkappaB fordert die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen und
wird durch ROS aktiviert (78). In einer ersten Zellstudie konnte bewiesen werden, dass VD
iiber den NFkappaB — Weg hemmend auf TNF-o wirkt (79). Bei neurodegenerativen Er-
krankungen wie beispielsweise der Alzheimer Demenz oder Parkinson Erkrankung konnte
die verminderte Genexpression von Nrf2 festgestellt werden (49). Im Zusammenhang mit
MS ist zudem der Wirkstoff Dimethylfumarat zu erwihnen. Die etablierte Therapie mit Di-
methylfumarat bei RRMS wirkt unter anderem durch die Stabilisierung von Nrf2 (80,81). Ob
ein direkter Zusammenhang zwischen VD und Nrf2 besteht, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht

bekannt.

Bei zahlreichen neurologischen Erkrankungen spielt die Entziindung eine wesentliche Rolle.
Entziindungsreaktionen und oxidativer Stress sind eng miteinander verkniipft. Durch oxida-
tiven Stress konnen Entziindungen induziert werden und die dabei produzierten proinflamm-
atorischen Zytokine, wie beispielsweise der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder Interleu-

kin-10 (IL-10), rufen wiederum oxidativen Stress hervor (69).
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Der grofite Anteil an ROS im ZNS wird durch Makogliazellen verursacht. Astrozyten gehd-
ren zu den Makrogliazellen, haben eine Stiitzfunktion im ZNS und beeinflussen die neuro-
nale Aktivitit durch vielféltige Mechanismen. Durch Regulation des extrazelluldren Milieus
und des Blutflusses modulieren sie den neuronalen Metabolismus. Zudem spielen sie eine
Rolle in adulter Neurogenese und Reparaturmechanismen des Gewebes nach Verletzungen
und schiitzen so vor oxidativem Stress sowie Neurodegeneration (46). Im Gegensatz zu Neu-
ronen ist Nrf2 in Astrozyten sehr stabil und fiihrt infolgedessen zu einer verminderten Emp-
findlichkeit gegeniiber oxidativem Stress. Daher ist deren Beteiligung in einem dysfunktio-
nalen Zustand an neuronalen Erkrankungen naheliegend (73). Oligodendrozyten gehdren wie
die Astrozyten zu den Makrogliazellen und bilden im Gehirn die Myelinscheide der Axone.
Sie sind sehr empfindlich gegeniiber oxidativem Stress, was folglich die (Re-)Myelinisie-
rung von Axonen vermindert (45). Neben der Myelinisierung spielen Oligodendrozyten
ebenfalls eine Rolle in der Energieversorgung der Axone. Uber einen Transporter wird
Laktat an Axone libermittelt, welche dieses zur Generierung von ATP verwerten (55). Wenn
ROS Proteine der Lipiddoppelschicht oxidieren, fiihrt dies zu Zellschdden und -tod (45). In
einer in vitro Studie konnte festgestellt werden, dass Endothelzellen, die ROS ausgesetzt
waren, vermehrt Adhdsionsmolekiile produzierten. Dies fithrt im Gehirn zu einer erh6hten
Permeabilitdt der BHS (82). Als Folge dessen nimmt die Sensibilitét des Gehirns gegeniiber
pathogenen Einfliissen aus der Peripherie zu. Bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen
wird vermehrt eine infektiose Pathogenese diskutiert. Das bedeutet, dass Erreger, die in den
Korper eingedrungen sind, nach durchgemachter Infektion oder auch ohne klinischer Infek-
tionssymptomatik persistieren oder langfristige Verdnderungen hervorrufen, welche die pa-
thophysiologischen Prozesse ansto3en. Infolgedessen konnte eine beeintridchtigte BHS zur

Pathogenese von Erkrankungen des ZNS beitragen.

1.5 Oxidative Parameter

Bei oxidativem Stress stehen einem Organismus insbesondere zwei protektive Systeme zur
Verfligung. Zum einen nach erfolgter Oxidation durch reaktive Stoffe. Hier wird durch Re-
parationsmechanismen der DNA und modifizierter Proteine entgegengesteuert. Zum ande-
ren vor Oxidation durch Antioxidantien. Im Folgenden mochte ich auf die wichtigsten Stoffe

und Mechanismen, die eine Rolle fiir diese Arbeit spielen, eingehen.
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Polyphenole sind aromatische Verbindungen, welche mehr als einen Phenolring in ihrer
Struktur enthalten. Am hiufigsten kommen sie in Friichten, Gemiise und Pflanzen vor. Es
existieren mehr als 8000 molekulare Varianten der Polyphenole, anhand derer sie klassifi-
ziert werden. Grob kann zwischen den Flavonoiden, Tanninen und Phenolsduren unterschie-
den werden. Sie wirken vor allem antioxidativ, antimikrobiell, entziindungshemmend sowie
immunmodulatorisch. Die Wirkmechanismen sind vielfiltig. Auf Immunzellen befinden
sind spezifische Rezeptoren fiir Polyphenole. Bei Bindung der Polyphenole an diese Rezep-
toren werden Signalwege einer Immunantwort initiiert. Ein anderer Mechanismus beruht auf
der epigenetischen Modifikation. Durch eine verminderte Ausschiittung von Entziindungs-
mediatoren wirken sie antiinflammatorisch. Die vasoprotektive Wirkung kommt durch Sti-
mulation der endothelialen NO — Liberation zustande (83,84). Insbesondere die immunmo-
dulatorischen, antioxidativen und entziindungshemmenden Wirkungen der Polyphenole sind

im Zusammenhang mit MS von Interesse.

Reaktive Molekiile reagieren hiufig auf direktem oder indirektem Wege mit ungeséttigten
Fettsduren. Temporadr kommt es zur Bildung von intermediir gebildeten Fettsdureradikalen
und anschlieend zu Fettsdureperoxylradikalen. Diese reagieren mit einem weiteren Fettsdu-
remolekiil oder einem Antioxidans zu Fettsdurehydroperoxiden. Im biologischen System
binden die Fettsiurehydroperoxide an Proteine oder Ubergangsmetallionen wie Kupfer oder
Eisen. Die am hiufigsten eingesetzten Marker fiir die Messung von oxidativem Stress sind
oxidativ modifizierten Fettsduren. Oxidierte low-density-Lipoproteine (oxLDL) fordern in
niedriger Konzentration das Zellwachstum wohingegen sie in hoherer Konzentration die
Apoptose von Zellen induzieren. Dies geschieht sowohl {iber Caspase-abhéngige als auch —
unabhédngige Mechanismen. Werden Monozyten oxidativ modifizierten Proteinen ausge-
setzt, so steigt die Anzahl der Monozyten, die zu Makrophagen reifen, an. Es konnte in einem
Zellversuch herausgefunden werden, dass Monozyten unter Einfluss von oxLDL im Ver-
gleich zur Exposition mit LDL schneller zu Makrophagen reifen. Einen mdglichen Mecha-
nismus stellt die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche durch eine Verdnderung
des Redoxstatus hervorgerufen wird, dar. In erster Linie mdchte ich auf Cu** "LDL und
HOCL-LDL eingehen. Insbesondere wird von Cu?>“LDL der proinflammatorische Tran-
skriptionsfakor nuclear factor kappa light chain enhancer der B-Zellen (NFkappaB) aktiviert.
CuSO 4oxidiert die Lipidkomponente von LDL, wohingegen HOCL die Proteinkomponente
oxidiert. Damit konnten die unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der unterschiedlichen

oxLDL erklirt werden (85,86).
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Mit der totalen antioxidativen Kapazitit wird die Gesamtheit, der im Serum geldsten antio-
xidativen Stoffe, erfasst. Im Speziellen wird die Fahigkeit der Molekiile getestet, ein reakti-
ves Molekiil zu neutralisieren. Ist die TAC erniedrigt, so ist der untersuchte Organismus
vulnerabler gegeniiber oxidativem Stress im Vergleich zu einer hoheren TAC. Es kann je-
doch keine Aussage iiber bestehende Schiden durch oxidativen Stress getroffen werden. Die
TAC wird durch vielféltige Faktoren beeinflusst. Zum einen durch endogene Faktoren, wie
die Stoffe Harnsaure oder Bilirubin, welche daneben auch Metabolite oxidativer Reaktionen
sind. Zu den endogenen Faktoren zdhlen ebenfalls die Aminosduren Cystein, deren Thi-
olgruppen entweder direkt mit ROS reagieren oder indirekt Peroxide inaktivieren. Proteine
wie Coeruloplasmin oder Transferrin spielen eine protektive Rolle durch Bindung an die
Ubergangsmetalle Kupfer und Eisen. Zum anderen durch exogene Faktoren. Sie werden mit
der Nahrung in den Organismus aufgenommen. Hierzu zdhlen Spurenelemente wie Selen,
Kupfer oder Zink, welche Bestandteile von antioxidativen Enzymen sind. Auch Vitamin C,

E, Carotinoide und Polyphenole werden zu den exogenen Antioxidantien gezihlt (87).

Die Bestimmung der oxidativen Parameter l4sst Riickschliisse tiber das Ausmalf} der oxida-
tiven Reaktionen zu. Jedoch kann dadurch iiber den aktiven Schaden, also die Demyelini-
sierung, keine Aussage getroffen werden. Um die Demyelinisierung in aktiven Lisionen ni-
her zu bestimmen, kann durch immunhistochemische Farbung PLP bestimmt werden. PLP
ist ein lipophiles und membranstabilisierendes Protein der Myelinscheiden. Der Verlust von
PLP zeigt die Demyelinisierung an. Findet sich in einer Ldsion kein Anhaltspunkt fiir
Demyelinisierung, so befindet sie sich in einem post-demyelinisierenden Zustand. Klinisch
duBert sich eine Stérung von PLP in Stérung der Myelinisierung und neuronaler Dysfunk-
tion. Eine Fehlfunktion von PLP durch eine Mutation im PLP 1 Gen ist die sehr seltene
Pelizaeus-Merzbacher disease. Durch verschiedene Mutationen kommt es zu einer fehler-
haften Myelinisierung und daraus folgend zu verzogerter geistiger und motorischer Entwick-

lung (39,88).
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1.6 Vitamin D und MS

VD gehort zu den Steroidhormonen und wurde als erstes in den 1920er Jahren von McCol-
lum et al. im Zusammenhang mit Rachitis beschrieben. Aufgrund seiner vielfaltigen Wir-
kungen und der endogenen Synthese wird es molekularbiologisch seit einigen Jahren als
Prohormon eingestuft. Die Bezeichnung als Vitamin ist weiterhin zutreffend, da in den Win-
termonaten mit wenig Sonneneinstrahlung die korpereigene Produktion unzureichend ist
und folglich die Zufuhr von VD {iber die Nahrung notwendig ist. In den letzten Jahrzehnten
wurde herausgefunden, dass VD mehr als 100 Gene reguliert, welche unter anderem das
Immunsystem, die Entwicklung sowie Physiologie des ZNS beeinflussen. Daher gilt es auch
als Neurosteroid. Trotz der Beteiligung an zahlreichen Prozessen steuert VD in erster Linie
den Calcium- und Phosphathaushalt aller hoheren Wirbeltiere (89-91). Seine komplexe Syn-
these vom Cholesterin bis zur aktiven Form von VD spielt sich mit der Leber, der Niere und

der Haut in drei verschiedenen Organen ab.

Die aktive Form von VD (1,15-Dihydroxyvitamin Ds) bindet an intranukleidre VD-Rezepto-
ren (VDR) und Oberflachenproteine. Erstere wirken iiber Genregulation, wohingegen die
Oberflachenproteine kurzfristige Wirkungen, dhnlich den Steroidwirkungen, vermitteln. Die
genauen Wirkungen tiber Oberfldchenproteine sind bislang unklar, weswegen in dieser Ar-
beit ein Fokus auf VDR gelegt wird. Sie kommen in gro8er Anzahl im Cortex, der
Amygdala, im Hippocampus, Thalamus und der Substantia nigra vor. Lokale Wirkungen
durch auto- und parakrine Sekretion von in Mikroglia und Neuronen synthetisiertem VD
steuert die Differenzierung, das Wachstum und Uberleben dieser Zellen (89). Im Hippocam-
pus und Kortex, welche fiir Kognition und komplexes Planen wesentliche Regionen sind,
befinden sich besonders viele VDR (89). Ebenfalls ist bekannt, dass VD Einfluss auf die
Produktion von Neurotransmittern wie Acetylcholin (AcH), Serotonin und Dopamin hat.
Somit konnte VD Einfluss auf die Kognition und Depressionen von MS PatientInnen haben
(92). Durch vasoprotektive Mechanismen wird zudem die Kognition auf indirektem Wege
positiv durch VD beeinflusst. In mehreren Studien konnte beobachtetet werden, dass en-
dotheliale Dysfunktion und GefaBsteifigkeit invers mit dem VD-Spiegel zusammenhéngen.
Durch den Schutz vor plétzlichem Ca**-Anstieg werden neuronalen Schiden verhindert.
Eine neuroprotektive Wirkung von VD beruht darauf, dass die Ca**-bindenden Proteine
Calbindin sowie Parvalbumin vermehrt produziert, werden. Zudem werden L-Typ Calcium-

kanéle herunterreguliert (89).
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Einheitliche Serumgrenzwerte fiir VD sind derzeit Gegenstand des wissenschaftlichen Dis-
kurses. Lange war ein Serumlevel unter 50 nmol/L als Mangel definiert. Gegenwirtig gibt
es mehr Evidenz, dass erst der Grenzwert auf 100 nmol/L heraufgesetzt werden sollte. Hin-
tergrund dafiir ist, dass der Fokus bei den niedrigeren Grenzwerten auf einen funktionieren-
den Knochenstoffwechsel gelegt wurde. Es ist indessen bekannt, dass VD viele weitere
Funktionen erfiillt. Erst ab einem h6heren Serumspiegel funktionieren alle bisher untersuch-
ten physiologischen Prozesse, bei denen VD eine Rolle spielt (93). Bei der Dosierung miissen
jedoch auch die direkt toxischen Effekte von hochdosiertem, sowie die Langzeitnebenwir-
kungen von VD beriicksichtigt werden. Als unerwiinschte Wirkungen treten beispielsweise

Hyperkalzdmie, GefdBBablagerungen oder gastrointestinale Beschwerden auf (94).

Zwischen einem VD-Mangel und dem Risiko an MS zu erkranken, besteht ein signifikanter
Zusammenhang. In einer Fall-Kontroll-Studie wurde herausgefunden, dass Serumspiegel
unter 50nmol/l ein signifikant hoheres Risiko hervorrufen. Ein VD-Mangel {iber diesem
Wert geht nicht mit erhdhtem Risiko einher, an MS zu erkranken (23,95,96). Eine vermehrte
Exposition gegeniiber UV-B Strahlen und Aktivitdten im Freien wéhrend der Sommermo-
nate reduzieren das Erkrankungsrisiko (22). Obwohl ein genetisch determinierter niedriger
Spiegel mit einer erhohten Pradisposition einhergeht, wurde kein Zusammenhang zwischen
neonatalen VD-Spiegel und dem Erkrankungsrisiko gefunden. Ebenso konnte bisher weder
ein positiver noch negativer Effekt auf den VD Serumspiegel von Genen, welche mit einem
erhohten MS Risiko und dem VD Metabolismus in Zusammenhang stehen, festgestellt wer-
den (14,97-99). VD beeinflusst nicht nur das Risiko, an MS zu erkranken, es gibt ebenfalls
Hinweise darauf, dass ein krankheitsmodulierender Zusammenhang besteht (24,95). Es
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit hohem VD-Spiegel eine geringere Wahrschein-
lichkeit haben, eine neue Gadolinium-anreichernde Lision im MRT zu entwickeln. Diese
Lisionen sind ein wichtiger Bestandteil sowohl fiir die Diagnose als auch den Verlauf von
MS. Zudem wurde festgestellt, dass Patienten mit hoherem VD-Spiegel mildere Verldufe
einer Optikusneuritis zeigten, sich Manner schneller davon erholten und der Grad der Ein-

schrinkung durch MS bei VD-Mangel grof3er war (100).

Die Wirkung von VD und Ostrogenen sind synergistisch im Hinblick auf Autoimmunitit
von T-Zellen der EAE. Da dieser schiitzende Mechanismus bei Frauen mehr Bedeutung hat,
konnte dies ein Grund sein, weshalb die Erkrankung bei Frauen im Vergleich zu Ménnern

milder verlduft. Aufgrund der protektiven Wirkung von Ostrogen vor MS im Hinblick auf
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Schiibe und Progression konnte dies eine zukiinftige Therapie darstellen (101). Durch ver-
minderte Calciumaufnahme bei VD-Mangel kommt es zu einer verminderten Darmmotilitit.
Hierdurch kénnen vermehrt von Darmbakterien produzierte Endotoxine in die Blutbahn
tibertreten. Diese pro-inflammatorischen Zytokine kdnnen ebenfalls negative Auswirkungen

auf das ZNS haben (102).

Es ist bekannt, dass VD bei Infektionen im frithen Stadium zur Aktivierung von Makropha-
gen notwendig ist. Gleichzeitig wird VD von aktivierten Makrophagen und Mikrogliazellen
im ZNS synthetisiert (103). Zudem wird die Produktion von anti-inflammatorischen Zytoki-
nen beglinstigt, sowie die von pro-inflammatorischen Zytokinen unterdriickt. Es wird ange-
nommen, dass die Dysbalance zwischen Thl, T17 und regulatorischen T-Zellen der wich-
tigste Faktor fiir die Entziindungsreaktion von MS ist. Da auf all diesen Zellen VDR existie-
ren, konnte VD einen regulatorischen Effekt haben (104). Die genaue Rolle von B-Zellen bei
MS ist noch ungeklért. Trotz nicht signifikanten Unterschieden in neu aufgetretenen Gado-
lintum-anreichernden Lésionen in der MRT bei Therapie mit Rituximab konnte ein Unter-
schied im Gangbild und bei jungen Patienten (<51J.) festgestellt werden (105). Bei Aktivie-
rung von B-Zellen erhoht sich die Anzahl der VDR. Bei in vitro Experimenten konnte ge-
zeigt werden, dass VD die IgG- und IgM-Produktion hemmt, indem B-Zellen in die
Apoptose geleitet werden und deren Wachstum somit gehemmt wird. Ein immunsuppressi-
ver Mechanismus von VD besteht darin, die Proliferation inflammatorischer Zytokine wie
Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y) abzuschwéchen. Die anti-entziindlichen Zyto-
kine IL-10 und IL-4 werden hingegen vermehrt produziert (106).

VD ist zudem ein bekanntes Antioxidans. Es konnte in mehreren Studien nachgewiesen wer-
den, dass VD oxidativen Stress im ZNS reduziert (107). Die verminderte Demyelinisierung
und die axonalen Schiden, welche in der EAE durch andere antioxidative Stoffe ausgeldst

werden, konnten ebenfalls einen protektiven Mechanismus von VD darstellen (108).

Bei progredienten Formen der MS wurde ein signifikant niedrigerer VD-Spiegel im Ver-
gleich zu PRMS gefunden (109). In einem systematischen Review konnte festgestellt wer-
den, dass Patienten mit einem niedrigerem Serumspiegel besonders von einer VD-Supple-
mentierung profitieren konnten. Bislang konnte dabei dennoch kein besserer Outcome der
MS nachgewiesen werden. Gleichwohl steigen anti-inflammatorische Zytokine mit dem Vi-

taminspiegel an und in Studien konnte ein synergistischer, immunmodulatorischer Effekt
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zwischen Interferon-f§ und VD nachgewiesen werden (110). Es ist im weiteren Schritt wich-
tig, die Mechanismen der SPMS und PPMS im Zusammenhang mit VD genauer zu untersu-

chen.

1.7 Einfluss des Geschlechts

In einer longitudinalen Studie in Kanada wurde herausgefunden, dass die Inzidenz der Neu-
erkrankungen von Frauen hoher als von Miannern ist und diese Differenz immer gréBBer wird
(4,111). Bislang wird diese Entwicklung auf einen unbekannten Umweltfaktor, welcher sich
vor allem auf Frauen auswirkt, zuriickgefiihrt (112). Denn aufgrund der kurzen Zeitspanne
ist es unwahrscheinlich, dass evolutiondr bedingte genetische Verdnderungen die Ursache

sind.

Geschlechtsreife Frauen haben eine stirkere T-Zell-mediierte Immunantwort bei allgemei-
nen und parasitiren Infektionen als Ménner. Ein stirker reagierendes Immunsystem ist ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen. Eine Schwangerschaft hat
auf die Progredienz von MS keinen Einfluss (55,113). Im dritten Schwangerschaftstrimester
treten weniger Schiibe auf. Jedoch kehrt sich dieser Effekt postpartum um und es kommt zu
vermehrten Schiiben. In der EAE wurde herausgefunden, dass Progesteron und Ostrogen
Entziindung und Gliose verringern (114). Es konnte gezeigt werden, dass Ostrogenlevel, wie
sie bei Schwangeren vorkommen, die Produktion von regulatorischen B- und T-Zellen {or-
dern und auf diesem Wege die Entziindung im ZNS verringern (115). Eine weitere Studie
zeigt, dass klinische Schiibe unter Ostrogensupplementierung vermindert auftreten. Dies
kann jedoch nicht uneingeschrinkt als Therapieerfolg gewertet werden, da in der MRT keine
Korrelate gefunden werden konnten. Daher fiihrte Ostrogen als therapeutische Ressource
bislang nicht zu gewiinschten Ergebnissen (116). Ostrogen als pathophysiologischer Faktor
bleibt jedoch interessant, da man annimmt, dass die Wirkung aus der Beeinflussung von B-
und T-Zellen resultiert. Damit wéren sowohl pathophysiologische Mechanismen der progre-

dienten sowie der schubformigen MS inkludiert (101,115).

Es wurde beobachtet, dass die MS Inzidenz bei Frauen in Frankreich stiarker mit der Son-
neneinstrahlung korreliert als bei Ménnern. Das heil3t, dass im Vergleich in Wintermonaten

mehr Frauen an MS neu erkranken. Der VD-Spiegel wurde nicht mit erhoben, weshalb un-
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klar bleibt, auf welchen Unterschied dieses Ergebnis zuriickzufiihren ist (117). Ein Anhalts-
punkt konnte sein, dass VD mehr Gene (51:1) bei Frauen im Vergleich zu Méannern reguliert
(118). In Tierversuchen wurde gezeigt, dass VD die Ostradiol- (E2) Produktion erhoht, was
wiederum anti-inflammatorische Wirkungen hervorruft. Die Wirkungen von VD werden
durch Ostrogene beeinflusst (101). In geringerer, etwa dem normalen Menstruationszyklus
entsprechenden Konzentration wirkt Ostrogen proinflammatorisch. In héherer Konzentra-

tion werden anti-inflammatorischen Zytokine produziert und NK-Zellen inhibiert.

Trotz hoherer Inzidenz, fritherem Krankheitsbeginn, sowie hdufigeren Schiiben bei Frauen
schreitet die Erkrankung bei Minnern schneller voran und hat eine schlechtere Prognose
(117,119). Zudem ist das genetische Risiko an MS zu erkranken bei Méannern um 60% hoéher
als bei Frauen (120). Interessant ist, dass Méanner in hoherem Alter als Frauen an MS erkran-
ken. Dem konnte eine protektive Wirkung von Testosteron zugrunde liegen. Durch Testos-
teron konnten in einer Studie die mitochondriale Aktivitidt, Gewebsschiden sowie der oxi-
dative Stress vermindert werden. Im EAE Modell hat sich Dihydrotestosteron (DHT) positiv
auf den klinischen Score ausgewirkt und fiihrte dariiber hinaus zu weniger Gliose und Ent-
ziindung im Riickenmark. Eine Pilotstudie konnte zeigen, dass mit dermaler Applikation
eines Testosterongels nach einem Jahr eine verbesserte Kognition sowie Verlangsamung der

Kortexatrophie erreicht werden konnte (119,121)

1.8 Zielsetzung

In dieser Studie wird ein Tiermodel der kortikalen Demyelinisierung verwendet. Das Ziel
dieser Studie ist, die Effekte der alimentdren Supplementierung von VD auf die oxidative
Kapazitdt der Versuchstiere zu erheben. Wie oben erwihnt, existieren bereits zahlreiche
Studien iiber den epidemiologischen Zusammenhang zwischen der Sonnenexposition, VD
und MS (21,22,102,122,123). Jedoch sind die Zusammenhénge auf zelluldrer sowie moleku-

larer Ebene weitgehend unklar.

Eine positive Wirkung von VD auf die, in unserer Studie gemessenen Parameter, konnte
wichtige Hinweise auf weitere Fragestellungen der klinischen Forschung geben. Insbeson-

dere im Zusammenhang mit der Therapie und Prdvention von Patientlnnen mit progredien-
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ter MS. Denn zum jetzigen Zeitpunkt sind viele Aspekte der pathophysiologischen Mecha-
nismen der progredienten Phasen der MS unklar. Daraus folgend ergeben sich auch gerin-
gere therapeutische Optionen im Vergleich zu Phasen mit Schiiben und entziindlicher Akti-

vitdt (1,31).

Ebenso konnte weiteres Wissen, iiber die Auswirkung von VD auf die oxidativen Marker,
weitere Hinweise iiber die pathophysiologischen Mechanismen der kortikalen Demyelini-
sierung geben. Zum jetzigen Zeitpunkt sind diese Mechanismen nur teilweise bekannt (5).
Neben der allgemeinen Erhebung der Effekte von VD werden in dieser Arbeit die Unter-
schiede der verschiedenen Geschlechter berticksichtigt. Deshalb ist ein weiteres Ziel, die
Frage nach unterschiedlichen Reaktionen von médnnlichen und weiblichen Versuchstieren

auf VD und ob in diesem Modell ein solcher Unterschied besteht.

2. Material und Methoden

2.1 Tiermodell

high MOG

. . . L. antibody titer
1. Catheter implantation 2. MOG immunization

4. Cortical demyelination 3. Opening of the BBB

Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus und -ablauf des in unserer Studie ver-

wendeten Tiermodells nach Ucal et al.
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Es wurden 53 Dark Agouti (DA) Ratten aus Harlan, Niederlande oder Janvier, Frankreich in
das Experiment einbezogen. Die kortikale Demyelinisierung beider Hemisphiren erfolgte
nach der 2017 publizierten Studie von Ucal et. al. “Widespread cortical demyelination of
both hemispheres can be induced by injection of pro-inflammatory cytokines via an im-
planted catheter in the cortex of MOG-immunized rats” (66) . Der Tierversuch wurde vom
Bundesministerium fiir Wissenschaft und Forschung genehmigt (BMWFW-66.010/0072-
WE/V/3b/2017).

Fiir das Experiment wurde ein MR T- und gewebskompatibler Katheter in den Frontallappen
implantiert. Die Operation erfolgte unter Anésthesie mit einer Mischung aus Fentanyl (Jan-
sen-Cilag Pharma, Wien, Osterreich), Midazolam (Erwo Pharma, Brunn am Gebirge, Oster-
reich) und Medetomidin (Orion Pharma, Espoo, Finnland). Nach der Operation heilte der
Katheter zwei Wochen aus, um sicher zu stellen, dass die BHS nach der traumatischen Sché-
digung wieder intakt ist. AnschlieBend wurden die Ratten mit einer geringen Dosis von IFA
(incomplete Freund’s Adjuvant; Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz) gelostem MOG subkutan
am Schwanzansatz geimpft. Dies fiihrte zu einem stabilen MOG-AK Titer ohne klinische
oder histologische, im ZNS detektierbare Verdnderungen. Im néchsten Schritt wurden tiber
den Katheter fiir eine Dauer von 10min die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und
IFN-y in hoher Dosis infundiert. Die Flussgeschwindigkeit entsprach hierbei mit 0,2pul/min
der natiirlichen Geschwindigkeit des Liquoraustauschs. Damit konnten Schiden am Pa-
renchym durch Infusionsdruck vermieden werden. Diese Zytokine bewirken eine selektive
Offnung der BHS. Somit konnten die in der Peripherie gebildeten AK gegen MOG in das

Gehirnparenchym {ibertreten.

Aus den vorherigen Experimenten ist bekannt, dass die kortikale Demyelinisierung ab dem
1. Tag nach Zytokininjektion in der ipsilateralen und ab dem 3.Tag in der kontralateralen
Hemisphire beginnt. Das Maximum wird zwischen dem 9. und 15. Tag in beiden Hemispha-
ren erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ist das Verhalten der Ratten anhand des EAE Scores, kli-
nisch gesehen langsamer, jedoch ohne motorische Symptomatik im Rotarod Performance
Test. Ab dem 15. Tag normalisiert sich das Verhalten wieder. An Tag 30 sind einzelne De-

und ebenfalls beginnende Remyeliniserungsherde detektierbar.
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Histologische Veridnderungen waren ebenfalls aus den vorangegangenen Experimenten be-
kannt. Astrozytose um den Katheter wird an Tag 1-3 nach Zytokininjektion beobachtet und
nimmt ab Tag 15 ab. Mikroglia werden mit einem Maximum um den 3.-15. Tag aktiviert.
Die Anzahl der Neuronen sinkt abrupt ab Tag 15, bleibt reduziert im Vergleich zu Versuchs-
tieren ohne Zytokininjektion und erholt sich ab dem 30. Tag.

Die Induktion eines Rezidivs 16st dieselben Symptome wie bei der ersten Injektion aus. Mak-
roskopisch wurde nach der zweiten Zytokininjektion eine Atrophie des Gehirns beobachtet,

was auch ein Zeichen bei progredienter MS beim Menschen sein kann.

Die Versuchstiere wurden ab der Entwéhnung vom Muttertier mit einer Dosis von 400
IU/Woche mit VD supplementiert. Die Kontrollgruppe ohne VD-Supplementierung um-
fasste 23 Tiere mit - und 5 gesunde Muttertiere ohne Katheter. Davon wurden die Daten
dreier Tiere nicht in die Auswertung mit einbezogen. Zur Tétung wurde nach tiefer Anis-
thesie mit Midazolam, Fentanyl und Medetomidin (wie oben beschrieben) 25 mg Thiopental
(Sandoz, Kundl, Osterreich, 0,5 ml, 50 mg/ml) intrakardial injiziert. Im Anschluss erfolgte
die transkardiale Injektion von 4% PFA (Merck, Darmstadt, Deutschland).

Totungszeitpunkt | 15 30 15 (nach 2. Zytoki-
(Tag) ninjektion)

Tiere mit VD |8 7 7

Supplementation

Tiere ohne VD |6 5 11
Supplementation

Tabelle 1: Versuchstiere und Totungszeitpunkt

2.2 Immunhistochemie (IHC)

Die Gehirne der Versuchstiere wurden nach Entnahme mit 4% PFA (Paraformaldehyd) fi-
xiert und in Paraffin eingebettet. An einem Schlittenmikrotom wurden 1,5 pm dicke Schnitte
gefertigt. Im ersten Schritt wurden die histologischen Priparate entparaffiniert. Dazu wurden
sie 2x fiir 10 min in Xylol getaucht und anschlieend 2x in 96% Ethanol gewaschen. Zur
Zerstorung der endogenen Peroxidase wurden sie 30 min mit 1200 pl H20: vermischt mit
180 ml Methanol inkubiert. Der Reihe nach wurden die Praparate in 70% Alkohol, 50%
Alkohol und Aqua destillata (Aqua dest.) zur Rehydrierung ohne angefiihrte Zeitangabe ge-
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taucht. Die Vorbehandlung als zweiten Schritt erfolgte durch Dampfgaren in einem Citrat-
puffer mit 10 ml Stammldsung und 990 ml Aqua dest. mit einem pH-Wert von 6,0 fiir eine
Stunde. Damit werden Querverbindungen, welche durch Formalinfixierung entstanden sind,
gebrochen damit der Antikorper sein Epitop finden kann. Mit einem PBS-Puffer (2 Liter
Stammlosung nach Sérensen und 6 Liter Aqua dest., pH-Wert 7,4) wurden die Priparate drei

Mal gewaschen und die Gewebe mit einem Dako-Pen eingegrenzt.

Fiir die IHC-Féarbung wurde das InmPRESS® Goat Anti-Rabbit IgG Polymer Kit (VEC-
TOR Laboratories, 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010 — USA) verwendet. Nach An-
leitung des Kits wurden die Schnitte mit dem Blocking-Reagenz (Diluent + 2,5 % Ziegense-
rum) fiir 20 min inkubiert. Dies fiihrt zur Blockade der unspezifischen Bindungsstellen.
Uberschiissiges Serum wurde entfernt und die Primérantikorper aufgetragen und bei 4 °C
iiber Nacht inkubiert. Verwendet wurden die Primdrantikdrper anti-Cu?*-ox.-LDL Verdiin-
nung 1:3000%, anti-HOCL-LDL in Verdiinnung 1:2000* in Blocking-Reagenz und anti-PLP
(AB 2237198) mit einer Verdiinnung von 1:500. Am nichsten Tag wurden die Schnitte drei
Mal mit PBS-Puffer gewaschen und der Sekundérantikorper (ImmPRESS Reagenz) aufge-

tragen und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Entwicklung erfolgte mit dem DAB-Peroxidase Substrate Kit von Vector Laboratories.
Dieses beinhaltet jeweils 6 ml Puffer mit pH-Wert 7,5, Wasserstoffperoxid Lésung und
DAB-Losung. Die Substratlosung wurde nach Angaben des Herstellers gemischt. Zuerst
wurden die Schnitte mit in PBS gewaschen, bevor sie mit der DAB-L6sung unter mikrosko-
pischer Kontrolle inkubiert wurden. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Schnitte in

Wasser gewaschen.

Im Anschluss daran, wurde die Gegenfarbung mit Himalaun durchgefiihrt. Dazu wurden die
Prédparate nacheinander 5 min in Himalaun, 2x in H20, in einer Mischung aus 0,5ml 37%
HCI und 100 ml 70% Ethanol und 2x in Aqua dest. getaucht. Der néchste Schritt fithrte zur
typischen Blaufarbung durch 5 min Tauchbad in Shandon Bluing Reagenz. Danach wurden
die Schnitte zur Dehydrierung in Aqua dest., in 50%, 70%, 3x 96% und 100% Ethanol sowie
n-Butylacetat getaucht. Abschlieend wurden die Gewebsschnitte eingedeckt.
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2.3 Photometrische Tests

Fiir den Polyphenol Mikrotiter im Serum wurde das Kit von Omnignostica (GmbH & Co
KG, Research, Reagents & Recycling, Hoflein an der Donau, Osterreich) verwendet. Es be-
inhaltet Verdiinnungsmittel (30 ml), Reagenz (11 ml), Verstirker (5 ml), Standards (5x 200
ul Gallenséure, beginnend mit 3 mM), Kontrolle, Verdiinnugsplatte mit 96 Vertiefungen und
eine Assay Platte mit 96 Vertiefungen.

Polyphenole sind aromatische Verbindungen, welche antioxidative Wirkung haben. Sie wur-
den im Serum der Versuchstiere bestimmt, um die totale antioxidative Kapazitit der Proben
zu ermitteln. Hamolytische Proben wurden nicht ausgeschlossen. Das Prinzip der Poly-
phenolmessung beruht auf ihrer Eigenschaft, Ubergangsmetalle zu reduzieren. Diese Kom-
plexe haben eine dunkelblaue Farbe mit der Wellenldnge 620-766 nm. Der Versuch wurde
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Da es sich um tierisches Material handelt, wurden zum
Eigenschutz Einmalhandschuhe sowie Schutzkleidung verwendet. Die Serumproben der
Versuchstiere waren bei -80°C gelagert und wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Vor-
verdiinnung erfolgte im Verhiltnis 1:10 mit 20 pl Probe und 180 pl Verdiinnungsmittel. Die
Polyphenol Reaktion wurde induziert, indem 50 pl Verdiinnungslosung, 100 pul Reagenz und
30 pl Verstérker zu den vorverdiinnten Losungen gegeben wurden. Die Bestandteile wurden
auf einem horizontalen Schiittler gemischt und danach 2 Stunden bei Raumtemperatur inku-
biert. Die anschlieende photometrische Messung erfolgte bei 766 nm. Die Wellenldnge
wurde hdchstmdglich gewihlt, um Uberlagerungen durch andere Farbbestandteile zu ver-
meiden. Um die korrekten Werte der Serumproben zu erhalten, miissen die Ergebnisse um

den Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

Die TAC (Totale antioxidative Kapazitdt) wurde mit einem Test von Omnignostica (Pro-
duktnummer DMP 20-4100) im Serum bestimmt. Darin enthalten sind Assay Puffer (50 ml),
Peroxid (1 ml), Peroxidase (1 ml), Substrat (1 ml), Stopplosung (6 ml), Standard A-E (je-
weils 1 ml), Kontrollen 1 und 2 (jeweils 1 ml) und eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen.
Das Prinzip des Tests beruht auf einer blauen Farbreaktion von Peroxiden mit Peroxidasen.
Durch Hinzufiigen der Stoppldsung entsteht eine gelbe Farbe, welche bei 450 nm fotomet-
risch gemessen werden kann. Mit Zunahme der Konzentration der Antioxidantien wird die
Farbung schwécher. Der maximale Bestimmungswert liegt bei 3 mmol/L, da ab diesem Wert

die Losung farblos ist. Durch eine Standardreihe konnen die Ergebnisse der Testlosung
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quantifiziert werden. Der Versuch wurde durchgehend bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Im ersten Schritt wurden 25 pl der Standards, Kontrollen und Proben auf die Mikrotiterplatte
pipettiert. Die Reagenzien A und B wurden nach Herstellerprotokoll gemischt und 100 pl
bzw. 50 ul in alle Vertiefungen pipettiert. Im Anschluss wurde die Testplatte bei 2°C fiir 20
min inkubiert. Die Reaktion wurde anschliefend durch Hinzugabe von 50 ul Stopplésung

angehalten und die Extinktion bei 450 nm photometrisch bestimmt.

2.4 Statistische Analyse

Zur Analyse wurde SPSS Statisics (Version 23.0, IBM Corp. Armonk, NY) verwendet. Die
Normalverteilung der erhobenen Daten wurde mit dem nicht-parametrischen Kolmogorov-
Smirnov Anpassungstest gepriift. Da keine Normalverteilung gegeben ist, wurde der
Kruskal-Wallis Test und anschlieend die Gruppen mit Mann-Withney-U-Test untereinan-
der analysiert. Die Signifikanzgrenze wurde fiir alle Auswertungen auf p < 0,05 (5%) fest-

gelegt.

3. Ergebnisse

3.1 Geschlechtsunterschiede

Die folgenden Daten wurden als weiterer Bestimmungsparameter auller der VD-Supple-
mentierung bei Versuchstieren mit Induktion des Modells der progressiven MS nach Ucal
et al. und einer Kontrollgruppe ohne Zytokininjektion erhoben. Ziel war dabei, den Zusam-
menhang zwischen weiblichem beziehungsweise mdnnlichem Geschlecht und der antioxi-

dativen Kapazitit zu ermitteln.
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3.1.1 Polyphenole (PP)

Der Unterschied zwischen Méannchen und Weibchen ist bei der Messung des Ausgangs-
werts der PP im Serum mit einem p-Wert von 0,301 nicht signifikant. Nach der ersten Zy-
tokininjektion unterschied sich der Wert der PP jedoch zwischen méinnlichen und weibli-
chen Versuchstieren stark signifikant bei allen Messungen (Tag 15: p <0,001; Tag 30: p <
0,007). Bei der Gruppe an Versuchstieren, welche eine zweite Zytokininjektion erhielten,

wurde mit einem p-Wert von 0,529 kein signifikanter Unterschied zwischen den Ge-

schlechtern beobachtet.
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Abb.2: In dieser Abbildung wird die Verdnderung der Polyphenole im Zeitverlauf darge-
stellt. B steht fiir Baseline, M fiir mdnnlich, W fiir weiblich und T fiir Tag. Mit Tag 45 ist der
15. Tag nach der zweiten Zytokininjektion bezeichnet. Bei den Gruppen, welche durch den

roten Rahmen markiert sind, konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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3.1.2 TAC

Bei der Messung der TAC im Serum der Versuchstiere konnte herausgefunden werden,
dass an Tag 15 (p =0,028) und 30 (p = 0,021) die Werte der weiblichen Versuchstiere sig-
nifikant hoher als die der minnlichen waren. Bei der zweiten Zytokininjektion gab es, ana-
log zur PP-Messung mit einem p-Wert von 0,949 keinen signifikanten Unterschied. Es
konnte auch bei den Messungen vor Zytokininjektion (p = 0,754) kein signifikanter Unter-

schied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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Abb.3: Dargestellt wird in dieser Abbildung der Zeitverlauf der Werte fiir die totale anti-
oxidative Kapazitit (TAC) wihrend des Versuchs. Die rote Linie zeigt den Cut-Off Wert der
TAC. B steht fiir Baseline, M fiir mdnnlich, W fiir weiblich und T fiir Tag. Tag 45 bezeichnet
den Tag 15 nach der zweiten Zytokininjektion. Der rote Kasten markiert jene Gruppen, wel-

che sich signifikant in den Werten der TAC unterscheiden.
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3.1.3 PLP

Anhand der immunhistochemischen Bestimmung von PLP konnte bei den Weibchen an
Tag 15 nach Zytokininjektion signifikant weniger PLP — Verlust im Vergleich zu den
Minnchen festgestellt werden. Dies galt sowohl bei den Tieren ohne (p = 0,004), als auch
den Tieren mit VD Supplementierung (p = 0,028). Auch innerhalb der Geschlechtergrup-
pen zeigten sich signifikante Unterschiede des PLP - Verlusts. So hatten die Tiere, welche
VD supplementiert bekamen bei den Mannchen (p = 0,028) und den Weibchen (p = 0,028)
signifikant weniger PLP — Verlust als die Tiere, welche kein VD verabreicht bekamen.
Dies wird im Vergleich der histologischen Schnitte optisch verdeutlicht. In der Kontroll-

gruppe ohne Zytokininjektion und VD — Substitution blieb PLP konstant.
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Abb. 4: In dieser Grafik wird der PLP-Verlust im Verhdltnis zur Zeit dargestellt. B steht fiir
Baseline, M fiir mdnnlich, W fiir weiblich und T fiir Tag. Die Kontrollgruppe setzt sich aus

Mdnnchen und Weibchen zusammen.
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Abb. 5 a und b: Die Fotografien zeigen die immunhistochemisch gefdrbten histologischen
Schnitte der Versuchstiere in 20 — facher VergrofSerung. Braun gefirbt ist hier das PLP. Die
Zellkerne erscheinen durch die Gegenfirbung in blau. Der Bildausschnitt (a) stammt von

einem Tier ohne und (b) von einem Tier mit VD Substitution.
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3.2 Unterschiede der Tiere mit und ohne VD-Supplementierung

3.2.1 PP

Bei der Messung der PP im Serum bei Tieren ohne, im Vergleich zu Versuchstieren mit
VD-Supplementierung konnten bei der ersten Zytokininjektion nach 15 (p = 0,015) und 30
Tagen (p = 0,009) signifikant weniger PP im Serum detektiert werden. Zu diesen Messzeit-
punkten waren die Werte der gesunden Kontrollgruppe und den Tieren ohne VD-Supple-
mentierung ebenfalls signifikant hoher (Tag 15: p = 0,024; Tag 30: p = 0,036). An Tag 15
nach der zweiten Zytokininjektion war kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe

mit und jener ohne VD-Supplementierung detektierbar (p = 0,431).

Ebenfalls betrachtet werden kann das Verhiltnis der Werte der gesunden Kontrollgruppe
und denen mit VD-Supplementierung. Zu den Messpunkten an Tag 30 (p = 0,028) und Tag
15 nach zweiter Injektion (p = 0,035) waren die Werte der VD-Gruppe signifikant hoher.
An Tag 15 nach erster Zytokininjektion ergab der Vergleich zwischen den Gruppen keine
Signifikanz (p = 0,121) des hoheren Werts der VD-Gruppe.
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Abb. 5: Grafische Darstellung der PP in mM im Verhdltnis zu den verschiedenen Zeitpunk-
ten und der Kontrolltiere. T bedeutet Tag und VD bezeichnet die Versuchstiere mit VD-
Supplementierung. Zur Vereinfachung ist mit T45 der 15. Tag nach der zweiten Zytokin-
injektion genannt. Der rote Kasten markiert die Gruppen, welche signifikante Unterschiede

im Vergleich aufweisen.
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3.22TAC

Die TAC der VD-Gruppe war an beiden Zeitpunkten der Messung nach erstmaliger Zyto-
kininjektion signifikant hoher (p = 0,016). An Tag 15 nach zweiter Injektion konnte dem-
gegentiiber keine Signifikanz festgestellt werden (p = 0,789). Vergleicht man nun die Kon-
trollgruppe mit den Tieren ohne VD-Supplementierung, so ergibt sich zu allen Messpunk-
ten eine signifikant hohere TAC der Tiere in der Kontrollgruppe (Tag 15: = 0,024; Tag 30:
p =0,021; Tag 15 nach zweiter Injektion: p = 0,035). Signifikant hohere Werte der Kon-
trollgruppe als in der VD-Gruppe bestehen an Tag 15 nach erster (p = 0,023) sowie zweiter
(p = 0,009) Zytokininjektion. An Tag 30 ist diese Differenz der Messwerte nicht signifi-
kant (p = 0,463).
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Abb. 6: Darstellung der totalen antioxidativen Kapazitdit im Zeitverlauf und im Verhdltnis
zu den Kontrolltieren. T steht fiir Tag, VD fiir die Tiere, welche VD bekommen haben. Tag
45 bezeichnet den 15. Tag nach der zweiten Zytokininjektion. Der rote Kasten kennzeichnet
die Gruppen, bei denen ein signifikanter Unterschied festgestellt wurde. Die rote Linie zeigt

den Cut-Off-Wert fiir die TAC an.
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3.3 Oxidative Stressmarker

3.3.1 Cu**-0x-LDL

Zu allen Messzeitpunkten konnte signifikant mehr Cu**-ox-LDL bei der Gruppe ohne, im
Vergleich zur Gruppe mit VD-Supplementierung in der immunhistochemischen Farbung
der Gewebeschnitte detektiert werden (Tag 15: p = 0,002; Tag 30: p = 0,004; Tag 15 nach
zweiter Injektion: p = 0,001). Im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren wurde zu allen
Messpunkten signifikant mehr Cu?*-0x-LDL bei den Tieren mit VD-Supplementierung
festgestellt (Tag 15: p = 0,003; Tag 30: p = 0,004; Tag 15 nach zweiter Injektion: p =
0,001). Des Weiteren war der Wert der Versuchstiere ohne VD-Supplementierung im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe an Tag 15 nach erster (p = 0,015) und nach zweiter Zytokin-
injektion (p = 0,004) signifikant hoher. Lediglich an Tag 30 (p = 0,898) bestand hier kein

signifikanter Unterschied.
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Abb. 7: Grafische Darstellung der Cu?*-ox-LDL zu den verschiedenen Messzeitpunkten. Dies
im Verhdltnis zur Kontrollgruppe dargestellt. T steht fiir Tag. Mit Tag 45 ist Tag 15 nach
der zweiten Zytokininjektion bezeichnet. Der Vorschub VD steht fiir Versuchstiere mit VD-

Supplementierung.
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3.3.2 HOCL-LDL

Des Weiteren wurde HOCL-LDL der Gewebeschnitte immunhistochemisch quantifiziert.
Im Vergleich der Gruppen mit Zytokininjektion konnte festgestellt werden, dass HOCL-
LDL bei den Versuchstieren mit VD-Supplementierung mit hoher Signifikanz weniger de-
tektiert werden konnte als bei der Gruppe ohne VD (Tag 15: p =0,001; Tag 30: p =
0,0042; Tag 15 nach zweiter Injektion: p = 0,001).Vergleicht man die gesunden Kontroll-
tiere mit der Gruppe ohne VD-Supplementierung konnte signifikant weniger HOCL-LDL
an Tag 15 nach erster (p = 0,005) und nach zweiter (p = 0,002) Zytokininjektion bei der
gesunden Kontrollgruppe detektiert werden. Im Vergleich dieser Gruppen an Tag 30 ergab
dies mit p = 0,609 keine signifikante Differenz.
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Abb. 8: Grafische Darstellung der HOCI-LDL-Werte der Versuchs- sowie Kontrolltiere,
welche mit den verschiedenen Messzeitpunkten ins Verhdltnis gesetzt werden. T steht fiir
Tag, VD kennzeichnet die Gruppe mit VD-Supplementierung. Zur grafischen Vereinfachung
wird in der Tabelle T45 fiir den 15. Tag nach der zweiten Zytokininjektion genannt.
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4. Diskussion

4.1. Oxidative Kapazitit

Wir konnten aufzeigen, dass Tiere mit VD Supplementierung, wihrend des ersten ausgelds-
ten Schubs, ein hoheres Polyphenol Serumlevel und Serum TAC im Vergleich zu Versuchs-
tieren ohne VD Supplementierung hatten. Im Gegensatz zu den Versuchstieren ohne VD,
blieb die TAC wihrend des ersten Schubes im Mittel immer iiber dem unteren Grenzwert

von 1 mmol/L.

Wir zeigen auBerdem, dass ein hoherer Schutz vor Oxidation durch VD zu weniger Verlust
von PLP fiihrt. Somit wirkt eine hohere oxidative Kapazitit protektiv auf Nervenzellen im
Tiermodell der kortikalen Demyelinisierung. VD ist eine der vielversprechendsten Substan-
zen in Bezug auf seine antioxidative Wirkung bei MS. In dieser Studie wurden Polyphenole
und TAC betrachtet. Diese Parameter werden neben VD auch durch andere Stoffe beein-
flusst. Im Folgenden werde ich auf einige dieser anderen Stoffe eingehen, welche ein Poten-

zial im Einsatz bei MS zeigen.

Natiirlich vorkommende Polyphenole besitzen nicht nur antioxidative Fihigkeiten, sondern
verhindern auch Apoptose und Neurodegeneration (28). Zudem regulieren sie durch CYP-
Enzyme einen Schritt der VD-Synthese mit (52). Polyphenole kommen beispielsweise in
dem Griinteebestandteil Epigallocatechingallat (EGCG) vor. Auch Inhaltsstoffe der Pflanze
Myrte besitzen synergistische Eigenschaften mit VD und wirken sich hemmend auf die Oxi-
dation aus. Dies geschieht durch Inhibierung von proinflammatorischen Zytokinen und Re-
duktion von ROS (124). Das Vitamin B7 (Biotin) ist in diesem Zusammenhang ebenfalls zu
erwihnen. Es gibt Hinweise, dass sich die Gabe von Biotin hemmend auf die Krankheits-
progression der SPMS und PPMS auswirkt (125). Eine Hypothese besagt, dass sich Biotin
als Cofaktor von Carboxylasen, auf zahlreiche Stoffwechselvorgidnge, durch die Bereitstel-
lung von Energie und Forderung der Fettsduresynthese, positiv auf Remyelinisierung aus-
wirkt. Insbesondere konnten positive Auswirkungen auf die Muskelkraft, den Visus und Ko-
ordination festgestellt werden (126). In einer Metaanalyse konnte dagegen kein signifikanter
Effekt von Biotin auf den Krankheitsverlauf von MS festgestellt werden (127). Auch sollte
im Zusammenhang mit Biotin Nutzen und Gefahr abgewogen werden. Biotin interagiert mit

bestimmten Laborparametern wie dem wichtigsten Laborparameter der Diagnostik des
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Herzinfarktes Troponin. Darauf wurde auch in einem Rote Hand Brief von 2017 hingewie-

sen (31).

Der zweite Parameter, auf den ich im Folgenden néher eingehen werde, ist die TAC im Se-
rum. Die TAC kann auf mannigfaltige Art und Weise beeinflusst werden. Sport hat eine
antioxidative Wirkung beim Menschen. Laut einem systematischen Review werden antioxi-
dative Parameter unabhangig von der Art, Dauer oder Intensitét der Betdtigung erhoht, wo-
hingegen oxidative Parameter abnehmen. Die Aussage des Reviews ist dennoch mit Vorbe-
halt zu bewerten, da die hinzugezogenen Studien unterschiedliche Studienprotokolle ver-
wendeten (128). In ersten Studien konnte eine Steigerung der TAC und Superoxid Dismutase
durch Nigella sativa (Kreuzkiimmel) festgestellt werden. Zudem ruft es eine Reduktion von
TNF- a hervor. Um eine Konsequenz aus diesen Beobachtungen ziehen zu konnen, werden

aufgrund der bislang unzureichenden Studienlage weitere Untersuchungen benétigt (129).

Bei didtetischer Einnahme antioxidativer Stoffe nimmt der Korper im Zustand moderater
Mangelzustinde diese vermehrt auf. Infolgedessen steigt die TAC im Serum an. Man geht
davon aus, dass dies aufgrund von Erschopfung der korpereigenen Reserven geschieht und
der Korper bei oxidativer Dysbalance empféanglicher fiir antioxidative Nahrungsmittel ist

(130).

Eine wichtige Rolle spielt auf molekularbiologischer Ebene der Zellfaktor NfkappaB. Neben
VD gibt es Hinweise auf antiinflammatorische Wirkung von Vitamin B3 durch Hemmung
von NFkappaB. Um therapeutische Konsequenzen zu ziehen, werden weitere Studien bend-
tigt, da die Evidenz zum jetzigen Zeitpunkt unzureichend ist. Im Falle von weiteren positiven
Studien iiber die Effekte von Vitamin B3 konnte eine Kombinationstherapie mit VD in Er-
wiagung gezogen werden. Wir konnten beweisen, dass durch VD weniger Lipide oxidiert
werden. Eine geringere Anzahl oxidierter Lipide haben wiederum eine geringere Aktivie-
rung von NfkappaB als Folge. NfkappaB wird neben VD, direkt durch Stoffe wie Kurkuma,
EGCG und Knoblauch inhibiert. Dariiber hinaus besteht bei hohen oxidativen Werten eine
hemmende Wirkung auf NfkappaB durch Kaffee (126,131,132). Fiir die Wirkung von Phyto-
pharmaka auf Nrf2 existiert bislang wenig Evidenz. Obwohl einige Studien durchgefiihrt
wurden, haben sie meist ein hohes Risiko fiir Bias (133). Obwohl Nrf2 im engen Zusammen-
hang mit NfkappaB steht, sind erst weitere Studien notwendig, um fundierte Hypothesen

iiber eine Wirkung im Zusammenhang mit VD und MS abzuleiten.
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VD hat sowohl eine Wirkung auf die TAC, NFkappaB als auch auf oxidative Parameter.
Daher kommen Stoffe, welche einen Einfluss auf diese Parameter haben, fiir eine Kombina-
tionstherapie mit VD nach weiteren positiven Studien in Frage. Wichtig ist hier auch die
Frage nach dem optimalen Zeitpunkt des Einsatzes von VD, da der protektive Effekt durch
Erhohung der TAC und PP in unserer Studie nur nach der ersten Zytokininjektion signifikant

war.

4.2 Oxidative Parameter

In Bezug auf die Oxidation korpereigener Stoffe konnte in diesem Versuch gezeigt werden,
dass Versuchstiere, die VD verabreicht bekamen, im gesamten beobachteten Zeitraum eine
niedrigere Anzahl von Cu?"ox-LDL und HOCL-LDL hatten. Anders als bei Betrachtung der
oxidativen Kapazitdt, zeigte sich auch nach der zweiten Zytokininjektion bei den Versuchs-
tieren mit VD signifikant weniger oxLDL. Daher war die antioxidative Wirkung von VD

nicht nur auf den ersten Zeitraum von 30 Tagen beschrinkt.

Durch verminderte Expression des Zellfaktors NFkappaB werden weniger proinflammato-
rische Zytokine ausgeschiittet. Die Aktivierung des Faktors durch oxidierte Lipide 16st wei-
tere Mechanismen, die die Zellen schidigen aus. Die Unterdriickung dieses Signalwegs
durch VD Supplementierung stellt einen Weg dar, wie entziindliche Aktivitéit bei MS redu-
ziert werden kann. Dieser Mechanismus konnte in einer Studie der EAE bestétigt werden
(134). Ein weiterer Punkt, der in Zusammenhang mit der Oxidation von kdrpereigenen Stof-
fen steht, ist die Erndhrung. So triggert beispielsweise ein erhohtes Lipidserumlevel die mi-
tochondriale ROS Produktion. Durch Imbalance der antioxidativen Enzyme kommt es zu
DNA- Schiden und Lipidoxidation. Diese Mechanismen fiihren in Folge zu einer systemi-
schen Entziindungsreaktion und einer durchldssigeren BHS. Neben anderen Zellen begiins-
tigt dies auch den Ubertritt von autoreaktiven T-Zellen ins Gehirn. Bisher wurden Studien
iiber oxidierte Lipide und fettreicher Erndhrung mit Fokus auf Erkrankungen mit kognitiven
Einschrinkungen wie die vaskuldre oder Alzheimer Demenz durchgefiihrt. Es wird im Zu-
sammenspiel auch klar, dass ein weiterer Fokus auf die Zusammenhinge von lipidreicher
Erndhrung und MS sinnvoll ist (135,136). Insbesondere wire hier interessant, ob die anti-

oxidative Wirkung von VD préventiv oder/und therapeutisch eingesetzt werden kann.
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In der SOLAR — Studie konnte festgestellt werden, dass VD Substitution im Vergleich zu
Placebo zu weniger Lasionen von MS Patientlnnen in der MRT fiihrt (137). Zum jetzigen
Zeitpunkt ist es nicht mdglich valide Aussagen aufgrund von MRT — Bildern in Bezug auf
kortikale Lésionen im hier verwendeten Tierversuch zu treffen. In Zukunft bei verbesserten
technischen Mdglichkeiten sollte dies ein Bestandteil von EAE Fragestellungen sein. Der
klinische Verlauf sowie die Diagnostik beim Menschen kénnten dadurch besser analysiert
werden. Zum jetzigen Zeitpunkt ist es in der EAE an Primaten gelungen, 65% der histolo-
gisch ermittelten kortikalen Lésionen in vivo mittels ultrahochauflosender MRT zu detek-

tieren (138).

Die Therapie mit Interferon-f3 bei SPMS ist seit Jahren fester Bestandteil der evidenzbasier-
ten Behandlung. Es wirkt sich reduzierend auf die Schubrate und positiv auf die Kognition
von MS Patientlnnen aus. Auf laborchemischer Ebene wirken VD und Interferon-f syner-

gistisch auf die Immunmodulation (110,139,140).

Interessant ist der Vergleich zwischen Personen mit und ohne erhéhtem genetischen Risiko
MS zu entwickeln. Menschen mit erhohtem Risiko haben bei VD-Supplementierung einen
signifikant hoheren VD-Serumspiegel im Vergleich zur anderen Gruppe (14). Die aktuelle
Empfehlung der Leitlinie fiir MS besagt, dass bei MS Patientlnnen mit normwertigen VD-
Serumwerten eine Substitution erwogen werden kann (31). Eine Supplementation bei VD —
Mangelzustinden wirkt sich bei richtiger Dosierung positiv auf das Outcome bei MS aus

(110).

4.3 Marker der antioxidativen Therapie

Mochte man den Effekt von VD auf den Organismus messen, so ist die quantitative Erhe-
bung des Serumlevels von VD allein nicht ausreichend, um alle Effekte zu detektieren. Da-
her haben wir in diesem Studiendesign auf eine Kombination mehrerer Parameter gesetzt.
Mit Messung verschiedener Parameter, welche in Zusammenhang mit dem oxidativen Status
stehen, konnen molekularbiologischen Vorgidnge, die sich durch VD verdndern, betrachtet
werden. Einerseits ermdglicht dies die Erforschung der Vorginge selbst und hilft anderer-

seits dabei, eine wirksame Dosierung von VD herauszufinden (130).
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Die TAC ist ein etablierter Parameter, um die antioxidative Aktivitit zu messen. Sie kann
isoliert betrachtet keine valide Aussage iiber den gesamten oxidativen Status treffen, da sie
durch zahlreiche Umwelt- und physiologische Faktoren beeinflusst wird. Sinnvoll ist daher
eine Kombination aus Erndhrungs-, Entziindungsparametern sowie der Zusammensetzung
des Darmmikrobioms. Die Aussage iiber den individuellen Zustand des oxidativen Systems
beruht durch die Betrachtung mehrere Parameter auf einer breiteren Basis. Im Zusammen-
hang mit Erkrankungen des ZNS kommt hier limitierend hinzu, dass die etablierten Metho-
den meist TAC im Serum messen. Durch die BHS konnte der oxidative Status im ZNS von
dem Gemessenen divergieren (130). Polyphenole wurden in unserer Studie ebenfalls im Se-

rum gemessen. Daraus ergeben sich dhnliche Limitationen wie bei Messung der TAC.

Die Bestimmung der oxidierten Lipide mittels immunhistochemischer Verfahren kann be-
reits stattgefundene chemische Reaktionen detektieren. Mit der Detektion der zwei Molekiile
Cu*"LDL und HOCL-LDL werden zwei Stoffe mit jeweils unterschiedlichen Wirkungen
ermittelt. OXLDL wirken nur in hoher Konzentration pro apoptotisch. Da die Schwelle der
schédlichen Dosis fiir Myelinscheiden nicht bekannt ist, wurde das Ausmaf3 der Demyelini-
sierung mittels PLP-Verlust ermittelt. Eine Stirke dieser Studie ist die Kombination der Eva-
luation oxidativer Parameter sowohl im Serum, durch die Messung der TAC und Poly-

phenole, als auch im ZNS durch immunhistochemische Darstellung von oxidierten Lipiden.

Histologische Methoden zur Evaluation des oxidativen Stresses sind ein wichtiger Bestand-
teil der Forschung. In der klinischen Diagnostik haben sie jedoch keine Relevanz, da sie
nicht am lebenden Organismus durchgefiihrt werden. Alternativ kann die Messung oxidier-
ter Molekiile im Serum angewandt werden. Die Messung des oxidativen Status ist auch in
der klinischen Anwendung wichtig, um einer Uberdosierung vorzubeugen. Denn viele anti-

oxidative Stoffe wirken in hoher Dosierung oxidativ (130).

Durch die Komplexitit der Beurteilung der oxidativen Kapazitit in einem Organismus, ist
eine individualisierte Herangehensweise sinnvoll. Im Falle von VD koénnten vor allem Se-
rumparameter herangezogen werden. Ein Vorteil von individuellen Dosierungen ist, dass
auch auf Mianner und Frauen getrennt eingegangen werden kann, da wir wissen, dass es
signifikante Unterschiede im Stoffwechsel mit VD gibt. Ein anderer Vorteil ist, dass das
Risiko fiir Nebenwirkungen durch regelméfige Kontrollen reduziert werden kann. Im Zu-
sammenhang mit MS ist in Zukunft zu kldren, was oxidative Parameter im Serum iiber den

Zustand im Gehirn aussagen.
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4.4 Nebenwirkungen und Dosierung von VD

Es gibt trotz der vielversprechenden Ansitze der Wirkung von VD auf MS auch gegenteilige
Hinweise. In klinischen Studien mit MS PatientInnen wurde kein besseres klinisches Out-
come anhand der EDSS und der Schubhiufigkeit im Vergleich zu Placebo gemessen. Trotz-
dem war ein synergistischer Anstieg von VD und antiinflammatorischen Zytokinen feststell-
bar (110,141). In unserer experimentellen Studie konnten keine klinischen Messinstrumente
hinzugezogen werden, da sich kortikale Demyelinisierung im Versuchstier nur sehr fliichtig
und unspezifisch zeigt. Die Erkenntnisse der oben genannten klinischen Studien betonen
allerdings die Wichtigkeit der Beurteilung durch ein Zusammenspiel von klinischen und la-
borchemischen Messparametern, um eine Auswirkung auf MS zu beurteilen. Dies ist ein

wichtiger Aspekt, der in zukiinftigen Studien berticksichtigt werden sollte.

Eine relevante Nebenwirkung von VD ist die Hyperkalzdmie. An vielen Zellen, unter ande-
rem den Lymphozyten, wirkt Kalzium als second messenger. Es wirkt unter anderem auf
dem Signalweg der Proteinkinase mTOR (mechanistic target of Rapamycin — Signalweg).
Meist wird mTOR in Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen, dem Alterungs-
sprozess oder Tumoren gebracht. Doch wird neben seiner zentralen Rolle im Zellwachstum
durch die Aktivierung des oben genannten Signalwegs auch die Immunkaskade ausgelost.
Infolgedessen kommt es zum Wachstum und zur Proliferation von T-Zellen (142,143). Durch
die aktivierten T-Zellen steigen proinflammatorische Zytokine an und verstirken so die
Krankheitsaktivitit bei MS (144). Obwohl es fiir die weitere Erforschung eines Nutzens der
VD — Therapie wichtig ist, diese Nebenwirkung zu betrachten, tritt eine Hyperkalzdmie laut

aktuellem Stand selten auf (145).

Die Kenntnis der Dosierung von Substanzen, die dem Korper kiinstlich zugefiihrt werden,
ist fiir die systematische Erforschung der Wirkung essenziell. Im Falle von VD ist die Do-
sierung aktuell Gegenstand von wissenschaftlichen Diskussionen. Die Dosierungsangaben
werden tiberwiegend in niedrige, moderate und hohe Dosen unterteilt. In der Literatur exis-
tieren dazu keine einheitlichen Werte; sie werden meist innerhalb einer Studie festgelegt.
Bei einer Dosierung von 500 — 2000 IU/d kann von einer therapeutischen Dosis mit protek-
tiver Wirkung vor MS ausgegangen werden. In den dazugehorigen Studien wird dies als
moderate Dosis bezeichnet (144,145). Eine Langzeitstudie mit hospitalisierten Patientlnnen

bewertet eine Dosis zwischen 5000 und 50000 IU/d als sicher (146).
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Die Wichtigkeit klarer Dosierungsempfehlungen wird deutlich, wenn man den Trend einer
in Eigenregie eingenommenen ultrahochdosierten Therapie mit VD unter MS PatientInnen
betrachtet. In Internetforen wird dies als Heilung bei MS angepriesen, ohne sich dabei auf
evidenzbasierte und wissenschaftliche Informationen zu stiitzen. In der aktuell laufenden
Studie, welches sich auf das Coimbra Protokoll stiitzt, werden ProbandInnen mit MS bis zu
1000 TU/d/kg KG VD verabreicht. Die Studie stiitzt sich auf die Hypothese der Ersteller des
Coimbra Protokolls, dass Autoimmunerkrankungen durch eine VD Resistenz hervorrufen
werden konnen (147). Vergleichbare Studien, welche eine Aussage iiber eine dhnlich hohe
Dosierung treffen, existieren bislang nicht. Laut Empfehlung der aktueller Leitlinien sollte
von einer hochdosierten Therapie mit VD aufgrund der potenziellen Nebenwirkungen abge-

sehen werden (31).

Eine Kombinationstherapie mehrerer Substanzen zielt auf eine Reduktion von unerwiinsch-
ten Nebenwirkungen ab. Daneben kann es durch synergistische Wirkmechanismen zu einer
Effektivitétssteigerung einer Therapie kommen (148). Fiir eine Kombinationstherapie von
VD und anderen Substanzen existieren bereits einige wenige Studien. Beispielsweise konnte
die Kombination von niedrig dosiertem Vitamin A und VD vielversprechend sein. Durch die
niedrige Dosis konnte das Risiko, dass toxischen Effekte im Rahmen der Vitamin A Supp-
lementierung auftreten, verringert werden. Berichtet wird von toxischen Effekten wie Le-

berversagen, psychiatrische Auffilligkeiten und zerebrale Odeme berichtet (126).

Eine weitere relevante Fragestellung zum Einsatz von VD ist jene, zu welchem Zeitpunkt es
optimalerweise verabreicht werden sollte. Dartiber hinaus ist es wichtig zu wissen, welche
Effekte VD im zeitlichen Verlauf im Zusammenhang mit MS zeigt. Aufgrund der unter-
schiedlichen pathophysiologischen Vorginge in unterschiedlichen Phasen der MS erscheint
die gesonderte Betrachtung priaventiver und therapeutischer Anwendung sinnvoll. Die Er-
gebnisse dieser Studie zeigen eine schwache Tendenz zu einer hoheren Effektivitdt im frii-
hen Krankheitsverlauf, da TAC und PP lediglich nach der ersten Zytokininjektion signifikant
hoher sind als die der Vergleichstiere. Daher empfiehlt sich eine priorisierte Untersuchung
von VD im Zusammenhang mit frithen Krankheitsstadien oder der Pravention. Generell ge-
winnt die Pravention von Erkrankungen an Bedeutung. Aufgrund der starken Nebenwirkun-
gen der Medikamente, die bei MS eingesetzt werden, versucht die neue Leitlinie Handlungs-
wege aufzuzeigen, wie Therapien wieder beendet werden konnten (31). Auch diese Phase,

im Sinne der tertidren Privention konnte fiir den Einsatz von VD interessant sein.
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Das hier verwendete Modell der kortikalen Demyelinisierung bildet wichtige Charakteris-
tika der progredienten MS ab. Daher lassen sich Aussagen fiir die schubformige MS besser

anhand anderer Studien treffen.

Die Forschung an Tiermodellen wird die Frage nach einer addquaten Dosierung und dem
geeigneten Zeitpunkt der Verabreichung aufgrund der unterschiedlichen Stoffwechselvor-
ginge nicht beantworten konnen. Die Ratten in unserer Studie wurden ab Entwéhnung von
den Muttertieren mit 400 [U/Woche gefiittert. Zur genaueren Bestimmung wurden die Aus-
gangswerte von VD im Serum gemessen. Fiir die Frage nach Dosierung werden weitere

Studien mit menschlichen ProbandInnen benoétigt.

4.5 Geschlechterunterschiede

Ein signifikanter Unterschied im Zusammenhang mit der antioxidativen Kapazitéit zwischen
Minnchen und Weibchen bestand in unserem Versuch an Tag 15 nach der ersten Zytokinin-
jekion. Bei den weiblichen Versuchstieren konnten zu diesem Zeitpunkt sowohl héhere an-
tioxidative Parameter gemessen werden als auch weniger PLP-Verlust. Da sich die Aus-
gangswerte von VD bei Méannchen und Weibchen nicht signifikant unterschieden, beruhen
die erhohte antioxidative Kapazitit sowie der Schutz vor Demyelinisierung auf divergie-

rende Verwertung des supplementierten VD.

Diesem Unterschied konnten mehrere Mechanismen zugrunde liegen. Die Aufnahme von
VD konnte bet Weibchen effizienter erfolgen als bei mannlichen Tieren. Es konnte auch
sein, dass bei gleicher Effektivitit der VD-Aufnahme eine hohere Sensibilitidt der VDR auf
VD bei Weibchen im Vergleich zu Ménnchen besteht. Daraus folgend wiirde sich die Effek-

tivitdt von VD erhohen.

Betrachtet man den PLP-Verlust gesondert, so fillt auf, dass alle weiblichen Versuchstiere
iiber den gesamten Zeitraum signifikant weniger PLP-Verlust hatten. Es konnte eine stirkere
Signifikanz bei den Versuchstieren ohne VD Supplementation beobachtet werden. Dieser
Unterschied konnte sich durch die niedrigeren VD-Spiegel bei Ménnchen erklédren lassen.
Unser Befund, dass Weibchen besser auf VD ansprechen als Méannchen, deckt sich mit Er-
gebnissen einer Studie, in der herausgefunden wurde, dass Frauen in Sommermonaten we-

niger haufig als Ménner erkranken. Im Winter kehrt sich dieser Effekt um (117).

43



Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die bisherigen Beobachtungen bei MS im Zusam-
menhang mit dem Geschlecht. Denn Frauen erkranken zwar héufiger als Ménner. Bei Mén-
nern besteht jedoch ein hoheres Risiko eines fulminanten und starker einschrankenden Ver-
laufs (119). Wir konnten auch beweisen, dass VD die gemessenen Parameter in unserem
experimentellen Aufbau bei beiden Geschlechtern positiv beeinflusst. Das unterschiedliche

Ansprechen unterstreicht hier wiederum den Nutzen einer individualisierten Therapie.

4.6 Ethische Fragen des Tiermodells

Es ergibt sich die ethische Frage nach Alternativen fiir die Forschung an Lebewesen. Eine
zukiinftige Moglichkeit konnten Organoide des Gehirns sein. Diese hdtten mehrere Vorteile:
Es wiirde die Forschung an Tieren teilweise iiberfliissig machen. Zudem wiirden Organoide
aus menschlichen Zellen eine hohere Vergleichbarkeit mit menschlichen Mechanismen auf-

weisen. Dies wiirde zudem einen weiteren Nachteil von Forschung an Tieren umgehen.

Zum aktuellen Zeitpunkt sind Organoide des Gehirns als eine Gruppe von Zellen, welche
sich selbstandig in verschiedene Subeinheiten organisieren, definiert. Den Ursprung stellen
meist menschliche pluripotente Stammzellen dar. Die Subeinheiten bilden iiber neuronale
Verbindungen ein Netzwerk aus. Somit bilden sie Anteile eines fetalen Gehirns nach. Hie-
raus wiederum ergeben sich Forschungsmdglichkeiten fiir frithe neuronale Entwicklungs-
vorginge sowie Pathologien in diesen Stadien. Insbesondere die Auswirkung von Viren auf
die Entwicklung wird derzeit untersucht. Zudem wurde ein Modell entwickelt, an dem es

moglich ist Storungen der Myelinisierung quantitativ zu untersuchen (149-151).

In Zukunft kénnte die Forschung an Organoiden des Gehirns auch fiir MS mdglich sein.
Essenziell dafiir ist zum einen die Reproduzierbarkeit, um die Ergebnisse vergleichbar zu
machen. Zum anderen existiert die Herausforderung der Versorgung des Organoides mit
Sauerstoff und Nahrstoffen, da keine Blutgefd3e vorhanden sind. Hier gibt es bereits erste
Losungsansitze. In einem Versuch wurden Organoide erfolgreich in Gehirne von Mausen
implantiert. Dabei sind Blutgefid3e der Mduse in das implantierte Organoid eingesprossen

und konnten es so versorgen (152,153).

Bei ndherer Betrachtung stellen sich bei Verwendung von Organoiden des Gehirns neue

ethische Fragestellungen. Wie kann die Wissenschaft damit umgehen, falls die Organoide
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ein Bewusstsein entwickeln? Wie wiirde man dies detektieren? Welche Konsequenzen
wiirde man daraus ziehen? Es empfiehlt sich hier internationale Standards zu etablieren. An-
haltspunkte konnten hier bereits etablierte Standards der Forschung an Tieren oder Men-
schen bieten (150,151). In Zukunft konnte die Verwendung von Organoiden im Zusammen-
hang mit MS und der Auswirkung von VD — Supplementierung bei Induktion einer kortika-
len Demyelinisierung eine Rolle spielen. Die Frage nach einer praventiv oder therapeutisch
schiitzenden Funktion von VD bei MS konnte so weiter untersucht werden. Auch kdnnte der
therapeutische Einsatz von Organoiden in Zukunft eine Rolle spielen. Ein anderer Ansatz
wire, abgestorbenes Gewebe mit Organoiden aus kdrpereigenen Stammzellen zu substituie-

ren.

Das hier verwendete Tiermodell bildet nahezu alle histopathologischen Verdnderungen aus,
welche in Autopsien von Menschen mit progredienter MS detektiert werden konnen. Ein
Vorteil dieses Modells ist auch die Persistenz der Pathologien iiber 30 Tage hinaus. Die
langere Dauer der Erkrankung im Vergleich zu anderen etablierten Tiermodellen ist eine
Stirke. Ein genereller Vorteil der Forschung an Tiermodellen ist die engmaschigere und
zeitlich planbare histologische Evaluation. Histologische Lebenduntersuchungen am Gehirn
sind bislang nicht méglich. Im Zusammenhang mit VD ist ein weiterer Vorteil der Tierver-
suche die standardisierten Umweltbedingungen, da die Tiere, neben der Verabreichung von
VD, der gleichen Menge an Sonnenlicht ausgesetzt werden konnen. In diesem Zusammen-
hang ist es auch wichtig zu erwidhnen, dass MS als eine Erkrankung, die sich nicht auf das
Gehirn beschrinkt, besser in einem Organismus als dem isolierten Gehirn oder Organoid des

Gehirns untersuchen lisst.

Die Remyelinisierung kann anhand anderer Modelle wie dem Cuprizone-Mausmodell oder
an Zebrafischen besser untersucht werden. Diese Eigenschaft ist fiir die momentane Erfor-
schung von RRMS von groBBerer Bedeutung als bei progredienten Formen. Im Sinne des
besseren Verstindnisses der pathophysiologischen Vorgidnge ist die Betrachtung der
Remyelinisierung bei progredienten Formen der MS ebenfalls von zukiinftigem Interesse.
MS ist eine Erkrankung, welche nur beim Menschen bekannt ist. Daher stellt die Induktion
der MS in Tiermodellen einen hochst kiinstlichen Eingriff in den Organismus dar. Die For-
schung an Tieren in Grundlagenforschung stellt einen wichtigen Baustein dar. Fiir konkrete
Aussagen iiber Therapien und Vorgénge im menschlichen Organismus koénnen Tierstudien
lediglich einen Anhaltspunkt geben. Daher sind in Zukunft weitere Studien mit Menschen

wichtig.
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5. Fazit

Die Ergebnisse dieser Studie bestitigen die schiitzende Wirkung von VD vor kortikaler
Demyelinisierung und der Oxidation kdrpereigener Stoffe im hier verwendeten Tiermodell.

Dies zeigt sich besonders im Zeitraum von 30 Tagen nach der ersten Zytokininjektion.

Die Erkenntnisse dieser Studie legen nahe, dass VD im weiblichen Organismus besser wirkt.
Minner erkranken dahingegen hiufiger an progredienter MS und profitieren somit in
Summe mehr vom Schutz vor Demyelinisierung. Uber individuelle Bestimmung der oxida-
tiven Parameter und des VD Spiegels konnten auf den einzelnen Menschen angepasste Do-

sierungen bestimmt werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich VD Supplementierung in dem hier
verwendeten Rattenmodell protektive Auswirkungen zeigt. Die schiitzenden Wirkungen be-
ziehen sich vor allem auf ein elementares Charakteristikum der progedienten MS — dem

Myelinverlust des Kortex.

Fiir die Frage nach therapeutischem oder priventivem Nutzen von VD sind weitere Studien
notwendig. Zum einen sind die zu Grunde liegenden Mechanismen der progredienten MS
noch nicht in Génze bekannt. Zum anderen werden klinische Studien bendtigt, um die opti-

male Dosis und Zeitpunkt fiir den Einsatz von VD zu bestimmen.
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