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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Epidemiologie

Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmune, inflammatorische und neurodegenerative
Erkrankung mit Hauptmanifestation im zentralen Nervensystem (ZNS), die durch

chronisch verlaufende demyelinisierende Prozesse gepragt ist.

Weltweit leben aktuellen Studien zufolge rund 2,8 Millionen Menschen mit MS, bei einer
globalen Pravalenz von 35,9/100.000 Einwohner, die regional allerdings stark variiert 23
Die jahrlichen Neuerkrankungen werden mit 2,1/100.000 Einwohnern beziffert, mit
einem durchschnittlichen Alter von 32 Jahren bei Erstdiagnose und einem
Geschlechterverhéltnis von 2:1 (w:m) 2%, Auffallig ist ein Anstieg der Pravalenz der
Erkrankung in den vergangenen Jahren (2013: 30/100.000; 2020: 44/100.000), die auf
frihere Diagnosestellung, langeres Gesamtiberleben und verbesserte Datenerfassung
zurlickzufiihren sind 2%, Eine zwischen 1990 und 2016 reduzierte Sterblichkeitsrate
bei MS (altersstandardisiert -11,5%) kdnnte ein Hinweis auf verbesserte medikamentdse
Therapieoptionen gegen die Erkrankung innerhalb der letzten Jahre sein 2°2. Dieser
Entwicklung folgend, liegt der Hohepunkt der Years lived with disability (YLD) im
sechsten Lebensjahrzehnt, nachdem die Erkrankung durchschnittlich bereits im Alter
von 32 Jahren auftritt °2. Anzumerken ist, dass weiterhin eine groRRe globale Diskrepanz
der Pravalenz zwischen hoch-industrialisierten Regionen wie Nordamerika, Europa und
Australien (hoher sozio-demografischer-Index [SDI]), zu niedrig-industrialisierten
Regionen wie Afrika, Stidamerika oder Sidostasien (niedriger SDI) besteht und die
Diskrepanz einen Nord-Siid-Gradienten zu bilden scheint (Abb. 1) 2°"2% Hypothesen,
die diesen geografischen Gradienten erklaren kdénnen sind zum einen
pathophysiologischer Natur, wie Zusammenhange zwischen MS und juvenilen

102,129,162

Infektionserkrankungen wie dem Epstein-Barr-Virus (EBV) oder genetischen

202

Pradispositionen zwischen verschiedenen Bevolkerungsgruppen . Andererseits

kénnten aber auch statistische Fehler, wie wenig verldssliche bzw. unvollstadndige

Datensétze einiger Lander, eine Rolle spielen 2°22%,



1. EINLEITUNG
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Abbildung 1. Grafische Darstellung der weltweiten Verteilung der Pravalenz von MS, eingefarbt nach
Anzahl von Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern.

Eigene Darstellung, in Anlehnung an Walton et al. 2°3

1.1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Multiplen Sklerose wird aktuell weiter diskutiert und ist bis heute
immer noch nicht endgultig geklart. Allerdings werden zahlreiche Hypothesen erwogen,
die versuchen eine Erklarung fir die Genese der multifaktoriellen autoimmunen
Entzindungsreaktionen im ZNS zu liefern. Ein Hauptausléser der MS ist bisher nicht
bekannt, vielmehr wird eine multifaktorielle Genese mit einander beeinflussenden
Risikofaktoren angenommen. So wird eine primar virale Infektion mit dem Epstein-Barr-
Virus (EBV) als Risiko fiir ein vermehrtes Auftreten von MS gesehen %3 Diese meist
in der Kindheit oder friihen Jugend stattfindende Infektion wird auch als der Grund fur
die héhere Pravalenz in nérdlichen Landern und den damit verbundenen Nord-Sud-

Gradienten gesehen '%2

. In diesem Zusammenhang wurde weiter beobachtet, dass
Menschen, die vor ihrem 15. Lebensjahr ein Hoch-Risikogebiet verlassen und in ein
Niedrig-Risikogebiet ziehen, das Erkrankungsrisiko des neuen Ziellandes annehmen;
andersherum steigt das Risiko bei einer Migration von einem Niedrig- in ein Hoch-
Risikogebiet entsprechend an '%%. Migranten im Erwachsenenalter behalten hingegen
das Erkrankungsrisiko ihres Herkunftslandes. Des Weiteren wird ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko mit weiblichem Geschlecht, westlichem Lebensstil, unausgewogen-
einseitiger Ernadhrung, Rauchen, Ubergewicht sowie Vitamin A und D Mangel in
Verbindung gebracht '*¢'¢27%3_|n den vergangenen Jahren gelangten die Auswirkungen

von Veranderungen des Mikrobioms in Hinsicht auf eine MS-Erkrankung in den Fokus
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einiger Arbeitsgruppen, konkrete Handlungsvorschlage, die Uber die Empfehlung einer
ausgewogenen mediterranen Ernahrung hinausgehen, gibt es allerdings noch nicht 4.
Hinweise auf genetische Einflussfaktoren bei der Entstehung von MS wurden in grof3en
Genanalysen untersucht, deren Vorhersagekraft ist moglicherweise aber eingeschrankt,
da Uber 200 Genvariationen gefunden werden konnten "®. Rund zehn Prozent aller
untersuchter Falle wiesen jedoch eine Veranderung im HLA-DRB1-Gen auf, welches flr
die autoreaktive Prasentation von Antigenen auf CD4*-T-Zellen verantwortlich ist 76'7°.
Diese Erkenntnis kdnnte fur das weitere Verstandnis der Autoimmunreaktion der MS von

Bedeutung sein, wenn sich die Ergebnisse bestatigen.

MS manifestiert sich durch disseminiert vorkommende Entziindungsherde und
Demyelinisierungsprozesse in der weilRen und grauen Substanz des ZNS, wie zum
Beispiel in Regionen des Hirnstamms, Kleinhirns, Hippocampus, Basalganglien,
Amygdala, Substantia nigra, Nervus opticus oder Rickenmarks 3%'22162  Die
Symptomatik variiert entsprechend mit dem Ort der Entziindung, der GréRRe der Lasion
und kann je nach Krankheitsverlauf auch zeitlichen Veranderungen mit schubweisen

122 |Lasionen lassen sich dabei nach dem Grad der

Intervallen unterliegen
Immunzellaktivitat in aktive, gemischt aktive/inaktive und chronische Lasionen einteilen,
in denen fakultativ demyelinisierende Prozesse ablaufen kénnen '®. Die Vielzahl der
beteiligten inflammatorischen Zellen umfasst B-Lymphozyten, T-Lymphozyten,
Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten "% Kurz soll noch auf die Besonderheiten
von Lasionen der grauen Substanz (GML) eingegangen werden, die bei rund 40% aller
MS Patienten auftreten, mit den herkdmmlichen diagnostischen Mitteln, wie der
kontrastmittelgestitzten Magnetresonanztomographie (MRT), aber schwerer zu
erkennen sind ' Anzumerken ist, dass die Auswirkungen von Cortexlasionen
weniger motorische Defizite zur Folge haben, sondern eher kognitive Fahigkeiten
einzuschranken scheinen **'?°, Die genaue Pathogenese der GML wirft bisher noch viele
Fragen auf, als gesichert gilt allerdings eine geringere Entziindungsaktivitat, mildere
Demyelinisierung sowie weniger Infiltrationen von CD3*-T-Zellen und Mikroglia,

verglichen mit Lasionen der weillen Substanz (WML) 9120199

. Die Beteiligung der
Meningen scheint ein entscheidender Aspekt des Entziindungsprozesses zu sein, so
konnten bei histopathologischen Untersuchungen von Gewebeproben drei verschiedene
Arten von Plaques gefunden werden: Leukokortikale Plaques, die von der weil3en
Substanz in die graue Substanz ziehen, subpial, unterhalb der Pia mater gelegene

Plaques und rein intracorticale Plaques 202324105,
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Im Folgenden wird nun auf die Pathogenese von WML eingegangen. Zu Anfang des
Erkrankungsprozesses steht in den meisten Faéllen eine inflammatorische
Immunreaktion autoreaktiver CD4*-T-Helfer-Zellen, die gegen korpereigenes Myelin der
Myelinscheiden und Oligodendrozyten gerichtet ist '9"122'2|n Folge der Ausschittung
von Zytokinen wie IL-17 und IFN-y werden ZNS-standige Mikroglia aktiviert und durch
Permeabilitatserhéhung der Bluthirnschranke (BBB) weitere periphere B- und T-Zellen

rt 11,67,101

rekrutie . B-Zellen sind in der Lage durch Antigen-Prasentation spezifische

Antikorper gegen Bestandteile der Myelinscheiden zu produzieren und Uber eine

18,109,153 Im

parallele Komplementaktivierung die Immunreaktion zu potenzieren
Zusammenspiel mit ebenfalls aktivierten zytotoxischen CD8*-T-Zellen und Mikroglia
kommt es zu einer Demyelinisierung einzelner Axone sowie zum Untergang von

67.90120199 © Nach der ersten akuten Schadigung der Axone,

Oligodendrozyten
Myelinscheiden und Oligodendrozyten setzen, unter Umsténden, langanhaltende
chronische Entziindungs- und Schadigungsprozesse ein, deren Auswirkungen
akkumulieren und zur neuronalen Degeneration fiihren '°'%_Dies wird zumeist mit der
Ausschuttung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) durch
aktivierte Mikroglia initiiert, woraufhin es zu Stérungen der mitochondrialen Integritat und
folglich zur homoostatischen Dysbalance in den Neuronen kommt 27819 Eine
eingeschrankte mitochondriale Funktion erschwert die suffiziente zellulare
Energieversorgung, wahrend der Energieverbrauch bei Inflammation zuséatzlich

t 10 Versorgungsdefizite gefahrden die neuronale Integritat unter

gesteigert is
anderem durch Elektrolytverschiebungen und damit bedingter Freisetzung von pro-
oxidativen lonen wie Eisen bzw. Kupfer *2'8'_ Erhéhte Konzentrationen von ROS fiihren
aufgrund von Schaden an der mitochondrialen DNA zur weiteren Aggravation der
Problematik '"". Diese Prozesse unterhalten einen circulus vitiosus, der axonale
Transportvorgange hemmt und folglich Demyelinisierung und neuronalen Zelluntergang

weiter  verstarkt 20123132

Mangelhafte axonale Transporte bewirken eine
Unterversorgung der Neurone, die zu Apoptose und zur Progredienz der neuronalen
Degeneration flihren "% Ebenfalls wird die Differenzierung von OPCs durch ROS-
Ausschittung eingeschrankt, sodass das regenerative Potential in Form maoglicher
Remyelinisierungsprozesse sinkt '®’. In diesem Zusammenhang spielen Mikroglia eine
doppelte Rolle, da sie neben ihrer pro-inflammatorischen Aktivitat auch anti-
inflammatorische Aufgaben Ubernehmen. So sind sie fir die Phagozytose von
Degradationsprodukten verantwortlich und kdénnen durch Unterstitzung der
Remyelinisierung die zelluldre Homdostase sogar verbessern 6713169210 \yeiterhin
bestehen noch viele offene Fragen bezliglich der genauen Regulation und Initiierung der

pro- und anti-inflammatorischen Komponenten sowie der regenerativen



1. EINLEITUNG

Remyelinisierungsprozesse. So wird eine regulatorische Wirkung im Rahmen einer
Interaktion von microRNA (miRNA) mit messengerRNA (mRNA) vermutet, die zu einer
Degradierung der mRNA fiihrt und betroffene Genprodukte folglich vermindert

139 Mehreren ZNS-spezifischen miRNAs werden dabei pro-

translatiert werden
inflammatorische Funktionen zugesprochen, wie die verstarkte Differenzierung naiver T-
Helferzellen (Tw-Zellen) zu Tu17-Zellen ™. Zusétzlich liefert die gesteigerte
Ausschittung  von IL-17 mit daraus resultierender Demyelinisierung und
Mikrogliaaktivitat Hinweise auf eine immunmodulatorische Wirkung von miRNAs 38140,
Astrozyten, Hauptbestandteil der neuronalen Gliazellen, bilden einen weiteren Akteur
bei der regulatorischen Einflussnahme des Entziindungsgeschehen, anstatt wie haufig
berichtet, nur fiir die Vernarbung chronischer Lasionen zustandig zu sein *''%2. Genauere
Untersuchungen zur Narbenbildung bzw. Astrogliose lassen erkennen, dass die
Uberwiegend als schadlich konnotierte Gliose unter bestimmten Umstanden auch
neuroregenerative Wirkungen, wie verbesserte Wundheilung und Restriktion der
Entziindungsprozesse, besitzt %%  Astrozyten werden allerdings durch oxidativen
Stress angeregt, inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-13 oder IL-6 auszuschutten
und sind an der Rekrutierung peripherer Immunzellen Gber die BBB ins ZNS beteiligt
173185 Gleichzeitig werden von ihnen zur Limitierung der Entziindung aber auch
neuroprotektive Molekile wie NGF, BDNF oder VEGF ausgeschttet, wodurch sich ein

zweiseitiges Bild der Astrozyten abzeichnet '*2.

1.1.3 Symptome

Die Vielfalt der klinischen Symptomatik im Rahmen einer MS-Erkrankung sind enorm
und erstrecken sich von sensomotorischen Defiziten bis hin zur Entwicklung depressiver
Episoden. Symptome einer klinisch manifesten MS sind zu Anfang haufig Beschwerden,
die im Zusammenhang mit einer Retrobulbarneuritis stehen, mit verschwommenem
Sehen, Doppelbildern, schmerzhaften Augenbewegungen und gestértem Farbsehen
einhergehen und sich innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen entwickeln 51?7 Im
weiteren Verlauf koénnen dann neben Par- und Hypasthesien, Paresen,
Gangunsicherheiten mit Ataxien, Blasenschwache oder kognitive Einschrankungen
auftreten °"2%2, Besonders die sensorischen und motorischen Defizite treten gehauft im
Rahmen einer Myelitis und einem Hirnstamm-Syndrom auf, die beide auf
infammatorisch-demyelinisierende Prozesse im Rickenmark, Kleinhirn und weiteren
Regionen zuriickzufilhren sind *’. Besondere Einschrankungen des taglichen Lebens
75,125

scheinen von kognitiven Defiziten und der Fatigue-Symptomatik auszugehen

Dabei ist die Ursache von Fatigue-Symptomen durch Lasionen in der grauen Substanz
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zu erklaren, in Folge derer Schaden in Anteilen von Kerngebieten im Thalamus,

125

Hypothalamus, Hypophyse sowie dem Hirnstamm auftreten Kognitive

Einschrankungen scheinen dagegen eher mit kortikaler Atrophie und L&sionen der

40 Hauptverantwortlich fir die

weillen Substanz in Zusammenhang zu stehen
Progredienz der Symptomatik ist somit die Verbreitung demyelinisierter Lasionen, die
Inflammation des ZNS und das Ausmal} zerebraler Atrophien, auf deren Entstehung,

Ausbreitung und Regeneration pharmakotherapeutisch abgezielt wird 4%:52189,

1.1.4 Verlaufsformen

Die mdglichen Verlaufsformen der MS lassen sich in einen schubférmigen-
remittierenden Verlauf (engl. relapsing-remitting-MS; RRMS) sowie einen primar bzw.
sekundar progredienten Verlauf (PPMS, SPMS) mit stetig zunehmender

100122 Ein Teil der Patienten wird mit einem klinisch-

Symptombelastung einteilen
isolierten Syndrom (engl. clinically isoliated syndrome; CIS) aufféllig. Dieses umfasst
eine Symptomkomponente, die im Zusammenhang mit einer entzindlich-
demyelinisierenden ZNS-Erkrankung steht, aber die diagnostischen Kriterien einer MS
noch nicht vollstandig erfillt ''°. Aktiv demyelinisierende L&sionen mit schubférmiger
Exazerbation werden anschlieRend zur RRMS gezahlt, die meist im Alter von 30 Jahren
klinisch manifest wird und haufig mit einer Verzdgerung von zehn Jahren in einen

106122176 Ein anderer Teil des

sekundar progressiven Verlauf Ubergeht
Patientenkollektivs entwickelt durchschnittlich mit knapp 40 Jahren einen primar
progressiven Verlauf, der ohne Remissionsphasen verlauft und kontinuierlich an
Intensitat zunimmt 752" Ein Unterschied in der Geschwindigkeit der Progredienz

zwischen PPMS und SPMS wurde dabei jedoch nicht festgestellt '%1""119,
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Schubférmig-remittierende MS (RRMS) Sekundar progrediente MS (SPMS)

Grad der Behinderung
Grad der Behinderung

Zeit Zeit

Primér progrediente MS (PPMS)

Grad der Behinderung

Zeit

Abbildung 2. Schematische Darstellung der verschiedenen Verlaufsformen einer MS aufgetragen nach Zeit
und Grad der Behinderung.
Eigene Darstellung

1.1.5 Diagnostik

Zur Diagnostik der MS stehen zahlreiche apparative und meist nicht-invasive Methoden
zur Auswahl. Beginnend bei klinischen Ranking-Scores zur Einschatzung des
Schweregrades der korperlichen Behinderung (EDSS), Uber die Auswertung von MRT-
Aufnahmen und der laborchemischen Analyse von Liquorpunktaten mit dem Auftreten
von oligoklonalen Banden bis hin zur neurophysiologischen Diagnostik evozierter
Potenziale (EP).

Der EDSS fokussiert sich auf die Quantifizierung von motorischen und sensorischen
Einschrankungen im Rahmen einer MS-Erkrankung '®. Dabei werden Veranderungen
in sieben funktionellen Systemen betrachtet und entsprechend ihrer Schwere bewertet.
Zu den funktionellen Systemen gehdren das Kleinhirn, die Pyramidenbahnen, der
Hirnstamm, sensorische Defizite, Rektum und Harnblase, Sehstérungen und kortikale
Einschrankungen ', Ein Ausschnitt aus dem Ranking-System zeigt, wie die Punktwerte
definiert sind: 0 Punkte entspricht keinen Einschrankungen, bei < 3,5 Punkten besteht

volle Gehfahigkeit mit maRiger Behinderung, von 4 — 6,5 Punkten ist die Gehfahigkeit
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eingeschrankt und der Patient auf Unterstitzung angewiesen, bei 7 oder mehr Punkten
liegt eine weitgehende Immobilitat bis hin zum Erléschen der Kommunikationsfahigkeit
vor, bei 10 Punkten ist der Tod durch MS eingetreten '%. Ein Kritikpunkt des EDSS ist
die mangelnde Implementierung von kognitiven Defiziten, die nachweislich einen grof3en

Einfluss auf das Empfinden von Behinderung und Einschrankung im Alltag haben
75,125,136

Eine wichtige Saule in der Diagnostik der MS stellt die umfassende MRT-Bildgebung
dar, die nicht nur der Erstdiagnostik dient, sondern auch zur Verlaufskontrolle benutzt
wird 24, Dazu werden einerseits demyelinisierende sowie inflammatorische Lasionen in
der grauen und weil’en Substanz gesucht, andererseits aber auch ein wachsendes
Augenmerk auf die Identifizierung zerebral-atrophischer Prozesse gelegt '®*2%*. Bei der
verlasslichen Darstellung und Messung von Hirnatrophien im klinischen Alltag scheint

4189 \Wesentlich

es aktuell jedoch noch technische Einschrankungen zu geben
verbreiteter und etablierter ist die Bildgebung von WML. Demyelinisierende Lasionen
erscheinen in T1-gewichteten Aufnahmen hypointens und in T2-gewichteten Aufnahmen
hyperintens *°. Ein indirekter Nachweis entziindlicher Aktivitat ist durch die perivaskulare
Anreicherung von Gadolinium, einem MRT-fahigen Kontrastmittel, nachweisbar und auf

die erhdhte Permeabilitit der BBB zuriickzufiihren 4%%2

. Durch Unterdrickung des
Liquors (CSF) in der FLAIR-Sequenz wird eine starke T2-Gewichtung erméglicht und die
Identifizierung hyperintenser Lasionen erleichtert 8% Bisher nicht in den Richtlinien der
MRT-Befundung zur MS-Diagnostik berticksichtigt sind u.a. das Zentralvenen-Zeichen,
der Nachweis subpialer Lasionen und die Beteiligung der Leptomeningen bei kortikaler
Manifestation *>'74182_Dijes ist mitunter auf fehlende Definition bei der Befundung oder
auf mangelnde Sensitivitat der verbreiteten MRT-Gerate zurlckzuflhren. Die
vergleichbare Interpretation von MRT-Aufnahmen wird international mit Hilfe der
McDonald-Kriterien durchgefiihrt '**. Entscheidend sind dabei die zeitliche (DIT) und
raumliche (DIS) Dissemination der demyelinisierten Entmarkungsherde innerhalb des
ZNS, die sich durch T2-gewichtete hyperintense bzw. Gadolinium-aufnehmende
Bereiche kennzeichnen '82'%  Dje Markldsionen miissen definitionsgeman
periventrikular, kortikal bzw. juxtakortikal, infratentoriell oder spinal zu finden sein und
zusatzlich zur pathognomonischen Symptomatik der MS bestehen #2194, Der Nachweis
von oligoklonalen Banden (OKBs) im Liquor (CSF) wird ebenfalls als diagnostisches
Kriterium im Rahmen der McDonald-Kriterien herangezogen '¥2'%*. Die Revision der
Kriterien von 2017 soll im Vergleich zur Version aus 2010 eine erhohte Sensitivitat von
82% haben >°¢8,
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Die Relevanz von Untersuchungen des Liquors zur Diagnosesicherung wurde bereits in
den McDonald-Kriterien deutlich. Besonders im Rahmen der Verlaufs- und
Therapiekontrolle sind sie von besonderer Bedeutung, dartber hinaus spielt ihre
prognostische Aussagekraft eine immer groRere Rolle. Der wichtigste Marker ist der
Nachweis oligoklonaler Banden (OKBs) im CSF, der auf eine intrathekale Synthese von
IgG und IgM durch Plasmazellen hinweist '*¢?'". Bei einem positiven Nachweis im CSF
und einem negativen Nachweis im Serum, geben die OKBs mit einer Sensitivitat von
95% einen Hinweis auf MS '°¢2"7_ Zusatzlich kann bei langjahriger Verlaufskontrolle eine
prognostische Aussage, hinsichtlich einer Konversion von einem Kklinisch-isolierten

Syndrom zu einer manifesten MS, gemacht werden %"%

. Mit der Bildung eines
intrathekalen IgG:Albumin-Quotienten nach REIBER gelingt der quantitative Nachweis
einer isolierten Schrankenstérung oder eine kombinierten Stérung mit zusatzlich
intrathekaler Immunglobulinsynthese '''2. Nicht unmittelbar mit der Pathogenese der
MS in Zusammenhang stehend, werden Liquorproben auf intrathekal gebildete
Antikdrper gegen Masern, Rételn und das Varizella-Zoster-Virus (MRZ) tberpriift 2279,
Dieser Marker deutet auf erhohte B-Zell-Aktivitat hin, bildet einen Pradiktor fur eine
Konversion und erhoht die Spezifitat bei zuséatzlicher OKB-Untersuchung 227°. Anti-
Aquaporin-4-Antikdrper werden gegen die von Astrozyten exprimierten Aquaporin-4

t 7. Sie kommen nicht im CSF von MS-Patienten vor und dienen mit ihrer

Kanéle gebilde
hohen Spezifitdt somit vornehmlich dem Ausschluss relevanter Differentialdiagnosen
wie der Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung (NMOSD) "47'%7 " Als zukinftiges
Markerprotein kénnten die Leichtketten-Neurofilamente in den néheren Fokus riicken '".
Sie sind Teil des neuronalen Zytoskeletts der grauen und weillen Substanz und bei
Axonschadigungen oder neuronaler Inflammation vermehrt im CSF und peripheren Blut

nachweisbar 1792209,

Zuletzt lasst sich die lang genutzte Methode der visuell- und motorisch-evozierten
Potentiale (VEP, MEP) nennen, die in der Leitlinie zur MS-Diagnostik 2021 als Mittel zum

5174 Die Relevanz dieser

Ausschluss von Differentialdiagnosen genannt wird
Untersuchung fir die Diagnosestellung und die weiteren Verlaufskontrollen scheint
gering zu sein und durch die praziseren, zuvor genannten Methoden, weitestgehend

abgel6st worden zu sein.

1.1.6 Therapie

Die therapeutischen Moglichkeiten in der Behandlung der MS entwickelten sich wahrend

der vergangenen Jahre rasant, sodass sich verschiedenste pharmakologische Ansatze
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etabliert haben. In den aktuellsten Leitlinien bilden verlaufsmodifizierende
Therapiekonzepte (disease-modifying-therapy, DMT) die Basis "°. Die Behandlung einer
MS stellt sich je nach Verlaufsform als unterschiedlich herausfordernd dar. So spricht
ein schubformig-remittierender Verlauf (RRMS) besser auf DMTs an, als die primar und
sekundar progredienten Verlaufsformen (PPMS, SPMS) %2, Der Unterschied in der
Effektivitat je nach Verlaufsform kénnte mit der hauptsachlich anti-inflammatorischen
Wirkungsweise aktuell verwendeter DMTs erklart werden. Patienten mit einer
progredient verlaufenden MS-Erkrankung weisen niedrigere Entziindungsparameter
auf, als Patienten mit einem schubférmigen Verlauf. Zugleich leiden sie vermehrt an den
neurodegenerativen Folgen, sodass die meisten der bisher verwendeten DMTs nicht

zielgerichtet genug sind, um die Symptome signifikant zu lindern .

Bei der Therapie der RRMS sind mittlerweile zahlreiche Substanzen unterschiedlicher
Wirkungsweisen zugelassen worden. Angefangen beim Klasse | INF-$, welches seit
rund 30 Jahren bei der Behandlung der MS eingesetzt wird, ist die genaue
Wirkungsweise noch nicht endgultig verstanden. Es vermindert jedoch die Migration von
T-Zellen ins ZNS, reguliert die proinflammatorische Aktivitat herunter und steigert die
Ausschuttung anti-inflammatorischer Zytokine, ebenso, wie es die Expression von MHC-
Molekiilen verringert, um eine Immunreaktion zu dampfen "%, Glatirameracetat wirkt
ebenfalls immunmodulatorisch und antiinflammatorisch. Dass aus vier Aminosauren
(Glutaminsaure, Lysin, Alanin, Tyrosin) bestehende Peptid wirkt Uber die vermehrte
Differenzierung von Tu4-Zellen in Tu2-Zellen, die starkere Proliferation regulatorischer
T-Zellen (Treg) und die Beeinflussung der Antigen-Prasentation von B-Zellen modulierend
auf die Immunantwort ’%. Dimethylfumarat zielt durch Interaktion mit dem Nrf2-Signalweg
auf eine Starkung antioxidativer und zytoprotektiver Mechanismen zum Schutz von
Neuronen und Axonen ab '"7. Eine wachsende Gruppe vielversprechender Therapeutika
sind monoklonale Antikdrper gegen das auf B-Zellen befindliche Oberflachenprotein
CD20. Zu dieser Gruppe gehoéren unter anderem Rituximab, Ocrelizumab und
Ofatumumab. Die Antikérper induzieren eine Zell-abhangige Phagozytose zirkulierender
B-Zellen im Blut und CSF durch Makrophagen (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity; ADCC) oder eine Apoptose bzw. Depletion mit Hilfe des
Komplementsystems (complement-dependent cytotoxicity; CDC) *°. Dadurch nimmt die
Menge an proinflammatorischen Zytokinen sowie an IgG-Molekilen im Serum ab und
die entziindliche Aktivitat sinkt *. Eine weitere Gruppe von Zell-Modulatoren bilden die
S1PR-Modulatoren um die Substanzen Ponesimod, Fingolimod, Ozanimod und
Siponimod. Der S1P-Rezptor wird auf der Zelloberflache von Lymphozyten exprimiert

und ist an der Regulation der Blutzirkulation und Migration von Lymphozyten aus den

10
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lymphatischen Organen in das ZNS beteiligt '®®. Durch Internalisierung und
Degradierung des entsprechenden S1P-Rezeptors wird die Inflammation und die
Zellwanderung autoreaktiver Lymphozyten uber die BBB vermindert, um so
Symptomatik und Progredienz der MS abzumildern "*'. Ein auf den Zellzyklus, die DNA-
Synthese und die DNA-Reparatursysteme abzielende Medikamentenklasse ist das
Purinnukleosid-Analogon Cladribin. Cladribin wirkt praferenziell inhibierend auf die
Population von CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten sowie vereinzelt auf B-Zellen ''°. In
Zulassungsstudien fielen oftmals Nebenwirkungen wie Lymphopenien auf, ebenso war

die Neigung zur Entwicklung schwerer Infekte erhoht 2

. Verwendung findet es zumeist
bei der Therapie der schubférmig-remittierenden MS als Wirkstoff der Kategorie 2 2.
Zuletzt wird Natalizumab vorgestellt, welches durch seine Inhibierung des a41-Integrins
auf Lymphozyten eine Interaktion mit dem Liganden VCAM1 auf Endothelzellen im ZNS
blockiert 2°°. Somit wird eine lymphozytére Migration durch die BBB ins Parenchym des
ZNS verhindert und inflammatorische Prozesse abgemildert . An dieser Stelle ist die
unerwilinschte Arzneimittelwirkung des vermehrten Auftretens einer progressiven
multifokalen Leukenzephalopathie (PML) bei Einnahme von Natalizumab anzumerken.
Diese kann bei John-Cunningham-Virus (JC-Virus) infizierten Patienten gehauft

auftreten, wodurch ein Screening auf den JC-Virus vor Therapiebeginn anzuraten ist %.

Wie bereits zuvor erwahnt, zielen der Groliteil aktuell verwendeter Therapeutika auf die
Behandlung der RRMS ab. Allerdings sind mittlerweile Ocrelizumab und Siponimod zur
Therapie der primar und sekundar progredienten MS zugelassen. In den
Zulassungsstudien wirkten die Pharmaka jedoch nur in geringem Maf3e der Progredienz
der PPMS bzw. SPMS entgegen und wiesen lediglich einen moderaten Mehrwert auf,

verglichen mit bestehenden Therapien .

Die Behandlung erstmals aufgetretener Schiibe kann mithilfe von Glukokortikosteroiden,
in der Regel durch eine StoflRtherapie mit intravends appliziertem Methylprednisolon,
therapiert werden. Bei weiterhin bestehenden neurologischen Defiziten kann vor einer
erneuten StoRtherapie eine Plasmapherese genutzt werden, um zeitnah die
Rickbildung der schubassoziierten Symptomatik zu erreichen. Weitere, nicht
medikamentdse Therapieoptionen stellen nach wie vor die Logopéadie, Physio-, Ergo-
und Psychotherapie dar, die allesamt der Verbesserung beziehungsweise dem Erhalt
der motorischen und geistigen Fahigkeiten dienen und im Rahmen der

Patientencompliance nicht zu vernachlassigen sind.

11
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Erkrankungsstadium Behandlungsoption

Klinisch isoliertes Syndrom (CIS) Wirksamkeitskatergorie 1

Interferon beta,

Schubférmig-remittierende MS (RRMS) Dimethylfumarat,

Niedrige Wahrscheinlichkeit fiir einen Glatirameracetat und
hochaktiven Verlauf Teriflunomid*
*“Teratogenes Risiko bedenken
Schubférmig-remittierende MS (RRMS) Wirksan i ie3 Wirksamkei jorie 2 Wirksamkeitskatergorie 1
Hinweise fiir hohe Wahrscheinlichkeit auf einen Alemtuzumab. Cladribin Interferon beta,
hochaktiven Verlauf: Ocrelizumab, Fingolimod, Dimethylfumarat,
> 3 Schiibe in 2 Jahren, EDSS = 3, Ofatumumab und Ponesimod und Glatirameracetat und
Pyramidenbahnbeteiligung, = 2 KM+ Lésionen Natalizumab* Ozanimod Teriflunomid*
im MRT *nur bei negativer Testung auf JCV *Teratogenes Risiko bedenken
1. Wahl
Primér progrediente MS (PPMS)
Ocrelizumab
1. Wahl
Aktive sekundar progrediente MS (SPMS) Siponimod und

Interferon beta

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Behandlungsoptionen nach Erkrankungsstadium.

Eigene Darstellung, in Anlehnung an Hemmer et al. 7®

1.2 Der unselektive FGFR-Inhibitor Fexagratinib (AZD4547)

AZDA4547, neuerdings als Fexagratinib bezeichnet, (chemische Bezeichnung: N-[5-[2-
(3,5-Dimethoxyphenyl)ethyl]-2H-pyrazol-3-yl]-4-(3,5-diemthylpiperazin-1-yl)benzamide)
ist ein reversibler unselektiver Inhibitor fir FGFR1-3, Colony stimulating factor 1 receptor
(CSF1R) und Vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) ®°. AZD4547
bindet kompetitiv zu ATP an dessen Bindungsstelle an der Kinase-Domane des
Rezeptors. Die hochste Affinitat besitzt AZD4547 in absteigender Reihenfolge fur
FGFR1, 3, 2, CSF1R und VEGFR2, die entsprechenden Konzentrationen fir eine
Inhibition von 50% der Enzymaktivitdten (ICso-Werte) betragen 0,2 (FGFR1), 1,8
(FGFR3), 2,5 (FGFR2), 9,7 (CSF1R) bzw. 24 nmol/L (VEGFR2) ®°. Die maximale
Plasmakonzentration (Cmax) betragt bei zweimaliger taglicher oraler Einnahme von 80
mg AZD4547 rund 216 ng/ml, die Bioverfiigbarkeit (AUC) betragt bei gleicher Dosis und
Verabreichungsform rund 3417 ng x h/ml, die Halbwertszeit (T12) liegt bei knapp 28
Stunden '"'. AZD4547 wird oral verabreicht und wurde an Mausen in Dosierungen
zwischen 1,5-50 mg/kg Korpergewicht bei 1-2-maliger taglicher Gabe erprobt. Eine auf
den Menschen Ubertragbare Dosierung, die in einer Phase Il Studie mit einer
akzeptablen Menge an unerwilnschten Arzneimittelwirkungen einherging, war die
zweimalige tagliche Einnahme von 80 mg AZD4547 ', Die Inhibierung der FGFRs
beeinflusst die abwarts befindliche PLCy sowie das FRS2 und reduziert die
Phosphorylierung der PI3K/AKT-Kinase, die ebenfalls Bestandteil der Signalkaskade ist
€0 Das Pharmakon hat insbesondere antiproliferative und antiangiogene Auswirkungen
auf FGFR-mutierte Zelllinien, bewirkt trotz seiner Affinitdt zu VEGFR2 aber keine

12
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hypertensiven Effekte und zeichnet sich durch gute Vertraglichkeit aus ®°. In spateren
Phase -1 Studien unterschiedlicher FGFR-Inhibitoren traten
Arzneimittelnebenwirkungen in erwartbarer Haufigkeit und Schwere auf, darunter Hyper-
/ Hypophosphatamie, Stomatitis, Diarrhoe, Verdauungsprobleme oder Nageldystrophien

“2 In Probandengruppen ohne FGFR-Verdnderungen traten keine nennenswerten

Nebenwirkungen auf, was die Spezifitat der FGFR-Inhibitoren auszeichnet °'.

Veranderungen an Rezeptoren des FGF-Metabolismus sind in zahlreichen
Organsystemen beobachtet worden und werden teils als ursachlich fir die Entstehung
maligner Prozesse angesehen. Die haufigsten Ausldser unregulierter Rezeptoraktivitat
betreffen die Amplifikation (66%), Mutation (26%) bzw. die Fusion (6%) der
verantwortlichen Gene “2. Die bisher klinisch erprobten selektiven FGFR-Inhibitoren
Uben ihre Wirksamkeit einerseits direkt auf die FGFR-mutierten Tumorzellen aus, in dem
sie durch Hemmung unregulierter Rezeptoren pro-apoptotisch, anti-proliferativ und anti-

9 Dadurch normalisieren sie das Mikromilieu des Tumors und

angiogen wirken
erzeugen eine physiologische Homdostase. FGFR-Inhibitoren wie AZD4547 (ben
andererseits zusatzlich eine indirekte immunregulatorische Wirkung durch Inhibierung
des CSF1R aus, wodurch die Aktivitat von T-Lymphozyten gegen Tumorzellen gerichtet
wird und es zur Blockade der sogenannten immune evasion kommt 1.

Im Laufe der vergangenen Jahre wurden zahlreiche FGFR-Inhibitoren in klinischen
Studien untersucht und zuletzt zwei Substanzen durch die U.S. Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen. Erdafitinib wird zur Behandlung von metastasierten
Urothelkarzinomen genutzt und Infigratinib (beides FGFR1-4-Inhibitoren), dient der
Therapie von metastasierten cholangiozelluldren Karzinomen. Fir beide Medikamente
ist der Nachweis von FGFR-Mutationen im Tumorgewebe Voraussetzung zur
Indikationsstellung. In rund 20% der Urothelkarzinomen konnten Mutationen im FGFR3-
Gen gefunden werden, bei 15% der cholangiozelluldren Karzinomen sind FGFR2-
Mutationen nachweisbar *2. Aber auch in weiteren Anwendungsgebieten erzielen FGFR-
Inhibitoren wie AZD4547 Fortschritte: So konnte die Chemoresistenz gegenliber
Paclitaxel bei der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC) durch die kombinierte
Gabe mit AZD4547 reduziert und die Wirksamkeit der bestehenden Therapie wieder
gesteigert werden 8. Ebenfalls konnte die Strahlensensitivitat von FGFR-exprimierenden
nicht-kleinzelligen-Lungenkarzinom-Zellen (NSCLC) gegenlber der Behandlung mit
Radiatio durch zusatzliche Gabe von AZD4547 gesteigert werden, woraufhin die
Apoptose-Rate zunahm und sich das Tumorwachstum verlangsamte '°. Im Mausmodell

fur das Ovarialkarzinom bewirkte eine AZD4547 Gabe eine geringere Proliferation,

13
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gesteigerte Apoptose sowie ein weniger invasives Wachstum der Neoplasien '*2. Auch
bei der Behandlung von Brustkrebs kann die Verwendung von FGFR-Inhibitoren helfen,
bestehende Resistenzen gegeniber CDK4/6-Inhibitoren zu reduzieren und den
Therapieerfolg weiterhin sicherzustellen '8,
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Abbildung 4. Chemische Molekulstruktur von AZD4547.

Eigene Darstellung, in Anlehnung an Gavine et al. ®

1.3 Fibroblast growth factor (FGF)

Fibroblast growth factors (FGFs) bilden eine aus sechs Untergruppen mit insgesamt 22
einzelnen Faktoren bestehende Superfamilie von Wachstumsfaktoren. Sie wurden seit
ihrer Entdeckung in beinahe allen Korpergeweben nachgewiesen und stellen durch ihre
mitogenen und metabolischen Wirkungen wichtige Regulatoren jeglicher Zellen dar 2°°.
Die FGFs aus funf der Untergruppen wirken parakrin auf Wachstums-,
Differenzierungs-, Proliferations- und Migrationsprozesse, lediglich die Faktoren 19, 21
und 23 beeinflussen metabolische Ablaufe endokrin ''*. Dabei sind sie peripher an der
homoostatischen  Regulation des  Gallensaure-, Glukose-, Mineral- und
Lipidstoffwechsels beteiligt, zentral wirken sie auf den Hypothalamus und tber dessen

sympathische Efferenzen auf die Lipolyse "*3.

Das grofere Augenmerk der Forschung liegt allerdings vermehrt auf dem Wachstums-
und Differenzierungspotenzial verschiedener Gewebe unter dem Einfluss von FGFs. So
konnten sie in Lunge, Herz, Urogenitalsystem, Skelett, Muskel, Blut- und Lymphgefafien,
Haut sowie dem ZNS nachgewiesen werden 2%, Relevant sind an dem Punkt auch die
Zusammenhange zwischen den FGFs und Tumoren in entsprechenden
Organsystemen, die auf eine vermehrte Expression, veranderte Bindungsaffinitaten oder
gestdrte Regulation zuriickzufiihren sind °'. FGFs und deren Rezeptoren sind so Ziel
diverser neuer Therapeutika, wie Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKIs) geworden und
bereits in klinischen Studien erprobt. Wahrend der intensiven Untersuchungen konnten
Unterschiede hinsichtlich der Interaktionen und Wirkungen der Wachstumsfaktoren auf

verschiedene Gewebe bei entsprechenden Erkrankungen und Krankheitsmodellen

14
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gefunden werden: Betrachtet man im Folgenden speziell Zelldifferenzierung und
Zellregeneration im Rahmen neurologischer Erkrankungen, wurden sowohl von
positiven, wachstumsférdernden Ergebnissen nach FGF-Induktion bei Neuronen

58,213 Im

berichtet, als auch von gegenteiligen, proinflammatorischen Effekten
Cerebellum schadet eine unregulierte FGF-Aktivitdt moglicherweise der physiologischen
Differenzierung und Funktionalitdt neuronaler Zellen, wohingegen FGF2-defiziente
Mause von einer gesteigerten neuronalen Regenerationsfahigkeit in der Substantia nigra

zu profitieren scheinen '612%,

Ebenso gibt es Differenzen bei der mdglichen
Wirkungsweise von FGF auf das Ruckenmark. So konnten einerseits Symptome nach
FGF-Applikation bei EAE-induzierten Mausen abgemildert werden, was fir eine eher
neuroprotektive Wirkung von FGF spricht '®’. Andererseits filhrte FGF zur erhéhten
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine aus Mikroglia, mit folglich ausgepragteren

Schadigungen *°

. Der Zeitpunkt der Induktion bzw. Inhibition von FGFs und den
beteiligten Rezeptoren scheint mdglicherweise ebenso Einfluss auf die Signal- und
Wirkungskaskade zu haben, wie das Mikromilieu, welches Lasionen oder

Entziindungsherde umgibt.

1.4 Fibroblast growth factor receptor (FGFR)

Die Fibroblast growth factor receptors (FGFRs) sind eine 4 Isoformen (FGFR1-4)
umfassende Gruppe von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), die den Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs) zugerechnet werden. Sie werden von vier entsprechenden
Genen (FGFR1-4) codiert und bestehen aus drei, die Membran durchziehenden
Anteilen. Die extrazellulare Domane bildet die Ligandenbindungsstelle und besteht aus
drei Immunglobulin-dhnlichen Motiven (D1-3), ein transmembrandser Anteil vermittelt
die Dimerisierung der Rezeptormonomere, wohingegen die intrazellulare
Rezeptordomane die Tyrosinkinase-Aktivitat beinhaltet. Durch Bindung eines FGF-
Liganden an die extrazellularen Ig-ahnlichen Motive wird eine Kaskade von
Phosphorylierungen von Hilfsproteinen initiiert. Abhangig von der parakrinen oder
endokrinen Wirkung der FGFs sind Heparansulfat-haltige Proteoglykane (HSPG) oder
der Klotho Co-Rezeptor Ziel dieser Reaktion. Die Co-Rezeptoren vermitteln die weiteren
Phosphorylierungsschritte, die zur Dimerisierung fuhren und folglich die Signalkaskade
der Phospholipase Cy (PLCy), des Ras/Raf/MAP-Kinase-Weges oder des Protein C
(engl. Akt) aktivieren (Abb. 5) ?°°. Die Signalkaskade und andere Eigenschaften wie die
Affinitat der unterschiedlichen FGF-Liganden an die Rezeptor-Subtypen ebenso wie die
gewebsspezifischen Expressionsmuster kdnnen durch alternatives Splicing verandert

werden €. Von einer hohen Variabilitat durch Splicing sind insbesondere die Ig-ghnlichen
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Bindungsstellen und die HSPGs betroffen, die die Rezeptoraffinitat stark beeinflussen
"4 Es konnten in dem Zusammenhang gewebespezifische Splicingvarianten
nachgewiesen werden, die je nach Gewebeexpression Auswirkungen auf den Signalweg

27 Des Weiteren wirken sich epigenetische Einfliisse, Ubiquitinierung,

haben
Phosphorylierungsmuster und generell posttranslationale Modifizierungen in relevantem
MaR auf die fein abzustimmende Regulation der Rezeptoren aus 2'°. In der Superfamilie
der GPCRs sind umfangreiche Interaktionen zwischen den Rezeptoren bekannt, so
scheinen unter anderem rezeptorubergreifende Aktivierungen zwischen EGFR, PDGFR
und IGF1-R méglich zu sein ?. Dariiber hinaus kénnen Signalkaskaden der GPCRs
durch Bindung alternativer Liganden wie Vorlaufer-Agonisten oder sogar

ligandenunabhangig durch ROS initiiert werden 22

Entsprechende Interaktionen
zwischen FGFR und A2:aR (Adenosin-2A-Rezeptor), ausgelést durch FGF-Liganden,
zeigten eine kombinierte Aktivierung und Auslésung der MAPK/ERK-Kaskade mit
gesteigertem neuronalem Wachstum und erhohter kortikaler Plastizitat bei psychisch

Erkrankten 46116

FGF-Rezeptoren sind entsprechend des Vorkommens der FGF-Liganden im gesamten
Organismus verbreitet, im ZNS sind vor allem die Subtypen 1-3 exprimiert und fir die
pra- bzw. postnatale zerebrale Entwicklung relevant *%. FGFR1 und FGFR2 werden
am starksten auf Astrozyten und Oligodendrozyten exprimiert, wobei eine Beteiligung an
Prozessen der De- und Remyelinisierung nachgewiesen wurde **%. Uber die genauen
Auswirkungen und Interaktionen, die der FGFR-Kaskade unterliegen, herrschen teils

gegensatzliche Meinungen, die spater diskutiert werden.

FGFRs Ig-dhnliche Doméne | FGFs
] [ Ig-dhnliche Domane |1 [ HSPGs
Ig-dhnliche Domane Il :
Extrazellulir g ® Phosphorylierung
Membran
Intrazellular
® Q FRS2 GRB2 SOS Raf Ras
AP GAB1 !
PLCy PI3K MAPKK

—
S | N

e ()

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Signalkaskade der FGF-Rezeptoren.

Eigene Darstellung, in Anlehnung an Xie et al. 2°5, erstellt mit Biorender.com
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1.5 VEGFR2 und CSF1R bei MS und EAE

Der Vascular endothelial growth factor (VEGF) und sein Rezeptor VEGFR2 gehdren zu
den wichtigsten Regulatoren der Angiogenese. Sie steuern die Neovaskularisation und
bilden ein Gleichgewicht zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren. Dartber hinaus
beeinflussen sie durch Veranderung der Gefalpermeabilitdt und Aktivierung von
Immunzellen die Entzundungsaktivitdt und das umgebende zellulare Milieu, sodass
Stoérungen zu diversen neurologischen Krankheitsbildern, wie zerebralen Ischamien,
Epilepsien oder Hirntumoren fiihren kénnen %178 Die VEGF-Familie setzt sich aus
insgesamt vier Faktoren zusammen (VEGFA — D) und einem plazentaren Faktor (PIGF),
die unter anderem von Endothelzellen, Thrombozyten, Leukozyten, Fibroblasten,
Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten ausgeschiittet werden %%'8. Sie binden an
den VEGFR1 und mit niedrigerer Affinitat an den VEGFR2, die zur Gruppe der RTKs
gehéren . Von VEGFR2 geht jedoch eine hdhere Tyrosinkinase-Aktivitat aus, sodass
dieser den regulatorisch dominanteren Rezeptor darstellt, der von Astrozyten, Mikroglia,
Neuronen, Makrophagen und OPCs exprimiert wird 326318 Reguliert wird die VEGF-
Freisetzung und damit die VEGFR-Aktivierung klassischerweise  durch
Sauerstoffmangel und Gber den Hypoxie-induzierten Faktor (HIF), der die Transkription
von VEGF steigert '?'. Ahnlich der Signalkaskaden der FGFRs (Abb. 4), lauft die
Signalweiterleitung ebenfalls tber PI3K und Akt sowie tber PLCy und die MAP-Kinasen
21 Therapeutisch sind bereits mehrere Substanzen, wie der VEGF-Antikdrper
Bevacizumab bei altersbedingter Makuladegeneration oder der VEGFR-Inhibitor
Sunatinib bei intestinalen Tumoren durch die FDA und die EMA zugelassen worden '*°.
Wirkstoffe flr weitere Krankheitsentitdten wie Mamma-, Lungen oder Kolonkarzinome

befinden sich in Entwicklung, in klinischen Studien oder in der Zulassung.

Ein weiterer Zielrezeptor des Multikinase-Inhibitors AZD4547 ist der Colony stimulating
factor 1 receptor (CSF1-R), der als homodimere Tyrosinkinase neben dem
gleichnamigen Liganden CSF1 ebenfalls durch das weniger relevante IL-34 aktiviert
werden kann 3'. Der CSF1-R wird in einem weiten Spektrum an Geweben und auf Zellen
exprimiert, darunter sind Osteoklasten, Oozyten, hamatopoetische Stammzellen,
Makrophagen, Mikroglia, Neuronen und deren Vorlaufer sowie Gliazellen . An der
Signalkaskade des CSF1-R beteiligt sind unter anderem die PLCy, PI3K und ERK/Akt-
Kinasen, die Uber IkB und NFkB eine immunmodulatorische Wirkung auf die Proliferation
und Aktivitat von Monozyten und Makophagen haben . Im ZNS ist die Expression des
CSF1-R wahrend der frihen Entwicklung gesteigert, jedoch nimmt sie im weiteren

Reifungsprozess wieder ab und beschrankt sich primar auf die Regulierung von
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Microglia/Makrophagen. Auf Oligodendrozyten ist der CSF1-R nicht exprimiert, vielmehr
soll er indirekt Uber die Regulierung von Microglia und deren Interaktionen einen Einfluss
auf de- und remyelinisierende Prozesse ausiben '**. Der CSF1-Ligand wird von T-
Helferzellen und Neuronen im Kortex, Cerebellum und im Rickenmark ausgeschuttet
und induziert mittels eines positiven Feedback-Loops mit Monozyten Uber die
Sezernierung von IL-1B einen Zytokinaussto® und somit die Aktivierung von Microglia
und die Etablierung eines pro-inflammatorischen Milieus '*°. Die Rolle des VEGFR2 und
des CSF1R im Rahmen einer MS oder EAE wird im Verlauf diskutiert.

1.6 Oligodendrozyten im gesunden ZNS und bei MS

Oligodendrozyten sind im zentralen Nervensystem mafgeblich fir die Synthese und
Versorgung von Myelinscheiden verantwortlich, die die Axone der Neuronen umgeben
und die physiologische saltatorische Weiterleitung elektrischer Potentiale ermdglichen.
Daruber hinaus bilden sie ein Netzwerk mit anderen versorgenden Zellen, wie den
Astrozyten, um die trophischen und metabolischen Prozesse innerhalb der Axone sicher
zu stellen. Sie gehdren neben der Mikroglia, Makroglia und den Astrozyten zur
Ubergeordneten Gruppe der Gliazellen, die rund die Halfte des Hirnvolumens von
Saugetieren ausmachen. Oligodendrozyten alleine haben einen Anteil von rund 5 — 10%
an allen neuronalen Zellen. Oligodendrozyten sind definitionsgemaf in der weilen
Substanz zu finden, deren Name von der charakteristischen weillichen Farbe der
Myelinscheiden abgeleitet ist. Mittlerweile konnten Oligodendrozyten und ihre
Vorlauferzellen jedoch auch in der grauen Substanz nachgewiesen werden. Die dortige
Myelinisierung verlduft im Vergleich zur weiflen Substanz wesentlich langsamer und
unterliegt einer veranderten Dynamik im Alterungsprozess die ihr Maximum rund ein
Jahr nach Geburt erreicht und von da an stetig abnimmt ', Myelin besteht im
Allgemeinen zu 70% aus langkettigen, gesattigten Fettsauren wie Glykosphingolipiden
und Cholesterin sowie zu 30% aus Proteinen wie Myelin proteolipid protein 1 (PLP1),
Myelin basic protein (MBP) und 2’,3’-Cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase)
'8 _Ein Oligodendrozyt bildet mit seinen zahlreichen kleine Zellauslaufern an bis zu 40
verschiedenen Axon-Segmenten die Myelinscheiden, die aus 40 — 50 komprimiert

%0 Die Generierung der

gewickelten einzelnen Myelin-Lamellen bestehen kdnnen
Aktionspotentiale sowie die Erregungsweiterleitung ist in den Bereichen der
Ranvier'schen Schnirringe lokalisiert, dies sind die knapp 1 um breiten Liicken zwischen
den einzelnen Myelinscheiden, an denen das Axon frei liegt (Abb. 6). Die
Entwicklungsgeschichte der Oligodendrozyten betrachtend, sei die wellenartige

Verbreitung neuronaler Vorlauferzellen (NPCs) Uber die Hirnrinde erwahnt, bei derer sie
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sich an neuronalen Gliazellen orientieren #'2. Aus den NPCs entwickeln sich im weiteren
Verlauf die Vorlauferzellen der Oligodendrozyten (OPCs), die sich in den Mantelzonen
des ZNS ansiedeln und im entdifferenzierten Stadium die reifen Oligodendrozyten (OLs)
bilden 8. Rund 5% der urspriinglich vorhandenen OPCs verbleiben jedoch in ihrem
undifferenzierten Entwicklungsstadium und bilden ein Reservoir fur spatere regenerative
Prozesse, sowie fir Lern- und Gedachtnisleistungen im Rahmen der neuronalen

t 188 Der Differenzierungsprozess von Vorlauferzellen in myelinbildende

Plastizita
Oligodendrozyten wird auf vielen Ebenen durch intrinsische und extrinsische Faktoren
beeinflusst. So wirken epigenetische Veranderungen wie Histon-Modifikationen, DNA-
Methylierungen oder microRNA (miRNA) auf Transkriptionsfaktoren ein, die die
Differenzierung, Migration oder Reifung der Myelinscheiden regulieren. Die
bedeutendsten Transkriptionsfaktoren stellen in diesem Zusammenhang der
Oligodendrocyte transcription factor 1/2 (OLIG1/2), SRY-box-10 (SOX-10) und der
Myelin regulatory factor (MYRF) dar 3'%°, Zusétzlich haben extrinsische Signalmolekiile
wie Leucine rich repeat and Immunglobin-like domain-containing protein 1 (LINGO-1)
oder FGFs teils inhibitorische Wirkungen auf Oligodendrozyten und deren
Differenzierungsprozesse “¢'3°. Supportiv unterstiitzt werden etwaige Ablaufe hingegen
durch von Astrozyten ausgeschittete Faktoren wie Platelet-derived growth factor
(PDGF), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) oder FGFs "®8. Einen weiteren Einflussfaktor
auf das oligodendrozytare Potential stellen Alterungsprozesse dar, diese verschlechtern
die Regenerationsfahigkeit der Zellen durch eine geringere Anzahl neu differenzierter
Oligodendrozyten aus OPCs und einer generell ineffizienteren Remyelinisierung '%.
Regenerationsmaoglichkeiten bestehen allerdings auch in zunehmendem Alter, da sie
sich nicht in einem statischen Endzustand befinden, sondern fortlaufenden
Veranderungen unterliegen. Diese Dynamik scheint neben der Neusynthese von Myelin
moglicherweise auch die Umstrukturierung bestehender Myelinscheiden zu ermoglichen
'8 Stérungen dieses Regelkreises fiihren dabei zu degenerativen Prozessen, die die
Basis fur die Entstehung weiterer Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer oder

psychiatrischen Stérungen wie Schizophrenie bilden kénnen "7,

Bei inflammatorisch demyelinisierenden Erkrankungen wie MS kommt es zu
Schadigungen an myelinisierten Axonen und damit zur Bildung von Plaques. Man
unterscheidet Plaques nach dem Grad ihrer demyelinisierenden und inflammatorischen
Aktivitdten und teilt sie in aktive, chronisch-aktive und chronisch-inaktive Plaques ein .
Aktive Plaques werden primar von Microglia/Macrophagen und T-Lymphozyten
besiedelt; B-Zellen finden sich anfangs noch weniger in aktiven MS-Lasionen. Zusatzlich

fuhren zahlreiche Astrozyten zu einer beginnenden Narbenbildung im Sinne einer
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Astrogliose %°. Im Verlauf der Zeit nimmt die inflammatorische Aktivitat ab, sodass die
Plaques in ein chronisch-aktives Stadium eintreten. Dies sind MS-Lasionen, die einen
zellular inaktiven Kern haben und von aktiven Microglia/Makrophagen umgeben sind,
die Abbauprodukte von Myelinbestandteilen beinhalten und so ein ,schaumiges®
Zytoplasma (engl. foam cells) haben *°. Ein vollstandiges Abklingen der Immunzellen ist
in diesem Stadium noch nicht geschehen, T- und B-Zellen sind zusammen mit

2. Der chronisch-

Astrozyten die vorherrschenden Zelltypen neben den Microglia
entzindliche Charakter der L&sion wird darlber hinaus durch die verstarkte
Ausschittung  von  Komplementfaktor C1q  durch  Microglia/Macrophagen
aufrechterhalten 2. Eine Narbe im Zentrum der Lasion besteht weiterhin und regenerative
Prozesse sind noch nicht erkennbar, die Anzahl an Oligodendrozyten ist wesentlich
vermindert im Vergleich zu gesunder weiler Substanz 2. Chronisch-inaktive Plaques
stellen den gréten Anteil an Plaques bei MS-Patienten dar. Die Astrogliose im Inneren
der Lasion ist nach wie vor erhalten, die Aktivitdt der Immunzellen ist jedoch
abgeklungen, eine Regeneration ist nicht erkennbar, wodurch die Lasion weiterhin im
demyelinisierten Zustand verbleibt und eine axonale Degeneration aufweist *°. In den
Randregionen sind Uberwiegend Oligodendrozyten und Astrozyten zu finden. Das
Zentrum chronisch-inaktiver Lasionen ist jedoch hypozelluldr, die urspringliche
Zellarchitektur ist aufgehoben und nicht in den Ursprungszustand, wie dem der wei3en
Substanz, zurlickzuversetzen 2. Darlber hinaus gibt es zwei weitere Arten von Lasionen,
die konkret charakterisiert werden: Shadow Plaques sind partiell remyelinisierte Areale,
die eine scharfe Entmarkungslinie aufweisen, innerhalb der Plaque, jedoch ohne
entziindliche Aktivitat sind *°. Smouldering lesions weisen eine niedrig-chronische
Aktivitat mit langsam fortschreitender Demyelinisierung auf und sind mit einer schlechten

Prognose sowie dem Ubergang in einen sekundar-progredienten Verlauf assoziiert 2.

An der Aktivitat, Differenzierung und allgemeinen Regulierung von Oligodendrozyten
und ihren Vorlduferzellen sind mehrere Rezeptor- und Transmittersystem beteiligt.
Besonderes Augenmerk soll hier auf die Rezeptoren der FGF-Familie gerichtet werden.
Die Expression der im ZNS dominant vorkommenden FGFR1-3 ist abhangig von dem
jeweiligen Entwicklungsstand der Oligodendrozyten und unterliegt Veranderungen.
FGFR1 wird sowohl auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, als auch auf
ausdifferenzierten Zellen exprimiert, eine Stimulierung von FGFR1 mit FGF2 bewirkt
eine gesteigerte Proliferation von OPCs und OLs, gleichzeitig jedoch auch eine
verringerte Expression von Myelin-Proteinen “¢**. FGFR2 ist auf reifen Oligodendrozyten
ausgepragt, die Aktivierung durch FGF2 und FGF9 resultiert in einer héheren Anzahl

von oligodendrozytdren Zellauslaufern °**. FGF8 wiederrum wirkt an FGFR3
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exprimierenden Vorlauferzellen hemmend auf deren terminale Differenzierung 2. In
Versuchen bei Mausen mit FGFR1/2 Knock-outs konnten jedoch ebenfalls Hinweise auf
gegenteilige Funktionen der Rezeptoren beobachtet werden, dahingehend, dass die
Versuchstiere nach Inhibierung der Rezeptoren eine anwachsende Population von OLs,

eine verstarkte Remyelinisierung und abgeschwachte Entziindungsaktivitat aufwiesen
86,158,159,215

Oligodendrozyt

Ranvier'scher
Schniirring

Axon mit intakter (links) und geschadigter (rechts)
Myelinscheide

r 1
Terminale Auslaufer
des Axons

Soma mit Dendriten und Nucleus

Abbildung 6. Schematische Darstellung eines Axons mit teils intakter Myelinscheide samt Auslaufern des
Oligodendrozyten und Ranvierschem Schnirring sowie Darstellung eines Teils demyelinisierten
Axonabschnitts.

Eigene Darstellung, erstellt mit Biorender.com

1.7 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

1.7.1 MOGs3s.s5-induzierte EAE als Tiermodell fiur MS

Fir diese Studie wurde die MOGas.ss-induzierte EAE-Variante bei C57BL/6J-Mausen
verwendet. Dieses Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
ist das heutzutage am weitesten verbreitete Modell im Rahmen experimenteller MS-
Forschung. Es war Grundlage der ersten Versuche zur Wirksamkeit von einigen heute
klinisch genutzten Medikamenten wie z.B. Natalizumab oder Glatirameracetat °*'°°.
Erstmalig beschrieben wurde das EAE-Modell im Jahr 1933 durch Rivers et al. und ist
seitdem stetig weiterentwickelt und verbessert worden. Heute existieren zahlreiche
Méoglichkeiten der Induktion einer EAE und den dafir verwendeten Substanzen, die je
nach Fragestellung individuell gewahlt werden sollten.

Grundsatzlich lassen sich aktive von passiven Induktionen unterscheiden, die mit jeweils
anderen Antigenen durchgefihrt werden. Alle fir die EAE verwendeten Antigene sind

entweder Myelinproteine oder Epitope solcher Proteine, sodass fiur die Immunisierung
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PLP, MBP oder MOG-Antigene (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein) in Frage
kommen '%°. Die Antigene werden in einer kompletten Freund’schen Emulsion (CFA)
gelést und den Versuchstieren injiziert. Darlber hinaus erhalten die Tiere zwei
Injektionen mit Toxinen der B. pertussis, um die Permeabilitdt der Bluthirnschranke
(BBB) zu erhéhen und den Ubertritt der MOG-Antigene ins ZNS sicherzustellen. Aus
pathophysiologischer Sicht wird eine autoimmune MHC-II-Rezeptor vermittelte
Aktivierung von CD4*-T-Helferzellen induziert '°’. Auf diese folgt eine ZNS-Infiltration
durch  Monozyten und  T-Lymphozyten sowie eine  Aktivierung von
Mikroglia/Makrophagen, wodurch die Immunreaktion verstarkt wird . Resultate sind
eine axonale Degeneration und sekundare Demyelinisierung sowie konfluierende
Entziindungsherde, die ihr Aktivititsmaximum im Rickenmark haben '®°>. Neben dem
Rickenmark sind in einer verringerten Auspragung auch der Hirnstamm, das Frontalhirn
und das Cerebellum betroffen '°°. Diese Art der EAE &hnelt klinisch einem chronisch-
progredientem Verlauf einer MS, bei entsprechend kiirzerer Versuchsdauer und
erhdéhten Antigen-Konzentrationen kann ebenfalls ein akutes Erkrankungsstadium

97 Klassischerweise treten die ersten Symptome nach einer

simuliert werden
anfanglichen Prodromalphase innerhalb von etwa zehn Tagen auf und auf3ern sich in
einer am Schwanz beginnenden Paralyse, die sich im weiteren Verlauf, bei
entsprechend zunehmender Krankheitsintensitat, von den Hinterlaufen auf die
Vorderlaufe ausbreiten kann. Die maximale Symptomatik ist nach ca. 15 Tagen erreicht.
Von da an nimmt die Symptomlast meist fur 4 — 5 Tage ab, bevor sie in eine
Plateauphase Ubergeht oder alternativ um den 30. Tag eine zweite, geringergradigere

t81

Zunahme der Symptome folgt °'. Typischerweise kann ein Gewichtsverlust der

Versuchstiere wahrend der Studiendauer beobachtet werden.

1.7.2 Alternative Tiermodelle fir MS

Bei den EAE-Modellen gibt es neben der oben beschriebenen aktiven Sensitivierung
auch eine passive Variante. Bei diesem passiven Modell findet ein T-Zell-Transfer statt,
in dem entnommene T-Lymphozyten in vitro gegen Myelinproteine immunisiert und im
Anschluss in naive Versuchstiere injiziert werden. Der Vorteil des Verfahrens ist, dass
man die Induktion einer EAE sowohl mit CD4" als auch mit CD8"-T-Lymphozyten
durchfihren kann und sich die gewonnenen Studienergebnisse durch eine gute
Reproduzierbarkeit auszeichnen ', Jedoch eignet sich der passive T-Zell-Transfer nicht
fur die Untersuchung chronisch-demyelinisierter Lasionen und Axon-Verlusten, da die
Immunreaktion und die Krankheitssymptomatik nach Entfernen der auslésenden

Antigene stark abflacht und sich kein chronischer Erkrankungszustand entwickelt '¢°.
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Ein weiteres Modell ist die Induktion entziindlicher Demyelinisierung durch Picorna-
Viren, konkret dem Theilers Murine Enzephalomyelitis Virus (TMEV) '**. Der
Erkrankungsverlauf entspricht dem einer chronisch-progressiven MS und zeichnet sich
durch eine sekundare inflammatorische Demyelinisierung mit axonaler Schadigung aus
% Die Viren infizieren die Zellreihen von Makrophagen/Mikroglia, Astrozyten und
Oligodendrozyten, wodurch eine Chronifizierung moglich wird '**. Die Lasionen zeichnen
sich durch eine Infiltration von CD4*/CD8"-T-Lymphozyten aus, was den relevanten

Zellen einer humanen MS entspricht '%

. Jedoch sind die pathophysiologischen
Prozesse, die bei der Induktion mit Viren ablaufen, noch nicht vollstandig verstanden '’
Dartber hinaus konnte bisher keine Virusinfektion nachgewiesen werden, die zur
Ausbildung einer MS im Menschen flhrt, es wird lediglich eine Verbindung zwischen
einer Infektion mit EBV und einem erhdhten Risiko eine MS zu entwickeln,
angenommen. So bilden Virus-Modelle zwar wichtige Aspekte von MS-Erkrankungen
ab, dienen aber letztlich mehr dem Zweck Beobachtungen uUber Virus-induzierte

autoimmune Prozesse sammeln zu konnen.

Eine weitere Kategorie von MS-Modellen bilden die toxisch-ausgeldsten
Demyelinisierungen durch Kupfer-Chelatbildner (Cuprizone-Modell) oder durch
Lysolecithin. Beide zeichnen sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit ihrer Ergebnisse
aus, besitzen allerdings keinen autoimmunen Charakter bei demyelinisierenden
Prozessen und gehen nicht in einen chronischen Krankheitsverlauf tber "% Das
Cuprizone-Modell bewirkt durch Apoptose von Oligodendrozyten, Induktion einer

Mikrogliose und Astrozytose eine sekunddre Demyelinisierung %.

Im Rahmen der
Demyelinisierung erfolgt keine Aktivierung reaktiver T-Lymphozyten im Cuprizone-
Modell und Veranderung an der Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (BBB) konnten
ebenfalls nicht festgestellt werden, was ein Unterschied zur Pathophysiologie einer MS
im Menschen ist . Im Lysolecithin-Modell wird eine primare Demyelinisierung durch
Aktivierung der Phospholipase A2 induziert, die direkt toxisch auf das Myelin wirkt,
Oligodendrozyten, Axone oder andere Zellen sind eher weniger beteiligt '**.
Limitierungen beider Modelle entstehen durch die endogene Remyelinisierung nach
Beendigung der Fitterung mit Cuprizone oder Lysolecithin '®*. Dadurch ist die
Aussagekraft von Untersuchungen der Auswirkungen etwaiger neuer Therapeutika auf
das neuroregenerative Potential nur eingeschrankt verwertbar. Toxische Modelle eignen
sich schlussendlich weniger fir die Untersuchung der Pathophysiologie einer MS,
sondern mehr fir die grundlegenden Ablaufe bei de- und remyelinisierenden Prozessen

im ZNS.
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1.8 Ziele der Arbeit

a)

b)

Darstellung der suppressiven Wirksamkeit des FGFR-Inhibitors Fexagratinib auf
den Krankheitsverlauf der MOGas.ss-induzierten EAE

Untersuchung der Wirkung von AZD4547 auf Protein- und Genexpression, die
an der Myelinsynthese, Inflammation, dem FGFR-Signalweg und an
mitochondrialen Komplexen beteiligt sind

Wirkung von Fexagratinib auf die inflammatorische Aktivitdt von T- und B-
Lymphozyten sowie Microglia/Macrophagen mittels immunhistochemischen und
histopathologischen Gewebeschnitten

Untersuchung des Einflusses von AZD4547 auf de- und remyelinisierende

Prozesse und deren Morphologie sowie auf die Zelllinie von Oligodendrozyten
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Primare Antikorper fir WB und IHC

Antikorper Molekulargewicht | Bestellnummer | Hersteller
Anti-ATP6E 33 sc-514143 Santa Cruz, CA, USA
Anti-ATPB Subunit | 57 A21351 Invitrogen, CA, USA
Anti-BDNF 12-14 47808S Cell Signaling, MA, USA
Anti-CNPase 46 sc-166019 Santa Cruz, TX, USA
Anti-CSF1R 108 ab221684 Abcam, CB, UK
Anti-FGF9 30 PA5-50202 Invitrogen, CA, USA
Anti-FGFR1 92 97408 Cell Signaling, CA, USA
Anti-FGFR2 145 23328S Cell Signaling, CA, USA
Anti-GAPDH 37 sc-365062 Santa Cruz, TX, USA
Anti-MBP 12-18 78896S Cell Signaling, CA, USA
Anti-MT-ND1 36 ab222892 Abcam, CB, UK
Anti-pAkt 60 4060S Cell Signaling, CA, USA
Anti-pErk 42,44 4370S Cell Signaling, CA, USA
Anti-pFGFR1 120 44-1140G Invitrogen, CA, USA
Anti-pFGFR2 92 PA5-64796 Invitrogen, CA, USA
Anti-PLP1 20-30 859718 Cell Signaling, CA, USA
Anti-SOD2 25 13194S Cell Signaling, CA, USA
Anti-TrkB 95 ab18987 Abcam, CB, UK
Anti-VEGF 20-42 PA1-16948 Invitrogen, CA, USA
Anti-VEGFR2 210 9698S Cell Signaling, CA, USA
Anti-Mac3 (M3/84) | Farbung (IHC) 550929 BD Pharmingen, NJ, USA
Anti-CD3 (CD3-12) | Farbung (IHC) MCA1477 Bio-Rad, CA, USA
Anti-CD45R/B220 Farbung (IHC) 553089 BD Pharmingen, NJ, USA
Anti-Olig2 Farbung (IHC) MABNS50 Merck, HE, DE
Anti-TPPP/P25 Farbung (IHC) ab92305 Abcam, CB, UK

2.1.2 Sekundare Antikérper fur WB und IHC
Antikorper Dosierung Bestellnummer | Hersteller
Anti-mouse 1gG HRP-linked 1:1000 7076S Cell Signaling, CA, USA
Anti-rabbit IgG HRP-linked 1:1000 7074S Cell Signaling, CA, USA
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2.1.3 Primer fur die RT-PCR

Zielgen Sequenz (3 - 5°) Hersteller

ATP6 FP AGC TCACTT GCC CACTTCCT Eurofins Genomics, NRW, DE
ATP6 RP AAG CCG GAC TGC TAATGC CA Eurofins Genomics, NRW, DE
BDNF FP AAG GGC CAG GTC TGT TAAGC Eurofins Genomics, NRW, DE
BDNF RP GGT AAG AGA GCC AGC CAC TG Eurofins Genomics, NRW, DE
CNPase FP | CAG AGA GTG ATC CTT GGA GCC Eurofins Genomics, NRW, DE
CNPase RP | GTT CAT CTC CAG AAA TAA AGT GTC G | Eurofins Genomics, NRW, DE
CSF1R FP GAG GTG ACA GTG GTT GAG GG Eurofins Genomics, NRW, DE
CSF1R RP GTC CAC AGC GTT GAG ACT GA Eurofins Genomics, NRW, DE
CX3CL1FP | CTG CTC AGG ACC TCACCATGT Eurofins Genomics, NRW, DE
CX3CL1RP | ATG TCG CCC AAATAACAG GC Eurofins Genomics, NRW, DE
CX3CR1FP | CTG CTC AGG ACC TCACCATGT Eurofins Genomics, NRW, DE
CX3CR1RP | ATG TCG CCC AAATAA CAG GC Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF1 FP AGG AAA CGT CCA CAG TCA GG Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF1 RP CTC CTACGC CCACTCTTC AG Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF2 FP GGC TGC TGG CTT CTA AGT GT Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF2 RP ACT GGA GTATTT CCG TGA CCG Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF9 FP GTG AAG GAACCT TAC TTC TGT GGT Eurofins Genomics, NRW, DE
FGF9 RP GTC CTT GGG GTC TTC TAC CTT TCT C | Eurofins Genomics, NRW, DE
FGFR1 FP CAG ATG CAC TCC CAT CCT CG Eurofins Genomics, NRW, DE
FGFR1 RP GGG AGC TACAGG GTTTGG TT Eurofins Genomics, NRW, DE
FGFR2 FP AGC GCC TGT GAG AGA GAA G Eurofins Genomics, NRW, DE
FGFR2 RP CCG AAACTG TTACCT GTC TCC Eurofins Genomics, NRW, DE
GAPDH FP TGG CAA AGT GGA GATTGT TGC C Eurofins Genomics, NRW, DE
GAPDHRP | AAG ATG GTG ATG GGC TTC CCG Eurofins Genomics, NRW, DE
IFN-y FP CGG CAC AGT CATTGA AAG CC Eurofins Genomics, NRW, DE
IFN-y RP TGCATCCTTTTITCGC CTT GC Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-12 FP AGA CCA CAG ATGACATGG TGA Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-12 RP ACG ACG TGG GCTACAGGCTT Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-1B FP TAC CTGTGG CCTTGG GCCTCAA Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-1B RP GCT TGG GAT CCA CAC TCT CCA GCT Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-6 FP CTC TGC AAG AGA CTT CCA Eurofins Genomics, NRW, DE
IL-6 RP AGT CTC CTC TCC GGA CTT Eurofins Genomics, NRW, DE
iNOS FP TTG GAGGCC TTGTGTCAGCCCT Eurofins Genomics, NRW, DE
iNOS RP AAG GCA GCG GGC ACATGC AA Eurofins Genomics, NRW, DE
LINGO-1 FP | TCA TCA GGT GAG CGA GAG GA Eurofins Genomics, NRW, DE
LINGO-1 RP | CAG TAC CAG CAG GAG GAT GG Eurofins Genomics, NRW, DE
MBP FP TCC ATC GGG CGC TTC TTT AG Eurofins Genomics, NRW, DE
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MBP RP TCT CGT GTG TGA GTC CTT GC Eurofins Genomics, NRW, DE
MT-ND1 FP | GCT TTA CGA GCC GTA GCC CA Eurofins Genomics, NRW, DE
MT-ND1 RP | GGG TCA GGC TGG CAG AAG TAA Eurofins Genomics, NRW, DE
PLP1 FP GAG CAA AGT CAG CCG CAA AA Eurofins Genomics, NRW, DE
PLP1 RP CAA GCC CATGTC TTT GGC AC Eurofins Genomics, NRW, DE
SDHD FP GCT CGA GCT CTC CTACTCC Eurofins Genomics, NRW, DE
SDHD RP GCT TGG TGA CAG GTG AAT GT Eurofins Genomics, NRW, DE
SEMA3AFP | GGATGG GTC CTC ATG CTC AC Eurofins Genomics, NRW, DE
SEMA3A RP | TGG TGC TGC AAG TCA GAG CAG Eurofins Genomics, NRW, DE
TGF-B FP CTCCTGCTGCTTTCT CCCTC Eurofins Genomics, NRW, DE
TGF-B RP GTG GGG TCT CCC AAG GAA AG Eurofins Genomics, NRW, DE
TNF-a FP CGG TCC CCA AAG GGA TGA GAA GT Eurofins Genomics, NRW, DE
TNF-a RP ACG ACGTGG GCTACAGGCTT Eurofins Genomics, NRW, DE
TrkB FP TGA CGC AGT CGC AGATGC TG Eurofins Genomics, NRW, DE
TrkB RP TTT CCT GTA CAT GAT GCT CTC TGG Eurofins Genomics, NRW, DE
VEGF FP AAC GAT GAAGCC CTG GAG TG Eurofins Genomics, NRW, DE
VEGF RP GCT GGC TTT GGT GAG GTT TG Eurofins Genomics, NRW, DE
VEGFR2 FP | ACATTG CCT GGT CAA ACA GC Eurofins Genomics, NRW, DE
VEGFR2 RP | AGG CAT TGC AAT TCT GTC ACC Eurofins Genomics, NRW, DE

2.1.4 Puffer, Reagenzien und Enzyme

Name Chemikalien Bestell-Nr. Hersteller

Trenngel 30% Acryl-bisacrylamid-Mix; 30291 Carl Roth, DE
Rotiphorese® Gel 30
1,5 M Tris (pH 8,8); Resolving Gel | 1610798 Bio-Rad, CA, USA
Buffer
10% SDS; SDS ultrapure 2326.4 Carl Roth, DE
10% APS 9592.3 Carl Roth, DE
TEMED 2367.3 Carl Roth, DE
2-Propanol 33539 Sigma-Aldrich,

MO, USA

ddH20

Sammelgel 30% Acryl-bisacrylamid-Mix; 3029.1 Carl Roth, DE
Rotiphorese® Gel 30
1,5 M Tris (pH 6,8); Staching Gel | 1610799 Bio-Rad, CA, USA
Buffer
10% SDS; SDS ultrapure 2326.4 Carl Roth, DE
10% APS 9592.3 Carl Roth, DE
TEMED 2367.3 Carl Roth, DE
2-Propanol 33539 Sigma-Aldrich,

MO, USA

ddH20

Running Buffer Rotiphorese® 10X Running Buffer | 3060.2 Carl Roth, DE
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H20
Transfer Buffer Rotiphorese® 10X Running Buffer | 3060.2 Carl Roth, DE
Methanol STBJ9157 Sigma-Aldrich,
MO, USA
ddH20
10x TBS Tris Pufferan® 4855.2 Carl Roth, DE
(pH 7,2-7,6)
NaCl Natriumchlorid 3957 1 Carl Roth, DE
ddH20
1x TBST Tris Pufferan® 4855.2 Carl Roth, DE
NaCl Natriumchlorid 3957 1 Carl Roth, DE
Tween® 20 817072 Merck, DE
ddH20
5% BSA BSA-Fraction-V BSA-1T Capricorn
Scientific, DE
Tris Pufferan® 4855.2 Carl Roth, DE
NaCl Natriumchlorid 3957 1 Carl Roth, DE
Tween® 20 817072 Merck, DE
ddH20
Lysis Buffer NaCl Natriumchlorid 3957 1 Carl Roth, DE
Tris Pufferan® 4855.2 Carl Roth, DE
EDTA 8040.1 Carl Roth, DE
Glycerin 3783.1 Carl Roth, DE
Nonidet-P40 N3500 US Biological, MA,
USA
NaN3 K39252688 Merck, DE
906
cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, | 5892970001 Roche, DE
EASYpack
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 P5726-5ML Sigma-Aldrich,
MO, USA
Anasthetikum Ketamin 10% - Betapharm, DE
AZDA4547 AZD4547 S2801 Selleck
Chemicals, TX,
USA
Dimethylsulfoxid Dimethylsulfoxid (DMSO) A994 1 Carl Roth, DE
Formaldehyd Formaldehydlosung 4% 1.00496.5000 | Merck, DE
Freund-Adujvans Freund’s Adjuvant, Incomplete F5506 Sigma-Aldrich,
MO, USA
Proteinleitern PageRuler™ Prestained Protein 26616 Thermo Fisher
Ladder 22619 Scientific, MA,
USA
Loading Dye Roti® Load 1 K929.1 Carl Roth, DE
Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol 63689 Sigma-Aldrich,
MO, USA
Muskelrelaxans Xylavet® (Xylazin) 1205 CP-Pharma, DE
Mycobacterium M. Tuberculosis Des. H37 Ra 231141 Becton, Dickinson
Tuberculosis and Company,
MD, USA
Myelin- MOG35-55 (AA: SB023 sb-PEPTIDE, FR

Oligodendrozyten-

MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)
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Glykoprotein
Peptid (MOG)
Narkotikum IsoFlo (Isofluran) - Zoetis, NJ, USA
NFDM Nonfat-Dry-Milk 9999S Cell Signaling,
MA, USA
Pertussis Toxin Pertussis Toxin, Bordetella 516560 EMD Millipore,
MO, USA
Polyethylenglycol Polyethylenglycol 300 (PEG300) A2853 AppliChem, DE
RNAse-freies Water for Molecular Biology H20MB0106 | Merck, DE
Wasser
Stripping Buffer Restore® PLUS Western Blot 46430 Thermo Fisher
Stripping Buffer Scientific, MA,
USA
SYBR® Green iTag™ Universal SYBR® Green 172-5124 Bio-Rad, CA, USA
Supermix (5 ml)
TWEEN® 80 TWEEN® 80 P1754 Sigma-Aldrich,
MO, USA
2.1.5 Molekularbiologische Kits
Name Chemikalien Bestellnummer Hersteller
BCA Pierce™ BCA 23227 Thermo Fisher
Protein Assay Kit Scientific, MA, USA
lluminating Solution SuperSignal™ West | 34580 Thermo Fisher
Pico PLUS Scientific, MA, USA
Chemiluminescent
Substrate
Reverse QuantiTect® 205313 QIAGEN, DE
Transkription Reverse
Transcription Kit
RNA-Extraktion RNeasy® Mini Kit 74104 QIAGEN, DE
2.1.6 Verbrauchsmaterialien
Beschreibung Artikelname Bestellnummer | Hersteller
48-Well-Adapter (PCR) | MicroAmp™ 48-Well 4375284 Applied Biosystems,
Base Adaptor CA, USA
48-Well-Halterung MicroAmp™ Fast 48- 4375383 Applied Biosystems,
(PCR) Well Tray CA, USA
8er-Reagiergefalt- MicroAmp™ 8-Tube 10733087 Applied Biosystems,
Streifen (PCR) Strip (0,2 ml) CA, USA
8er-Verschlusskappen- | MicroAmp™ Optical 8- | 4323032 Applied Biosystems,
Streifen (PCR) cap Strips CA, USA
Anasthetikum Ketamin 10% - Betapharm, DE
Blotting Papier Filter paper 1703969 Bio-Rad, CA, USA
Cryotubes CRYO.S ™ (2 ml) 122263 Greiner Bio-One, DE
Filter Minisar® NML, Filter 16534-K Sartorius Lab
unit (0,2 pm) Instruments, DE
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Gefale fir Nass- Nunclon™ Delta 150318 Thermo Fisher
/Gelfutter Surface, 35x10 mm Scientific, MA, USA
Gefale fir Nass- CELLSTAR® Cell 628160 Greiner Bio-One, DE
/Gelfutter Culture Dishes, 60x15
mm
Gelfutter DietGel® Boost 72-04-5022 ClearH20, ME, USA
Glasspipetten CELLSTAR® 760180; Greiner Bio-One, DE
Serological pipette (25, | 607180; 606180
10, 5 ml)
Hydrogel HydroGel® 70-01-1062 ClearH20, ME, USA
Inhalationsnarkotikum IsoFlo (Isofluran) - Zoetis, NJ, USA
Kanule Sterican® Insulinaniile | 4665406 B. Braun SE, DE
27G 0,40 x 12 mm
Kanule Sterican® 4657675 B. Braun SE, DE
Standardkanile 24G
0,55 x 25 mm
Mikrotestplatte Mikrotestplatte 96 Well | 821.581 SARSTEDT, DE
Muskelrelaxans Xylavet® (Xylazin) 1205 CP-Pharma, DE
Nagerholzer Nagerholzer Grolke S NGS E-021 ABEDD, LVA
Nahrungssonde Plastic Feeding Tubes, | FTP-22-25 Instech Laboratories,
22ga x 25 mm PA, USA
Nitrocellulose Membran | Amersham™ Protran® | 10600004 General Electric
0,2 um Nitrocellulose Healthcare, IL, USA
Blotting Membran
Reagiergefalle Reagiergefale (1,5 ml) | 72690001; SARSTEDT, DE;
04-212-3000 Nerbe Plus, DE
Reagiergefalle SafeSealed 72.695.500 SARSTEDT, DE
Reagiergefal® (2 ml)
Reagiergefalle (PCR) Reagiergefale (0,2 ml) | 04-012-1130 Nerbe Plus, DE
Spritze Injekt® Luer Solo (20 4606305V B. Braun SE, DE
ml)
Spritze Injekt®-F Solo (1 ml) 99166017V B. Braun SE, DE
Sterile Pipettenspitzen Filtertips (1000, 100, 06-693-5300; Nerbe Plus, DE
20, 10 ul) 06-642-5300;
07-622-8300;
06-602-5300
Tapeband Durapore™ 1538-1 3M, MN, USA
Kunstseidenpflaster 2,5
cmx9,1m
Testrohrchen CELLSTAR® TUBES 227 261; 188 Greiner Bio-One, DE
(50, 15 ml) 271
Trockenfutter 1324 TPF (Total 1324 Altromin
Pathogen Frei) Spezialfutter, DE
Unsterile Pipettenspitzen (1000, | 70.3050.020; SARSTEDT, DE
Pipettenspitzen 200, 10 ul) 70.760.012;
70.1115
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2.1.7 Laborgerate

Beschreibung Artikelname Hersteller
Bildentwickler INTAS ECL Chemocam INTAS Science Imaging
Imager Instruments, DE

Elektroden

Mini-PROTEAN® Tetra
Electrode Assembly

Bio-Rad Laboratories, CA,
USA

Elektrophorese-Behalter

Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Elektrophoresis Cell

Bio-Rad Laboratories, CA,
USA

well, 1.5 mm

Feinwaage Analysenwaage MS105DU/M | Mettler Toledo, DE
Filterhaube Filterhaube mit TECNIPLAST, IT
Verschlussklammer
Froster NUAIRE -86°C ultralow NuAire, MN, USA
freezer
Gel-Kamm Mini-PROTEAN® Combs, 15 | Bio-Rad Laboratories, CA,

USA

Gewebe-Homogenisator

TissueRuptor Il

QIAGEN, DE

Gitterdeckel (Tierversuch)

Innenliegender Standard
Gitterdeckel

TECNIPLAST, IT

Glasplatten

Mini-PROTEAN® Short
plates

Bio-Rad Laboratories, CA,
USA

Glasplatten Halterung

Mini-PROTEAN® Casting
Frame

Bio-Rad Laboratories, CA,
USA

Glasplatten m.

Mini-PROTEAN® Glass

Bio-Rad Laboratories, CA,

Incubator

Abstandshalter plates with 1.5 mm spacers USA

Heizblock Eppendorf ThermoMixer® Eppendorf, DE
Comfort

Inkubator Heraeus® Function Line Heraeus Holding, DE

Kafig (Tierversuch)

1284L EUROSTANDARD
TYPIIL

TECNIPLAST, IT

Kuhlschranke

Kihlschranke +4°C, Froster -
20°C

Robert Bosch Hausgeréate,
DE

Magnetrihrer IKA RH Basic IKA-Werke, DE

Mikroliterzentrifuge Mikro 120 Andreas Hettich, DE

Mikroskop Axio Scan Z1 Mikroskop Carl Zeiss Microscopy, DE

Multipipette BIOHIT Proline Plus (300 pl) | Sartorius Stedim Biotech, DE

Nanophotometer Nanophotometer P330 IMPLEN, DE

PCR-System StepOne™ Real-Time PCR Applied Biosystems, CA,
System USA

pH-Messgerat

HI2002 edge®

Hanna Instruments, DE

Pipetten

Eppendorf Reference (1000,
200, 100, 20, 10 pl)

Eppendorf, DE

Pipettierhilfe

Pipetus®

Hirschmann Laborgerate, DE

Rollenmischgerat

RM5 Assistent Nr. 348

Glaswarenfabrik Karl Hecht,
DE

Spektrometer Thermo Scientific Multiskan Thermo Fisher Scientific,
EX® MA, USA

Stromversorgung Elektrophoresis Power Consort bvba, BEL
Supply EV 231

Tischzentrifuge Universal 320 R Andreas Hettich, DE
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Tischzentrifuge (PCR) Labnet Spectrafuge™ Labnet International, NJ,
C1301B USA
Trankeflasche (Tierversuch) | Trankeflasche, max. TECNIPLAST, IT
Volumen 300 ml
Trankekappe, kurz Standard Trankekappe, 25 TECNIPLAST, IT
mm
Trankekappe, lang Spezielle Trankekappe, 65 TECNIPLAST, IT
mm
Transferblot-Geréat Trans Blot® SD Semi Dry Bio-Rad Laboratories, CA,
Transfer Cell USA
Ultraschall-Homogenisator SONOPLUS HD 2070.2 BANDELIN electronic, DE
Unterschlupf (Tierversuch) Mouse House® TECNIPLAST, IT
Vertikale Gel Halterung Mini-PROTEAN® Casting Bio-Rad Laboratories, CA,
Stand USA
Vortexmischer PEQ TWIST PEQLAB Biotechnologie, DE
Waage Prazisionswaage PCB 1000- | KERN & SOHN, DE
2, max. 1000 g
Waage Prazisionswaage PCB, max. | KERN & SOHN, DE
1000 g

2.1.8 Software

Programmname Versionshummer
GraphPad Prism Version 9.5
Imaged Version 1.8.0_172
INTAS ChemoStar Imager Software Version 0.4.18.0
StepOne Software Version 2.3

ZEN 3.2 (blue edition) Version 3.2
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2.2 Methoden

2.2.1 Ethikvotum

Alle Ma3nahmen, die im Rahmen des hier beschriebenen Tierversuches stattfanden,
unterliegen der Richtlinie 2010/63 zum Schutz von Versuchstieren der Europaischen
Union. Das Tierversuchsvorhaben wurde durch das Regierungsprasidium Giel3en am
09.09.2020 nach § 8 Abs. 1 TierSchG unter dem Aktenzeichen GI120/18 Nr. G38/2020

genehmigt.

2.2.2 Versuchsablauf

2.2.2.1 C57BL/6J Mause

In den Tierversuchen wurden weibliche C57BL/6J Wild Typ Mause (Charles River
Laboratories, DE), im Alter von 8 — 12 Wochen (zu Versuchsbeginn) und einem
altersentsprechenden Gewicht von rund 20 — 25 g, genutzt. C57BL/6J Mause sind
etablierte Versuchstiere eines Inzuchtstammes, die zur Beantwortung zahlreicher
medizinischer Fragestellungen, aus den Gebieten rund um Diabetes, Adipositas,
Tumorwachstum, kardiovaskularen Pathologien sowie neurobiologischen
Erkrankungen, herangezogen werden ". In friiheren Publikationen zum Thema MS und
EAE-Induktion wurden weibliche Tiere dieses Stammes verwendet, da MS bei
weiblichen Patientinnen rund 2,8-mal haufiger auftritt, als in  mannlichen
Vergleichsgruppen ?'. Ebenfalls wurde das typische Alter bei Erstmanifestation einer
MS, das bei Menschen Ublicherweise im jungen Erwachsenenalter durchschnittlich bei
30 Jahren liegt, auf die Lebensspanne der Versuchstiere Ubertragen, was einem Alter

von ca. 12 Wochen entspricht %',

2.2.2.2 Haltungsbedingungen wahrend der Versuche

Wahrend der Versuche wurden die Mause in Gruppen von 2-5 Tieren in Standardkafigen
(Tecniplast, IT) mit Holzstreu und zusatzlichem Enrichment-Material (Abedd, LVA)
gehalten. Sie hatten unbegrenzten Zugang zu Wasser, auflerdem standen Trocken- und
Gelfutter (Altromin Spezialfutter, DE; ClearH20, ME, USA) im Ké&fig bereit, welche taglich
aufgefullt wurden. Sobald die Krankheitssymptome einen EAE-Score von 3
Uberschritten, wechselten die betroffenen Tiere in einen modifizierten Kafig. Dieser war
zur erleichterten Fortbewegung und Nahrungsaufnahme der Mause mit Cellulose Papier
ausgelegt, das Gelfutter wurde durch Nassfutter und angedicktes Wasser (ClearH20,
ME, USA) erganzt (Abb. 7).
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Innerhalb des Tierstalls herrschte eine konstante Raumtemperatur von 22 + 2°C, eine
relative Luftfeuchte von 55 + 10% und ein Hell-Dunkel-Rhythmus von 14:10 Stunden.

Abbildung 7. Ausstattung der im Tierversuch verwendeten Kifige.

Links: Standardkafig fur Tiere mit EAE-Score < 3. Holzstreu (1), Versteck (2), Enrichment-Material (3),
Trockenfutter (4) und Gelfutter (5).

Rechts: Modifizierter Kafig fur Tiere mit EAE-Score = 3. Cellulose-Papier (1), Versteck (2), Enrichment-
Material (3), Trockenfutter (4), Gelfutter (5), Nassfutter (6), Hydrogel (7).

Hinweis: Weiteres Trockenfutter und Wasser befinden sich in Halterungen des Kafigdeckels.

Eigene Darstellung

2.2.2.3 Induktion der EAE mit MOGa3s.55

Die EAE kann, wie bereits unter Abschnitt 1.4.1 beschrieben, durch unterschiedliche
Methoden ausgeldst werden. Fur die hier beschriebene Arbeit wurde das Verfahren der
EAE-Induktion durch MOG3s.55 gewahlt, da es die Pathophysiologie, die Symptomatik
und den klinischen Verlauf einer MS Erkrankung am genauesten nachahmt.

Die EAE-Induktion findet an Tag 0 des Versuches statt. 60 Minuten vor der eigentlichen
MOG-Applikation wird den Mausen jeweils 300 ng Pertussis Toxin (EMD Millipore, MO,
USA) gel6st in 100 ul PBS i.p. verabreicht, mit dem Ziel die Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke zu erhéhen. Im Blutstrom zirkulierende Effektorzellen sollen so leichter ins

ZNS eintreten und ihre Wirkung entfalten kénnen. Fur die EAE-Induktion werden 200 pl
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MOG-Emulsion benétigt, die im Verhaltnis 1:1 aus MOG-Antigen und vollstdndigem
Freund'schen Adjuvans (CFA) bestehen. Dazu werden zunachst 300 ug MOGss.ss (sb-
PEPTIDE, FR) mit 100 yl PBS vermengt. Weiter werden 100 pl unvollstadndiges
Freund‘sches Adjuvans (ICF; Sigma-Aldrich, MO, USA) mit 1 mg Mycobacterium
tuberculosis (Becton, Dickinson and Company, MD, USA) zum CFA gemischt. Die
Emulsion aus Antigen und CFA wird mit Hilfe von Ultraschall homogenisiert (BANDELIN
electronic, DE). M. tuberculosis wird zur Verstarkung der Immunreaktion im ZNS genutzt
13104 unter anderem um sicherzustellen, dass die EAE mit héherer Wahrscheinlichkeit
ausgeldst wird. Anschlieftend werden jedem Versuchstier 4 x 50 ul (gesamt 200 pl) der
MOG-Emulsion s.c. in den Bereich der drainierenden Lymphknoten in der Achsel- und
Leistenregion injiziert. Wahrend der Injektion werden die Tiere mit dem
Inhalationsanasthetikum Isofluran (Zoetis, NJ, USA) narkotisiert. Die erforderliche
Narkosetiefe wird Gber Reflextestungen an den Vorder- und Hinterlaufen Gberpruft. 48
Stunden nach der MOG-Injektion wird erneut eine zweite Dosis von 300 ng Pertussis
Toxin zur Permeabilitatserhéhung der BHS verabreicht, um den Wirkeintritt der EAE

sicherzustellen.

2.2.2.4 Applikation von Fexagratinib (AZD4547)

Diese Studie bestand darin, den unselektiven FGFR-Inhibitor Fexagratinib in zwei
Dosierungen (6,25 bzw. 12,5 mg/kg Kdorpergewicht) in einem suppressiven Ansatz zu
erproben. Die Versuchstiere befanden sich wahrend des Versuchs in einem akuten bzw.
chronischen Krankheitsstadium. Innerhalb des suppressiven Ansatzes werden der
Wirkstoff bzw. das Placebo-Praparat taglich von Tag 10-19 p.i. oral verabreicht. Die
Tétung der Versuchstiere der akuten Phase erfolgte an Tag 20 p.i.; die der chronischen
Phase an Tag 42 p.i. (Abb. 8).

Das Verum wurde auf Basis eines mittleren Kdérpergewichts der Mause von 20 g fir
beide Konzentrationen (6,25 bzw. 12,5 mg/kg KG) mit 4% DMSO (Carl Roth, DE), 30%
PEG300 (AppliChem, DE), 5% TWEEN® 80 (Sigma-Aldrich, MO, USA) und 61% ddH.O
gemischt. Das Placebo-Praparat wurde ebenfalls im oben genannten Verhaltnis
vermengt, jedoch ohne die Wirkstoffkomponente AZD4547. Verum bzw. Placebo wurden
taglich oral per Magensonde (Instech Laboratories, PA, USA) in einem Volumen von 0,1

ml pro 20 g Korpergewicht verabreicht.
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Induktion Versuchsende Versuchsende
MOG3s.ss EAE akute Phase chronische Phase
Tag 0 Tag 18 bzw. 20 Tag 42
_J
Praventiv R~
VS i SN
Placebo oder Suppressiv ,
AZD4547
oral/téglich Placebo oder N
6,25/12,5 mg/kg AZDA547 <
Tag 0-9 oral/taglich
6,25/12,5 mg/kg
Tag 10-19

Abbildung 8. Schema des Versuchsablaufs.

Zeitliche Darstellung des Versuchsablaufs der akuten und chronischen Phase mit Zeitpunkt und Dauer der
Medikamenten-/ Placebo-Gabe beim praventiven und suppressiven Therapieansatz. In dieser Arbeit wird
nur Uber die Ergebnisse des akuten und chronisch suppressiven Therapieansatzes berichtet.

Eigene Darstellung, erstellt mit Biorender.com

2.2.2.5 Probenentnahme und Fixierung der Gewebe

Die Art der Probenentnahme unterscheidet sich je nach weiterer Verwendung, im
Rahmen dieser Arbeit wurde Gewebe mittels Western Blot, PCR und IHC verwendet.

Far Protein- und mRNA-Analysen werden die Versuchstiere in ihren vertrauten Kafigen
mittels CO2-Einstroms (ca. 13 I/min) getdtet. Die Gewebeanteile fur die spatere
Untersuchung im Western Blot werden in Lysis Buffer bei +4 °C gelagert, um
weiterverarbeitet zu werden. Gewebe, die einer mRNA-Analyse unterzogen werden,
mussen in flissigem Stickstoff direkt nach der Entnahme schockgefrostet werden und

anschlieend bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert werden.

Die Gewebeentnahme fiir immunologisch/morphologische Untersuchungen im Rahmen
der Immunhistochemie unterscheiden sich dahingehend, dass die Gewebe direkt mit
Formaldehyd (Merck, DE) perfundiert werden missen. Dazu werden die Mause
zunachst mit Ketamin (Betapharm, DE) anasthesiert und mit Xylazin (CP-Pharma, DE)
muskelrelaxiert. Nach entsprechender Prifung der Anasthesietiefe durch versuchte

Reflexauslésung an den Vorder- und Hinterldufen wird der Hautschnitt und die
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Sternotomie durchgefihrt. Diese Schritte sind nétig, um nun den gesamten Kérper mit
Formaldehyd perfundieren zu kénnen. Dazu wird zunachst eine Kantle (B. Braun SE,
DE) in den linken Ventrikel gestochen und danach das rechte Atrium eréffnet, um ein
ausreichendes Durchspllen der Organe zu gewahrleisten. Nun wird der Kérperkreislauf
mit ca. 10 ml gekihltem PBS durchspiilt (Perfusionsgeschwindigkeit: 30 ml/min mittels
Perfusor), um mdoglichst das gesamte Blutvolumen herauszuwaschen. Danach folgt die
erste Fixierung des Gewebes mit 10 ml gekihlter 4%iger Formaldehyd-Lésung,

anschlielend werden die Proben fir mindestens sieben Tage in Formaldehyd eingelegt.

2.2.2.6 EAE-Scoring

Die neurologischen Defizite der Mause, hervorgerufen durch die EAE-Induktion, werden
innerhalb des Versuchszeitraums taglich morgens, bei Mausen mit einem Score = 3
zusatzlich nachmittags, bewertet. Die Quantifizierung wird unabhangig durch einen

erfahrenen Mitarbeiter*in nach den in Tabelle 9 definierten Kriterien vorgenommen.

Score Definition

0 Keine erkennbaren Defizite

0,5 Parese der Schwanzspitze

1 Parese des Schwanzes

1,5 Leichte Parese der Hinterbeine

2 Mittelschwere Parese der Hinterbeine

2,5 Schwere Parese der Hinterbeine

3 Plegie der Hinterbeine

3,5 Plegie der Hinterbeine mit kombinierter Parese der Vorderbeine
4 Hochgradige Parese aller Extremitaten

4,5 Hochgradige Parese aller Extremitaten mit kombinierter Inkontinenz
5 Moribund/Tod

Tabelle 9. Definition der motorischen Defizite bei entsprechendem EAE-Score nach MOGss.s5 EAE-

Induktion.

2.2.3 Western Blot (WB)

Der Western Blot ist eine semi-quantitative Methode zur Analyse von Proteinen. Dazu
wird ein Polyacrylamid-Gel mit Proteinen beladen, die anschlieRend in einer
Gelelektrophorese entsprechend ihres molekularen Gewichts aufgetrennt werden.
AnschlieRend werden die sich im Gel befindlichen, aufgetrennten Proteine, im semi-dry-

Verfahren auf eine zwischen puffergetrankten Filterpapieren  befindliche
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Nitrocellulosemembran Ubertragen bzw. geblottet. Die proteinhaltige Membran dient nun
als Grundlage fir weitere Arbeitsschritte, wie z.B. der Detektion von Proteinen mit

spezifischen Antikdrpern.

2.2.3.1 Probenvorbereitung

Nach der unter Abschnitt 2.2.2.5 geschilderten Probenentnahme wird das bei +4 °C in
Lysis Buffer gelagerte Gewebe nun mit Hilfe eines Gewebe-Homogenisators (QIAGEN,
DE) fur die weiteren Arbeitsschritte zerkleinert. Die Zerkleinerung des Gewebes ist nétig,
damit die Zellverbande, in deren Inneren sich die bendtigten Proteine befinden, zerstort
werden. So befinden sich die Proteine nach der Homogenisierung frei im Lysis Buffer,
der zum Schutz vor Proteinverdau wahrend der Lagerung mit Proteinase-/Phosphatase-
Inhibitoren (Sigma-Aldrich, MO, USA) versehen ist. Das Homogenisat wird zur weiteren
Trennung von Zelldetritus und Proteinen bei +4 °C und 14.000 U/min. fir 30 Minuten
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation hat sich ein pellet-artiger Bodensatz gebildet, um
den herum nun der proteinhaltige Uberstand abpipettiert wird. Bis zum n&chsten
Arbeitsschritt wird der Uberstand bei -20 °C gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach SMITH

Nach der Probenaufbereitung ist es nétig die Proteinkonzentrationen der einzelnen
Proben zu bestimmen, um eine spatere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu ermdglichen.
Nur so kann bei veranderten Proteinmustern im Western Blot auch auf eine
unterschiedliche Proteinkonzentration in den Ausgangsproben geschlossen werden. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) benutzt und nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Fur die eigentliche Konzentrationsbestimmung wird die Intensitat des
Farbwechsels nach Zugabe der im Protokoll erwdhnten Reagenzien mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) gemessen. Nach der
Konzentrationsbestimmung werden die Proben mit Lysis Buffer verdinnt, sodass sie

eine Konzentration von 1 ug/ul besitzen.

2.2.3.3 Durchfuhrung der Western Blots

Zur Durchfiihrung eines Western Blots wird zuerst eine SDS-PAGE durchgefuhrt, fur die
ein, aus Sammel- und Trenngel bestehendes, 10%iges-Polyacrylamid-Gel hergestellt
werden muss. Von den in Absatz 2.2.3.2 gereinigten Proben werden nun 15 ug Proteine
mit je 5 pl Loading Dye (Carl Roth, DE) vermischt und fir 5 min bei 95 °C im Heizblock

38



2. MATERIAL UND METHODEN

erhitzt, um anschlieRend das Gel mit einem Volumen von 15 pl pro Tasche zu befillen.
Zur spateren lIdentifizierung der Proteine anhand ihres Molekulargewichts werden
Proteinleitern (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) verwendet. Das beladene
Polyacrylamid-Gel wird nun in Running Buffer gestellt und eine vertikale Spannung
angelegt. Die Proteine sind durch Hitze und den Einsatz von (B-Mercaptoethanol im
Loading Dye denaturiert, sodass sie mit Hilfe von SDS proportional zu ihrer GroR3e
negativ geladen werden und sich anschliel3end entlang der Spannung aufreihen.

Nach Abschluss der SDS-PAGE wird das Gel auf eine Nitrocellulosemembran (General
Electric Healthcare, IL, USA) gelegt, die sich zwischen zwei in Transfer Buffer getrankten
Filterpapieren (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) befindet. Wahrend dieses semi-dry-
blotting Verfahrens wird erneut eine senkrecht zum Gel stehende Spannung angelegt,
die nun die Proteine auf die Nitrocellulosemembran Ubertragt ohne dabei ihre Position

untereinander zu verandern.

2.2.3.4 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Transfer werden die Membranen fur 1 Stunde bei +4 °C in 10 ml BSA gerollit.
AnschlieRend werden 5 ml neues BSA zu der Membran geflllt und der primare
Antikorper wird in der nétigen Konzentration hinzugegeben, der nun fur ca. 12-15
Stunden bei +4 °C rollend inkubieren muss. Nach der Inkubationszeit wird die Membran
3 x fur 5 min mit je 10 ml TBST rollend bei Zimmertemperatur gewaschen, um die
verbliebenden Antikdrper zu entfernen. AnschlieRend wird der sekundare Antikérper in
5 ml NFDM hinzugegeben und ebenfalls rollend bei Zimmertemperatur fur ca. 1,5
Stunden inkubiert. BSA und NFDM werden verwendet, um unspezifische Bindungen der
Antikorper zu verringern, indem freie Bindungsstellen an den Proteinen auf der Membran
durch Zugabe von BSA/NFDM blockiert werden. Zuletzt wird die Membran erneut 3 x fur
5 min mit je 10 ml TBST bei Zimmertemperatur rollend gewaschen, um auch die
restlichen, nicht gebundenen sekundaren Antikdrper zu entfernen.

Zur Darstellung der Antigen-Antikdrper-Komplexe wird nun eine Chemilumineszenz
Lésung (ECL; Thermo Fisher Scientific, MA, USA) fur 5 min auf die Membran
aufgetragen. Die primaren Antikdrper binden spezifisch an die Proteine und wurden
wiederum von den sekundaren Antikdrpern gebunden. Die sekundaren Antikdrper sind
zusatzlich mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt, die nun durch Zugabe der
ECL-L6sung eine Lichtreaktion katalysiert. Diese Chemilumineszenz-Reaktion kann mit
einem Bildentwickler (INTAS Science Imaging Instruments, DE) detektiert werden,

sodass das gesuchte Protein als Bande erkennbar ist.

39



2. MATERIAL UND METHODEN

2.2.3.5 Auswertung der Western Blots

Um nun Ruckschlisse auf die Proteinkonzentration der einzelnen Proben ziehen zu
kénnen, mussen die Proteinbanden quantifiziert werden. Zur Quantifizierung wurde
ImagedJ benutzt und die ermittelten Werte jeweils ins Verhaltnis zur Konzentration der
Ladungskontrolle gesetzt. Als Ladungskontrolle diente in dieser Arbeit durchgangig das

Glykolyse-Enzym Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

2.2.4 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Eine Polymerase Kettenreaktion ist ein molekularbiologisches Verfahren zur kiinstlichen
Vervielfaltigung von DNA-Proben und kann als Nachweis- und
Quantifizierungsverfahren von genetischem Material dienen. Der Zusatz reverse
transcription drickt in diesem Fall aus, dass das urspriingliche genetische Material als
mMRNA codiert war und kinstlich durch Einsatz einer reversen Transkriptase in DNA
umgeschrieben worden ist. mMRNA wird verwendet, da diese Art der RNA bereits alle
Splicing-Prozesse durchlaufen hat und somit nur noch aus codierenden Abschnitten
besteht.

2.2.4.1 Probenvorbereitung

Die Proben wurden wie unter Abschnitt 2.2.2.5 beschrieben direkt nach der Entnahme
in flussigem Stickstoff schockgefrostet und anschlieBend bei -20 °C gelagert. Im
weiteren Verlauf wird die Probe nun ebenfalls mit einem Gewebe-Homogenisator
(QIAGEN, DE) zerkleinert, um die in der Zelle befindliche mRNA freizusetzen. Fir die
daran anschlieBende Aufreinigung der mMRNA wurde das RNeasy® Mini Kit (QIAGEN,

DE) benutzt und nach den Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

2.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der zuvor isolieten mRNA wird nun im Nanophotometer (IMPLEN,
DE) bestimmt, damit fir die nachfolgende cDNA-Synthese alle Proben die gleiche
Ausgangsmenge an mRNA besitzen. Die bei dieser Arbeit fir die cDNA-Synthese
verwendete Menge an mRNA betrug 1 pg.
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2.2.4.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der fir die PCR bendtigten cDNA erfolgt nach den Angaben des
Herstellers unter Verwendung des QuantiTect® Reverse Transcription Kit (QIAGEN,
DE). Die verwendete Menge an mRNA fir die cDNA-Synthese betrug 1 ug/Probe. Das
gesamte Reaktionsvolumen nach Beendigung der Synthese betrug 25 pl/Probe (inkl.
aller verwendeten Reagenzien nach Protokoll des Herstellers) und wurde nachfolgend
mit jeweils 175 pl RNase-freiem Wasser (Merck, DE) auf ein Totalvolumen von 200 pl

verdunnt.

2.2.4.4 Durchfuhrung der PCR

Zur Durchfihrung der PCR wurde jeweils ein Mastermix mit den Primern des zu
untersuchenden Gens und ein Mastermix mit Primern fur die Ladungskontrolle (GAPDH)
angesetzt. Das gesamte Reaktionsvolumen pro Probe betragt 20 ul, davon sind 19 pl
Mastermix, bestehend aus 10 pl iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad,
CA, USA), 7 ul RNase-freies Wasser (Merck, DE), und jeweils 1 pl Forward- und
Reverse-Primer. Die individuelle cDNA wird in einem Volumen von 1 pl hinzugegeben.
Jede Probe wurde zur Verbesserung der Ergebnisgenauigkeit doppelt pipettiert.
AnschlieRend werden die Proben in insgesamt 40 Zyklen repliziert und die

Schmelzkurven ermittelt, um die Spezifitdt der Amplifikate sicherzustellen.

2.2.4.5 Auswertung der PCR

Die letztendliche Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgt mit der AACT-Methode. Bei
dieser Methode werden zuerst die CT-Werte des Zielgens mit denen der
Ladungskontrolle ins Verhaltnis gesetzt und anschlieRend die Behandlungsgruppen mit

der Kontrollgruppe verglichen.

2.2.5 Histopathologische und immunhistochemische Untersuchung (IHC)

Die gesonderte Probengewinnung und Fixierung der Gewebe sind im Abschnitt 2.2.2.5
beschrieben, hier wird nur auf die verwendeten Farbungen eingegangen. Alle
Rickenmarksproben wurden nach der Einbettung in Paraffinblécke zwecks folgender

immunhistochemischer Untersuchungen in 1 ym dinne Scheiben geschnitten.
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2.2.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wird zur Darstellung feingeweblicher Strukturen
verwendet und wurde im Rahmen dieser Studie zur Beurteilung der Entzindungsaktivitat
anhand von Zellakkumulationen genutzt. Dazu wurden die 1 ym dicken Gewebsschnitte
zunachst mit Xylol nach der Paraffineinbettung gereinigt und mit Ethanol rehydriert. Im
ersten Schritt folgte die Farbung mit Hamatoxylin fur 5 Minuten und einer nachfolgenden
Spulung mit Wasser. Im zweiten Schritt wurden die Gewebsschnitte fur weitere 5
Minuten in Eosin eingefarbt und mittels Spulung mit Alkohol dehydriert. Zuletzt wurden
die Schnitte unter Verwendung von Eindeckmittel und Deckglasern auf den

Objekttragern platziert.

2.2.5.2 Bielschowsky-Silber-Farbung

Die Versilberung nach Bielschowsky stellt eine Methode zur Darstellung von Neuronen
und ihren axonalen Verastelungen dar und wurde in dieser Studie zur Quantifizierung
der Remyelinisierung in Lasionen der weilden Substanz des ZNS benutzt. Die Schnitte
wurden erneut mit Xylol entwachst und mit Ethanol rehydriert. AnschlieRend folgte die
20-minutige Inkubation mit 20%iger Silbernitrat-Lésung (AgNO3) ohne Lichteinfluss und
der Reinigung mit Wasser. Nachfolgend wurden die Gewebe mit Natriumthiosulfat fiir 2
Minuten inkubiert und erneut mit Wasser gewaschen, danach dehydriert und letztlich auf

Objekttragern fixiert.

2.2.5.3 Luxol fast blue/periodic acid-schiff-Farbung (LFB/PAS)

Die LFB/PAS-Farbung dient der Darstellung von Myelin und eignet sich zur Beurteilung
von demyelinisierten Arealen im Rahmen der MS-Erkrankung. Die Gewebeschnitte
wurden zuerst mit Xylol entwachst und mit Ethanol rehydriert. Die Inkubation mit Luxol
fast blue erfolgte bei 56 °C Uber Nacht und wurde mit der Farbung in Kristall-Violett fur
30-40 Sekunden abgeschlossen. Nachdem das Uberschissige Farbemittel abgetropft
war, wurden die Schnitte rehydriert und mit Eindeckmittel und Deckglasern auf

Objekttragern fixiert.

2.2.5.4 Immunhistochemische Farbungen

Immunhistochemische Farbungen wurden in dieser Arbeit zur spezifischen Markierung
und Differenzierung von immunmodulatorischen Zellen und Oligodendrozyten

verwendet, um das Ausmal der Zellinfiltration, Zelldifferenzierung und Inflammation im
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Rickenmark zu untersuchen. Dazu wurden die Gewebsschnitte zunachst mit Xylol
entwachst und mit Ethanol rehydriert. Im Anschluss daran wurden Schnitte fir 3 x 5
Minuten in kochendem Citratpuffer (10 mM, pH 6) behandelt, um eine ausreichende
Antigendemaskierung bzw. Antigen-Retrieval zu gewahrleisten. Zusatzlich wurde die
Aktivitdt endogener Peroxidasen durch 10-minltiges Einwirken in 3%igem
Wasserstoffperoxid blockiert. Die vorbereiteten Gewebe wurden anschlieRend in
10%igem-FBS fir 1 Stunde und mit den entsprechenden primaren Antikdrpern Gber
Nacht bei +4 °C inkubiert. Im Rahmen der Versuche wurden primare AntikGrper gegen
aktivierte Mikroglia/Makrophagen (Mac3, Pharmingen, CA, USA), T-Lymphozyten (CD3,
Serotec, UK), B-Lymphozyten (B220, Pharmingen, CA, USA), unreife Oligodendrozyten
(Olig2, MerckMillipore, DE) und reife Oligodendrozyten (P25, Abcam, UK) genutzt. Im
letzten Schritt erfolgte die Inkubation mit sekundaren, biotinylierten Antikérper fir 1
Stunde. Die Immunreaktivitait wurde mit Hilfe des Avidin-Biotin-Komplexes

nachgewiesen.

2.2.5.5 Auswertung

Die Arten der Auswertungen bei den histopathologischen Farbungen und bei den
immunhistochemischen Verfahren unterscheiden sich voneinander. Bei allen Farbungen
wurden stets zwischen 3 bis 6 verschiedene Schnittebenen (zervikal bis lumbal) je Maus
und Farbung untersucht, um eine mdglichst verldssliche Aussage Uber das gesamte
Rickenmark treffen zu kénnen. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit Hilfe des
Axio Scan Z1 Mikroskops angefertigt und mit der Software ZEN 3.2 (blue edition)
ausgewertet (beide Carl Zeiss Microscopy GmbH, DE).

Die HE-Farbung stellt Zellkerne und vorhandene Zellakkumulationen dar, diese sind
Zeichen einer vermehrten Gewebsinfiltration und kénnen Hinweise fir inflammatorische
Prozesse liefern. Im Rahmen der Auswertung wurden Zellansammlungen nach Anzahl
der Zellen mit einem Punktwert zwischen 1 und 5 bewertet, 1 spricht fir eine sehr geringe
Inflammation, 5 fur starkste Entziindungsprozesse (Tabelle 10). AnschlieRend wurde der

durchschnittliche Inflammationsindex je Maus ermittelt.

Die Versilberung nach Bielschowsky farbt Neurone und deren axonale Verastelungen
an und kann als Indikator fir die axonale Dichte herangezogen werden. Dazu wurde die
Anzahl von Axonen pro Gewebeschnitt in jeweils 10 Quadraten mit einer Gré3e von je
5.000 um?in demyelinisierten Arealen der weiRen Substanz (White matter lesion; WML)

bestimmt. Fir jede Maus wurde die Anzahl an Axonen ebenfalls in einem gesund-
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erscheinenden Areal (Normal-appearing white matter; NAWM) gleicher GroRe erfasst
und mit den Werten aus den WMLs ins Verhaltnis gesetzt. Die Werte wurden
anschlieend gemittelt und als WML/NAWM (%) angegeben. Die Werte geben
Ruckschlisse auf den Grad und das Ausmal der Remyelinisierung und der neuronalen
Regenerationsfahigkeit in urspriinglich demyelinisierten Lasionen der weiRen Substanz.
Die LFB/PAS-Farbung farbt das Myelin der axonalen Myelinscheiden ein und ermdglicht
die Beurteilung des Anteils der Demyelinisierung an der Gesamtflache der weilen
Substanz. Dazu wurde die Flache der gesamten weifden Substanz jedes verwertbaren
Gewebeschnittes ausgemessen (Total White Matter; TWM). AnschlieRend wurden die
Flachen aller demyelinisierten Herde erfasst (White Matter Lesions; WML) und diese
Summe ins Verhaltnis zur TWM gesetzt (WML/TWM (%)).

Die Auswertung der immunhistochemischen Marker (CD3, Mac3, B220, Olig2, p25)
erfolgte einheitlich, in dem pro Gewebsschnitt die angefarbten Zellen in je 20 Quadraten
mit je einer Flache von 10.000 um? ausgezahlt wurden. Die Einzelwerte wurden gemittelt

und auf eine Flache von 1 mm? normalisiert.

Punktwert Zellanzahl
1 8-15
2 16-23
3 24-31
4 32-39
5 40-47

Tabelle 10. Verwendete Punkteskala bei der Bewertung der Entzindungsaktivitdt in untersuchten

histopathologischen Hamatoxylin-Eosin gefarbten Riickenmarkschnitten.

2.2.6 Statistische Tests

Alle Experimente, Erhebungen und Auswertungen wurden verblindet durchgefihrt. Die
klinischen Krankheitsverlaufe der Mause wurden mittels eines Mann-Whitney U Tests
ausgewertet. Alle histopathologischen und immunhistochemischen Resultate wurden
mittels eines Student’s t-Tests ausgewertet. Zur statistischen Testung von Ergebnissen
im Western Blot und PCR wurden die One-way analysis of variance (One-way ANOVA)
sowie als Posthoc-Test der Tukey’s Multiple Comparison Test durchgefiihrt. Alle
statistischen Auswertungen sowie die Anfertigung der Graphen erfolgten mit Hilfe von
GraphPad Prism Version 9.5. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt, das
Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P
< 0,0001).
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2.2.7 Zusammenfassung der Methodik

1

WB IHC PCR
- FGFR1 + BDNF Hamatoxylin-Eosin (HE) + FGFR1 + mtND1
+ FGFR2 - CSF1R Bielschowsky-Versilberung + FGFR2 - SDHD
+ pFGFR1 + VEGFR2 o * FGF1 + SEMA3A
Luxol fast blue/periodic acid-
+ pFGFR2 - VEGF schiff-Farbung (LFB/PAS) + FGF2 - LINGO-1
+ MBP + ATP6E + FGF9 + iNOS
CD3(+) T-Lymphozyten
+ PLP1 « ATPB + MBP + CX3CL1
« CNPase Subunit B220(+) B-Lymphozyten « PLP1 « CX3CR1
* pAkt « mt-ND1 Mac3(+) + CNPase - IFNy
. pErk « SOD2 Macrophagen/Microglia « TrkB < IL1B
+ TrkB Olig2(+) unreife + BDNF « IL6
Oligodendrozyten « CSFIR -« IL12
P25(+) reife « VEGFR2 -+ TNFa
Oligodendrozyten « VEGF . TGFB
« ATP6E

Abbildung 9. Zusammenfassung der Methodik und der Targets
Zusammenfassende Darstellung der Probenentnahme und der durchgefihrten molekularbiologischen
Methoden mit Auflistung der untersuchten Proteine, Gene und Farbungen.

Eigene Darstellung, erstellt mit Biorender.com
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3. ERGEBNISSE

3.1 Reduktion der klinischen Krankheitsverlaufe nach MOG3s.55-
induzierter EAE

Die im Folgenden vorgestellten Ergebnisse sind im Rahmen der Versuche an MOGs3s.s5-
EAE-Mausen erhoben worden. Diese erhielten den unselektiven FGFR-Inhibitor
AZD4547 unter der Hypothese einer Symptomlinderung und einer verbesserten
Neuroregeneration. Die Mause der Interventionsgruppen erhielten den Wirkstoff in einer
Dosierung von 6,25 bzw. 12,5 mg/kg Koérpergewicht taglich von Tag 10-19 p.i. per
Magensonde oral, die Kontrollgruppe bekam das Placebo Praparat nach gleichem
Schema. Die Tiere der akuten Phase wurden am 20. Tag p.i. getotet; die Tiere der
chronischen Phase am 42. Tag (Abb. 10).

Der Krankheitsverlauf zeichnet sich durch einen Symptombeginn um den zehnten Tag
nach EAE-Induktion aus, die maximale Symptomschwere wird vom 15. bis 17. Tag
erreicht (Placebo EAE von 2,2; 6,25 mg EAE von 1,0; 12,5 mg EAE von 0,8; P =0,001).
Daran anschlieRend folgt eine Regenerationsphase bis zum 27. bzw. 28. Tag p.i. (Abb.
11A). Ab dem 30. Tag des Experiments ist in der Placebogruppe ein erneuter klassischer
Anstieg der mittleren EAE-Werte zu erkennen, der bis zum Ende der Untersuchung am
42. Tag anhalt (Placebo EAE von 1,8; 6,25 mg EAE von 0,8; 12,5 mg EAE von 0,3; P =
0,002). Die EAE-Werte in den Interventionsgruppen mit 6,25 und 12,5 mg/kg sind Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum gegeniber der Placebogruppe reduziert.
Daruberhinausgehend wird eine friihere Abmilderung des ersten Symptommaximums
deutlich, der in den Interventionsgruppen bereits zwei bzw. drei Tage friher als in der
Placebogruppe erreicht wurde, bei gleichem Symptombeginn um den zehnten Tag
herum (Abb. 11B). Ebenfalls abgemildert werden konnte der zweite Symptomgipfel, der
bei den AZD4547 behandelten Mausen lediglich zu einer minimalen kurzzeitigen
Erhdhung der EAE-Werte fuhrte. Im weiteren Verlauf bis zum Ende des Experiments
glichen sich die Symptomwerte der Interventionsgruppen den Werten wahrend der
Regenerationsphase wieder an bzw. wurden in der 12,5 mg/kg Gruppe sogar noch
unterschritten (Abb. 11A).

In der akuten Phase des suppressiven Therapieansatzes (20 Tage p.i.) konnte durch die
AZD4547 Gabe in beiden Dosierungen eine deutliche Symptomminderung von
schweren Symptomen (EAE-Wert = 2,5) erreicht werden (Abb. 11D). In der Placebo

Gruppe waren 37% der Versuchstiere schwer erkrankt, bei den mit 6,25 bzw. 12,5 mg
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AZD4547 behandelten Tieren lediglich 4% bzw. 0% (P = 0,0011 bzw. P = 0,002).
Wahrend der chronischen Phase (Tag 42 p.i.) waren 33% der Mause in der Placebo
Gruppe schwer erkrankt, wohingegen nur 8% bzw. 0% der mit 6,25 bzw. 12,5 mg/kg
AZD4547 behandelten Mause einen EAE-Wert = 2,5 aufwiesen (P = 0,2425 bzw. P =
0,0597; Abb. 11E). Signifikante Unterschiede im Kdrpergewicht konnten wahrend der
Versuche nicht beobachtet werden (Abb. 11C).

Induktion Versuchsende Versuchsende
MOGssss EAE akute Phase chronische Phase
Tag0 Tag 20 Tag 42
®
Suppressiv

Fexagratinib
)y  oderPlacebo
oral/taglich
6,25/12,5 mg/kg
Tag 10-19

Abbildung 10. Zeitliche Darstellung des suppressiven Versuchsablaufs der akuten und chronischen Phase
mit Zeitpunkt und Dauer der Medikamenten-/ Placebo-Gabe beim suppressiven Therapieansatz.

Eigene Darstellung, erstellt mit Biorender.com
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Abbildung 11. Darstellung der klinischen Krankheitsverldufe nach EAE-Induktion in der akuten (20
Tage p.i.) und chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A: Darstellung der Symptomlast mit Hilfe der klinischen EAE-Scores wahrend der akuten und chronischen
Phase.

B: Anzahl der Tage nach EAE-Induktion bis zum Auftreten erster Symptome.
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C: Entwicklung des Koérpergewichts (g) nach EAE-Induktion.

D: Anteil an Mausen der jeweiligen Versuchsgruppe in der akuten Phase (20 Tage p.i.), die eine schwere
Symptomatik aufwiesen (EAE-Score = 2,5).

E: Anteil an Mausen der jeweiligen Versuchsgruppe in der chronischen Phase (42 Tage p.i.), die eine
schwere Symptomatik aufwiesen (EAE-Score = 2,5).

Placebo Gruppe n = 13. AZD4547 6,25 Gruppe n = 13. AZD4547 12,5 Gruppe n = 13. Alle Daten sind als
Mittelwert + SEM prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

1 = Placebo vs. AZD4547 6,25 mg/kg. * = Placebo vs. AZD4547 12,5 mg/kg

3.2 AZD4547 wirkt antiinflammatorisch auf B- und T-Lymphozyten

sowie Mikroglia in Lasionen der weilden Substanz des Ruckenmarks

Die Beurteilung inflammatorischer Prozesse ist ein wichtiger diagnostischer Marker flr
die Aktivitat einer MS-Erkrankung. Zur Beurteilung einer erfolgreichen Therapie in Bezug
auf Ziele wie Reduktion der Schubintensitdt und Schubh&aufigkeit, sind Daten zu
Entzindungsprozesse im ZNS essentiell. Im Rahmen dieser Studie wurden die

Rickenmarksschnitte der Versuchstiere histologisch/immunhistochemisch analysiert.

Wahrend der akuten Phase konnte in der Interventionsgruppe mit 12,5 mg AZD4547 an
Tag 20 p.i., verglichen mit der Kontrollgruppe, eine Reduktion der Entziindungsaktivitat
im Gewebe der weilRen Substanz des Rickenmarks beobachtet werden (P < 0,0001). In
der chronischen Phase an Tag 42 p.i., wurde im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls eine
reduzierte Entziindungsaktivitat gemessen (P < 0,0001) (Abb. 12).

Die Anzahl CD3(+) T-Lymphozyten war in Lasionen der wei3en Substanz in der akuten
Phase (P = 0,0006) sowie in der chronischen Phase (P = 0,0003) vermindert. AZD4547
wirkte auf die Populationen von B220(+) B-Lymphozyten in der akuten Phase (P <
0,0001) und in der chronischen Phase (P < 0,0001) hemmend. Ebenso verringerte
AZDA4547 die Anzahl aktivierter Mac3(+) Macrophagen/Microglia in Lasionen nach 20
Tagen (P = 0,0004) und nach 42 Tagen (P = 0,001) (Abb. 13).
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Abbildung 12. Immunhistochemische Auswertung der Entziindungsaktivitat in histologischen
Schnitten der weiRen Substanz des Riickenmarks in der akuten (20 Tage p.i.) und chronischen Phase
(42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A - C: Entziindungsaktivitat in Lasionen der weillen Substanz des Rickenmarks wahrend der akuten Phase.
D - F: Entziindungsaktivitat in Lasionen der weilRen Substanz des Rickenmarks wahrend der chronischen
Phase.

Akute Phase n = 5-6/Gruppe. Chronische Phase n = 5-6/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 13. Immunhistochemische Auswertung der Anzahl proinflammatorischer Zellen in
Lasionen der weien Substanz (WML) in histologischen Schnitten des Riickenmarks in der akuten
(20 Tage p.i.) und chronischen Phase (42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A — C: Anzahl von CD3(+) T-Lymphozyten in WML in der akuten Phase.

D — F: Anzahl von B220(+) B-Lymphozyten in WML wahrend der akuten Phase.
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G - I: Anzahl von Mac3(+) Macrophagen/Microglia in WML wahrend der akuten Phase.

J —L: Anzahl von CD3(+) T-Lymphozyten in Lasionen der weifen Substanz in der chronischen Phase.

M — O: Anzahl von B220(+) B-Lymphozyten in WML in der chronischen Phase.

P — R: Anzahl von Mac3(+) Macrophagen/Microglia wahrend der chronischen Phase in WML.

Akute Phase n = 5-6/Gruppe. Chronische Phase n = 5-6/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.3 Die Applikation von AZD4547 verandert die Expressionsmuster
bei FGF und FGFR

Fibroblast growth factor Rezeptoren stellen die Hauptzielmolekile des Inhibitors
AZDA4547 dar und sind auf Oligodendrozyten und deren Vorlauferzellen exprimiert. Eine
Beteiligung der FGFRs an pathophysiologischen Ablaufen im Rahmen der
Krankheitsprozesse einer MS-Erkrankung wurden bereits zuvor beschrieben. Ebenso
haben die FGF-Liganden Einfluss auf die Aktivitdt der Rezeptoren selbst, sowie auf
Differenzierungs- und Wachstumsprozesse in vielen Organsystemen und Zelllinien des
Korpers, im Speziellen aber auch im ZNS. Zuletzt sind auch die signalabwarts gelegenen
unspezifischen Kinasen pAkt oder pERK an der Regulation der Rezeptor- und
Zellaktivitat beteiligt.

Hierzu wurden Untersuchungen auf Protein- und DNA-Basis durchgefihrt. In der akuten
Phase (Tag 20 p.i.) war die Proteinexpression von pFGFR1 (P = 0,0414) und FGFR2 (P
= 0,0456) nach AZD4547-Applikation signifikant erhdht. Einen Einfluss auf FGFR1 oder
pFGFR2 konnte nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnten keine Veranderungen der
genannten Proteine in der chronischen Phase (Tag 42 p.i.) gefunden werden (Abb. 14).
Die molekularbiologischen Analysen mittels PCR zeigten in beiden Phasen keine
Veranderungen der mRNA-Expression von FGFR1 und R2. Bei der Analyse der
relevanten Liganden FGF1, FGF2 und FGF9 regulierte AZD4547 in beiden Dosierungen
wahrend der akuten Phase (Tag 20 p.i.) die mRNA-Expression von FGF2 signifikant
herunter (P = 0,0406 bzw. P = 0,0337). Keine Regulation durch AZD4547 auf die
Liganden konnte in der chronischen Phase beobachtet werden (Abb. 15).

Die Protein-Expressionen der abwarts befindlichen Kinasen pAkt und pERK unterlagen
weder in der akuten, noch in der chronischen Phase einer Regulation durch AZD4547
(Abb. 16).
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Abbildung 14. FGFR1/2 und pFGFR1/2 Proteinexpression im Riickenmark in der akuten (20 Tage p.i.)

und chronischen Phase (42 Tage p.i.).
A — D: Proteinexpression der FGFR1/2 und der phosphorylierten FGFR1/2 in der akuten Phase.

E — H: Proteinexpression der FGFR1/2 und der phosphorylierten FGFR1/2 in der chronischen Phase.
Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 15. mRNA-Expression im Riickenmark von FGF-Rezeptoren und deren Liganden in der

akuten (20 Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.).
A — E: mRNA-Expression der FGFR1/2 und der FGF-Faktoren in der akuten Phase.
F — J: mRNA-Expression der FGFR1/2 und der FGF-Faktoren in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM

prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 16. pAkt und pErk Proteinexpression im Riickenmark in der akuten (20 Tage p.i.) und
chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — B: Proteinexpression von pAkt und pErk in der akuten Phase.

C — D: Proteinexpression von pAkt und pErk in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.4 Der Immunrezeptor CSF1R und das proinflammatorische

Interleukin 12 werden durch AZD4547 herunterreguliert

Im Rahmen einer abgeschwachten Immunantwort EAE-induzierter Mause nach
AZDA4547 Gabe wurde die reduzierte Expression des immunmodulatorischen CSF1-
Rezeptors nachgewiesen. Dieser stellt ebenfalls einen Zielrezeptor von AZD4547 dar
und ist in vielfaltiger Weise an der Regulation und der Differenzierung von Microglia,
Monozyten und Macrophagen beteiligt. Daneben konnte eine Reduktion des
proinflammatorischen Interleukin 12 gezeigt werden. IL-12 ist neben anderen Zytokinen
ein Mediator im Rahmen proinflammatorischer Prozesse und zusatzlich an

autoimmunen Reaktionen beteiligt.

Die Proteinexpression des CSF1R wurde in der akuten Phase (Tag 20 p.i.) signifikant in

der 12,5 mg Interventionsgruppe gegenlber den Kontrollen und der 6,25 mg Gruppe
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gesenkt (P = 0,0159 bzw. P = 0,0134), auf genetischer Ebene wurden keine
Veranderungen beobachtet (Abb. 17).

Bei der Untersuchung der RNA-Expression von Interleukinen, Chemokinen und
Zytokinen konnte in der akuten Erkrankungsphase (Tag 20 p.i.) bei IL-12 eine
signifikante Reduktion zwischen der 6,25 und 12,5 mg Interventionsgruppe beobachtet
werden (P = 0,0174) (Abb. 18).
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Abbildung 17. Protein- und mRNA-Expression von CSF1R im Riickenmark in der akuten EAE (20
Tage p.i.) und der chronischen EAE (42 Tage p.i.).

A — B: Protein- und mRNA-Expression des CSF1R in der akuten Phase.

C — D: Protein- und mRNA-Expression des CSF1R in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 18. mRNA-Expression im Riickenmark von proinflammatorischen Interleukinen und

Zytokinen in der akuten (20 Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.
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A — H: mRNA-Expression von Interleukinen, Chemokinen und Zytokinen in der akuten Phase.

F — J: mRNA-Expression von Interleukinen, Chemokinen und Zytokinen in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.5 AZD4547 hemmt den VEGFR2 in der chronischen Phase der EAE

AZDA4547 besitzt eine Affinitdt gegen den VEGFR2 (ICso = 24 nmol/L), der im
Zusammenspiel mit seinem Liganden VEGF an Neovaskularisationen, vaskularer
Permeabilitat und dartber hinaus an der Migration von Microglia und Astrozyten sowie

deren Chemotaxis beteiligt sein soll.

Untersucht wurde der Einfluss von AZD4547 auf die Protein- und mRNA-Expression von
VEGFR2 und VEGF in der akuten und chronischen Phase, 20 bzw. 42 Tage nach EAE-
Induktion. In der akuten Phase konnten keine Unterschiede auf Proteinebene festgestellt
werden. Veranderungen zeigten sich allerdings bei der Proteinexpression des VEGF-
Rezeptors 2 in der chronischen Phase. Dieser wurde in der 12,5 mg Dosierung von
AZDA4547 signifikant herunterreguliert (P = 0,0139 bzw. P = 0,0387) (Abb. 19).
Signifikante Unterschiede der mRNA-Expression konnten in keiner der Phasen
gefunden werden (Abb. 19).
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Abbildung 19. Protein- und mRNA-Expression von VEGFR2 und VEGF im Riickenmark in der akuten
(20 Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — D: Protein- und mRNA-Expression von VEGFR2 und VEGF in der akuten Phase.

E — H: Protein- und mRNA-Expression von VEGFR2 und VEGF in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.6 AZD4547 verringert die Demyelinisierung, erhoht die Anzahl von

Oligodendrozyten und steigert die Remyelinisierung

Der wohl schwerwiegendste pathognomonische Faktor bei der Multiplen Sklerose ist die

fortschreitende Demyelinisierung von Axonen im ZNS. Zahlreiche Symptome sind auf
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den Verlust von Axonen und Neuronen zurlckzufihren und weisen nach Manifestation
der Erkrankung im weiteren Verlauf meist eine Progredienz auf. Regenerative Prozesse,
wie eine suffiziente Remyelinisierung geschadigter Areale, finden meist nur
unzureichend statt, bergen aber ein groRes Potenzial, wie u.a. in vorherigen klinischen
Ergebnissen gezeigt werden konnte (vgl. 3.1). Eine Voraussetzung der Remyelinisierung
ist unter anderem eine ausreichende Migration oligodendrozytarer Vorlauferzellen und

deren anschlieRende Differenzierung in reife, Myelin-produzierende Oligodendrozyten.

Hierzu wurden die Auswirkungen von AZD4547 auf den relativen Anteil von
demyelinisierten Arealen an der Gesamtflache der weil’en Substanz im Rickenmark
untersucht. Dabei konnte sowohl in der akuten Phase (20 Tage p.i.), als auch in der
chronischen Phase (42 Tage p.i.) eine signifikant reduzierte Demyelinisierung
beobachtet werden (akut: P < 0,0001; chronisch: P = 0,0002). Zeitgleich stieg zu beiden
Zeitpunkten die axonale Dichte in den geschadigten Arealen der weillen Substanz
signifikant an (akut: P =0,0002; chronisch: P < 0,0001), was ein Indikator fir eine erfolgte
Remyelinisierung ist (Abb. 20).

Bei der Untersuchung des AusmafRes der Migration Olig2(+) oligodendrozytarer
Vorlauferzellen konnten in Lasionsarealen der weilen Substanz wahrend der akuten
Phase (20 Tage p.i.) signifikante Unterschiede gefunden werden (P = 0,0002). In der
NAWM konnten keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Interventionsgruppe
festgestellt werden. 42 Tage p.i. wurde eine signifikant gesteigerte Migration von
Olig2(+) oligodendrozytarer Vorlauferzellen in Lasionen der wei3en Substanz gemessen
(P=0,0019). In den gesund erscheinenden Arealen der weilten Substanz konnten keine

Unterschiede gefunden werden (Abb. 21).

Das Vorkommen von ausdifferenzierten P25(+) Oligodendrozyten wurde ebenfalls in
Lasionen (WML) und normal erscheinenden Arealen der weillen Substanz (NAWM)
gemessen. In der akuten Phase (20 Tage p.i.) konnten in WML und NAWM keine
signifikanten Unterschiede gefunden werden. In der chronischen Phase nach dem 42.
Tag war eine signifikant héhere Anzahl an ausdifferenzierten P25(+) Oligodendrozyten
in Lasionen der weilRen Substanz nachweisbar (P < 0,0001). In der NAWM wurden keine
Unterschiede gefunden (Abb. 22).
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Abbildung 20. Immunhistochemische Auswertung der axonalen Dichte in Lasionen der weien
Substanz und der Demyelinisierung in histologischen Schnitten des Riickenmarks in der akuten (20
Tage p.i.) und chronischen Phase (42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A — C: Messung der Demyelinisierung in der akuten Phase.

D — F: Axonale Dichte in der akuten Phase.

G — I: Ausmal der demyelinisierten Areale in der chronischen Phase.

J — L: Messung der axonale Dichte in WML wahrend der chronischen Phase.

Akute Phase n = 5-6/Gruppe. Chronische Phase n = 5-6/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 21. Immunhistochemische Auswertung der Anzahl Olig2(+) undifferenzierter
Oligodendrozyten in Lasionen (WML) und gesunden Arealen (NAWM) der weiBen Substanz in
histologischen Schnitten des Riickenmarks in der akuten (20 Tage p.i.) und chronischen Phase (42
Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A — C: Anzahl von Olig2(+) undifferenzierten Oligodendrozyten in WML wahrend der akuten Phase.

D — F: Anzahl von Olig2(+) undifferenzierten Oligodendrozyten in der NAWM in der akuten Phase.

G — I: Anzahl von Olig2(+) undifferenzierten Oligodendrozyten in WML wahrend der chronischen Phase.

J — L: Anzahl von Olig2(+) undifferenzierten Oligodendrozyten in der NAWM in der chronischen Phase.
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Akute Phase n = 5-6/Gruppe. Chronische Phase n = 5-6/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 22. Immunhistochemische Auswertung der Anzahl P25(+) differenzierter
Oligodendrozyten in Lasionen (WML) und gesunden Arealen (NAWM) der weiBen Substanz in
histologischen Schnitten des Riickenmarks in der akuten (20 Tage p.i.) und chronischen Phase (42
Tage p.i.) nach EAE-Induktion.
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A — C: Anzahl von P25(+) differenzierten Oligodendrozyten in WML wahrend der akuten Phase.

D — F: Anzahl von P25(+) differenzierten Oligodendrozyten in NAWM in der akuten Phase.

G — I: Anzahl von P25(+) differenzierter Oligodendrozyten in WML in der chronischen Phase.

J — L: Anzahl von P25(+) differenzierten Oligodendrozyten in NAWM in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 5-6/Gruppe. Chronische Phase n = 5-6/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.7 AZD4547 steigert die Expression von Myelinproteinen

Myelinscheiden bestehen neben Fettsduren und membranstandigen Lipiden zu knapp
einem Dirittel aus den Proteinen MBP, PLP1 und CNPase. Diese Proteine stellen einen
validen Malf3stab fur die Quantifizierung von Myelinscheiden dar und erméglichen eine

indirekte Einschatzung des Ausmalfes von demyelinisierenden Prozessen.

Untersucht wurde die Expression der Proteine und ihrer relativen mRNA-Mengen. Im
akuten Versuchsarm (20 Tage p.i.) konnte eine signifikante Hochregulation von MBP in
der 12,5 mg Interventionsgruppe gezeigt werden (P = 0,0025). PLP1 zeigte eine
signifikante Uberexpression in der 12,5 mg Gruppe sowohl gegeniiber den Kontrollen,
als auch der 6,25 mg Interventionsgruppe (P =0,0037 bzw. P = 0,0009). AZD4547 zeigte
in der héheren 12,5 mg Konzentration eine signifikant positive Regulation von CNPase
gegenuber der Kontrollgruppe (P = 0,0018). Einen Einfluss von AZD4547 auf die
Proteinexpression der drei Proteine im chronischen Verlauf konnte 42 Tage p.i. nicht
gefunden werden (Abb. 23).

Auswirkungen von AZD4547 auf die Expression der mMRNA von MBP, PLP1 und CNPase

konnten keine nachgewiesen werden (Abb. 24).
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Abbildung 23. Proteinexpression der Myelinproteine MBP, PLP1 und CNPase im Riickenmark in der

akuten (20 Tage p.i.) und chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — C: Proteinexpression von MBP, PLP1 und CNPase in der akuten Phase.

D — F: Proteinexpression von MBP, PLP1 und CNPase in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 24. mRNA-Expression der Myelinproteine MBP, PLP1 und CNPase im Riickenmark in der
akuten (20 Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A — C: mRNA-Expressionen von MBP, PLP1 und CNPase In der akuten Phase.

D — F: mRNA-Expressionen von MBP, PLP1 und CNPase In der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.8 Der neuroprotektive Faktor BDNF ist signifikant erhoht, sein

Rezeptor TrkB ist im Verlauf herunterreguliert

Der neurotrophe Faktor BDNF wirkt Gber seinen Rezeptor TrkB neuroprotektiv auf
Neurone und Synapsen und ist in weiten Teilen des ZNS nachweisbar, allerdings ist er
ebenfalls im PNS aktiv. Primar wirkt er positiv auf die adulte Neurogenese, wirkt anti-
oxidativ, anti-apoptotisch und ist somit ein protektiver Faktor bei neurodegenerativen

Erkrankungen %°.
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In Untersuchungen der Proteinquantifizierung wurde eine stark signifikante
Hochregulation von BDNF in beiden Interventionsgruppen von AZD4547 in der akuten
Phase (Tag 20 p.i.) nachgewiesen (P = 0,007 bzw. P = 0,0003). Ebenso konnte eine
Hochregulation von BDNF in der 12,5 mg Interventionsgruppe im chronischen Verlauf
(Tag 42 p.i.) beobachtet werden (P = 0,0127 bzw. P = 0,0096). Der entsprechende
Rezeptor TrkB wurde im chronischen Versuchsarm 42 Tage p.i. herunterreguliert (P =
0,0155). In der akuten Phase 20 Tage p.i. wurde kein Einfluss von AZD4547 auf TrkB
nachgewiesen (Abb. 25).

Veranderungen von BNDF oder TrkB auf genetischer Ebene konnten nicht festgestellt
werden (Abb. 25).
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Abbildung 25. Protein- und mRNA-Expression von TrkB und BDNF im Riickenmark in der akuten (20
Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — D: Protein- und mRNA-Expression von TrkB und BDNF in der akuten Phase.

E — H: Protein- und mRNA-Expression von TrkB und BDNF in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.9 AZD4547 hat keinen Einfluss auf die
Remyelinisierungsinhibitoren TGF(, SEMAS3A und LINGO-1

Neben dem Einfluss von AZD4547 auf Myelinproteine und deren gesteigerte Expression,
ist die Untersuchung einer Regulierung von Inhibitoren der Remyelinisierung ebenso von
Interesse. Remyelinisierungsinhibitoren wie TGFf, SEMA3A oder LINGO-1 wirken
hemmend auf die Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlaufern und reduzieren

zusatzlich die Remyelinisierung.

Untersucht wurde die regulierende Wirkung von AZD4547 auf die Expression der mRNA
der Proteine LINGO-1, SEMA3A und des Zytokins TGF. Sowohl nach 20, wie auch
nach 42 Tagen p.i. konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und

den Interventionsgruppen gefunden werden (Abb. 26).
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Abbildung 26. mRNA-Expression der Myelininhibitoren TGF, SEMA3A und LINGO-1 im Riickenmark
in der akuten (20 Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.) nach EAE-Induktion.

A — C: mRNA-Expressionen von TGFf3, SEMAS3A und LINGO-1 in der akuten Phase.

D — F: mRNA-Expressionen von TGFf, SEMA3A und LINGO-1 in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

3.10 AZD4547 hat einen Einfluss auf mitochondriale Komplexe

Die Funktion und Relevanz von Mitochondrien und ihren an der oxidativen
Phosphorylierung beteiligten Proteinkomplexen ist bekannt. Sie sind mafRgeblich fir die
Bereitstellung zellularer Energietrager verantwortlich und sind ebenso an der
Versorgung von Neuronen, Axonen und Oligodendrozyten beteiligt. Neben trophischen
Aufgaben nehmen sie eine Rolle in der Kontrolle und dem Abbau reaktiver
Sauerstoffspezies ein, die bei unregulierter Akkumulation zu Zellschaden fihren kénnen.
Die regulatorische Wirkung von AZD4547 wurde in dieser Studie auf verschiedene
Komplexe der oxidativen Phosphorylierung (ATP6E, ATPB Subunit, mt-ND1, SDHD)

sowie auf Bestandteile des ROS-Systems (SOD2) untersucht.
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In der akuten Phase 20 Tage nach EAE-Induktion konnte eine negative Regulation der
Proteinexpression von ATP6E in beiden Dosierungen nachgewiesen werden (P=0,0018
bzw. P = 0,0007). Bei SOD2 zeigte sich ein ahnliches Bild der erniedrigten
Proteinexpression unter AZD4547-Gabe (P = 0,0351 bzw. P = 0,0087). In der
chronischen Phase 42 Tage nach EAE-Induktion zeigte sich bei der Proteinexpression

von SOD2 eine Hochregulation in der 12,5 mg Interventionsgruppe (P = 0,0058), die

anderen Proteine unterlagen keiner Regulation (Abb. 27).
Weitere regulatorische Auswirkungen nach der AZD4547-Applikation in der mRNA-

Expression zeigten sich zu beiden Zeitpunkten nicht (Abb. 28).
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Abbildung 27. Proteinexpression der mitochondrialen Komplexe im Riickenmark in der akuten (20
Tage p.i.) und chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — D: Proteinexpression mitochondrialer Komplexe in der akuten Phase.

E — H: Proteinexpression mitochondrialer Komplexe in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4-5/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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Abbildung 28. mRNA-Expression der mitochondrialen Komplexe im Riickenmark in der akuten (20
Tage p.i.) und der chronischen Phase (42 Tage p.i.).

A — C: mRNA-Expressionen von ATP6E, mt-ND1 und SDHD in der akuten Phase.

D — F: mRNA-Expressionen von ATP6E, mt-ND1 und SDHD in der chronischen Phase.

Akute Phase n = 4/Gruppe. Chronische Phase n = 4/Gruppe. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
prasentiert. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001
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3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse

Suppressive Phase
Akute Phase Chronische Phase
Tag 20 p.i. Tag 42 p.i.
6,25mg 125mg 6,25mg 12,5mg

Parameter im Rickenmark
Applikation von Tag 10 - 19 p.i.

Entziindungsaktivitat | Inflammatorischer Index J N
Lo . CD3(+) T-Lymphozyten N N
Immun.zelllnflltratlon B220(+) B-Lymphozyten ¢ ¢
in WML Mac3(+) Macrophagen/Micorglia N2 N2
el Demyelinisierung (%) J J
Axonale Dichtein WML (%) 1P 1P
Oligodendrozyten |Olig2(+) Oilgodendrozyten in WML ™ ™
Vorlauferzellen Olig2(+) Oilgodendrozyten in NAWM ns ns
Reife P25(+) Oligodendrozyten in WML ns 1P
Oligodendrozyten |P25(+)Oligodendrozyten in NAWM ns ns
FGFR1 ns ns ns ns
pFGFR1 ns ™ ns ns
Zielrezeptoren von |FGFR2 ™ ns ns ns
AZDA4547 pFGFR2 ns ns ns ns
CSF1R ns N2 ns ns
VEGFR2 ns ns ns J
FGF1 ns ns ns ns
FGF2 N NE ns ns
FGF9 ns ns ns ns
FGFR Signalweg | pAkt ns ns ns ns
assoziierte Proteine |pERK ns ns ns ns
TrkB ns ns ns N
BDNF T T T T
VEGF ns ns ns ns
MBP ns ™ ns ns
Myelinproteine PLP1 ™ ™ ns ns
CNPase ns ™ ns ns
ATP6E J J ns ns
Mitochondriale ATPB Subunit ns ns ns ns
Proteine mt-ND1 ns ns ns ns
SOD2 J N ns ™
SDHD ns ns ns ns
IL-18 ns ns ns ns
. IL-6 ns ns ns ns

Expression
proinflammatorischer ?L_lz ns ns ns ns
Zytokine iNOS ns ns ns ns
TNFo ns ns ns ns
IFNy ns ns ns ns
Expression von CX3CR1 ns ns ns ns
Chemokinen CX3CL1 ns ns ns ns
Expression von TGFB ns ns ns ns
Inhibitoren der SEMA3A ns ns ns ns
Remyelinisierung |LINGO-1 ns ns ns ns

Tabelle 11. Zusammenfassung der Ergebnisse nach Untersuchung von Rickenmarksproben mit AZD4547

behandelten Mausen nach MOGss.s5-induzierter EAE.

72



4. DISKUSSION

4. DISKUSSION

Die hier durchgefiuihrte Studie konnte auf vielféltige Weise das Potential des neuen
Pharmakons Fexagratinib, einem unselektiven FGFR-Inhibitor, im Rahmen der
Behandlung einer MOGssss-induzierten EAE  zeigen. Untersucht wurde die
Therapierbarkeit von akuten und chronischen Krankheitsverlaufen, die nach Ausbruch
erster Symptome, fiir zehn Tage taglich mit Fexagratinib in zwei Dosierungen (6,25 und
12,5 mg/kg Kérpergewicht) behandelt wurden. Die aussagekraftigsten Ergebnisse nach

Beendigung des Versuchs sind:

Die signifikante Reduktion der klinischen Krankheitsverlaufe bei EAE-induzierten
Mausen Uber bis zu 42 Tagen, die Identifizierung der vorlaufig wirkungsvollsten
Dosierung von Fexagratinib von 12,5 mg/kg tUber zehn Tage im Rahmen einer akuten
Medikation. Darlber hinaus die signifikant gesenkte Entziindungsaktivitat, eine
verringerte Anzahl infiltrierender T- und B-Lymphozyten sowie eine geringere Anzahl von
Microglia in demyelinisierenden Lasionen der weillen Substanz des Rickenmarks.
Weiter konnte eine signifikant gesteigerte Remyelinisierung in Lasionen der weil3en
Substanz, mit einer erhdhten Anzahl an Oligodendrozyten samt Vorlauferzellen, bei
zeitgleich signifikant reduzierter Demyelinisierung gezeigt werden. Zusatzlich wies der
neuroprotektive Faktor BDNF nach Applikation von Fexagratinib eine erhdhte

Expression auf.

Das hier verwendete MOGss.s5-EAE-Modell ist eines der gelaufigsten Modelle bei
Forschungsfragen zu experimentellen Therapieansatzen der MS, da es die
immunologischen Aspekte der Pathophysiologie besser modelliert als alternative
Ansatze ®. Demyelinisierte Entmarkungsherde manifestieren sich bei der MOG-EAE
Uberwiegend im Rickenmark und Hirnstamm ', Dabei liegt zumeist eine axonale
Degeneration vor, die primar auf eine Schadigung der Myelinscheiden im Rahmen einer
CD4*-T-Lymphozyten vermittelten Zellreaktion zuriickgeht 7. Die einseitige Aktivitat der
CD4"*-T-Lymphozyten limitiert das MOG-EAE-Modell, da die Beteiligung von CD8*-T-
und B-Zellen, wie sie in der Referenzerkrankung beobachtet wird, nur vernachlassigt
modelliert wird '%. Im MOG-EAE-Modell finden demyelinisierende Prozesse eher als
Folge der Immunreaktion auf das MOG-Antigen statt, bei der die Myelinscheiden
Uberwiegend selbst Ort der Schadigung sind, weniger die Myelin-bildenden
Oligodendrozyten '®°. Klassischerweise schliet sich nach Induktion und dem Ausbruch
erster Krankheitssymptome ein progredienter Krankheitsverlauf an 8. Durch

Verwendung niedrigerer Dosierungen des MOG-Antigens und von Pertussis-Toxin kann

73



4. DISKUSSION

4 Hoéhere

das Modell hin zu einem schubférmigen Verlauf angepasst werden
Dosierungen des Pertussis-Toxins verstarken die Krankheitsintensitat am ehesten durch
eine gesteigerte Permeabilitdt der Bluthirnschranke und einer gesteigerten Infiltration der
MOG-Antigene und nachfolgend weiteren Entziindungszellen ins ZNS 8'. Darlber
hinaus wirken sich ein niedriges Gewicht der Versuchstiere, ein jlingeres Alter bei
Versuchsbeginn sowie hohere MOG-Konzentrationen verstarkend auf den EAE-Verlauf
aus 8'. Alternative MS-Modelle wie die toxisch- oder Virus-vermittelten Modelle zeichnen
sich durch eine Demyelinisierung aus, die zunachst die Oligodendrozyten selbst betrifft.
Dadurch sollen Remyelinisierungsprozesse, laut einigen Forschenden, mit Hilfe von
diesen Modellen besser beurteilt werden kdnnen als durch Antigen-vermittelte Modelle
8 Dabei gilt es jedoch anzumerken, dass der Ursprung der Schadigungen der
Oligodendrozyten bei den toxischen Modellen nicht auf eine autoimmun-bedingte
Ursache zurtickgeht, sondern zu grof3en Teilen durch eine Stérung der mitochondrialen

Aktivitat bedingt ist und sich so von der MS unterscheidet '%°.

Die Ubertragbarkeit von Studienergebnissen aus Versuchen mit Nagetieren auf klinische
Studien an Patienten ist durch Limitierungen der verwendeten Krankheitsmodelle
Ublicherweise nur eingeschrankt moglich. Neben den pathophysiologischen Aspekten,
auf die im Verlauf eingegangen wird, unterscheidet sich zusatzlich der zeitliche Ablauf
zwischen Krankheitsentstehung und Diagnostik. Eine MS-Erkrankung bleibt meist tUber
Monate bis Jahre unerkannt 2'®; bei einer ersten arztlichen Konsultation befindet sich die
Erkrankung meist im chronischen Stadium. Der Verlauf und die Therapie einer EAE
umfasst dagegen einen zeitlichen Rahmen von Tagen bis Wochen, wodurch
degenerative Prozesse womoglich weniger weit fortgeschritten sind und
Therapiekonzepte somit besser anschlagen kénnten als beim Menschen ®. Es zeigte
sich, dass bereits das alleinige Entfernen der auslésenden Antigene in einigen MS-
Modellen zum Abflachen von Krankheitssymptomen fihrt und kein chronisches
Krankheitsstadium erreicht wird '%’. Fiir medizinische Modelle werden dariiber hinaus
meist Tiere aus Inzuchtstdmmen genutzt, primar um die interindividuellen Stérfaktoren
zu minimieren und vergleichbare Versuchsreihen durchzufihren. Tiere aus
Inzuchtstammen akkumulieren jedoch genetische Mutationen, die mitunter die
Ubertragbarkeit auf den Menschen weiter einschranken . Weiterfiihrend kann die Frage
gestellt werden, inwiefern sich die Immunsysteme von Nagetieren von denen ihrer
menschlichen  Vergleichsgruppen unterscheiden und ob die Ablaufe der
Immunantworten durch T- und B-Zellen bei diesen verandert sind. Bezogen auf die
Modellierung der MS-Erkrankung, koénnten ebenfalls mdgliche speziesbedingte

Unterschiede bei der Regulierung und Entwicklung von Oligodendrozyten und
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(Re-)Myelinisierungsprozessen von Interesse sein. Der Umstand der anatomischen
Unterschiede zwischen Nagetieren und Menschen in Kombination mit Variationen bei
den Dosierungen der Antigene und Toxine, dem Gewicht und dem Alter der Tiere kann
als eine mégliche Erklarung der Unterschiede und teils mangelnden Ubertragbarkeit von
Studienergebnissen auf andere Modelle oder auf klinische Studien am Menschen
herangezogen werden. Die Notwendigkeit einheitlicher Protokolle und sorgsamer
Dokumentation wird hierbei deutlich, um Versuchsreihen vergleichbarer zu gestalten und

Ergebnissen eine hohere Validitat zu verleihen.

Die in dieser Versuchsreihe erprobte Substanz war Fexagratinib, die als Multikinase-
Inhibitor beschrieben werden kann und in absteigender Affinitdt FGFR1, FGFR3,
FGFR2, CSF1R und VEGFR?2 reversibel hemmt ®°. Eine besondere Relevanz im ZNS
haben FGFR1 und 2, die auf Oligodendrozyten und Astrozyten exprimiert sind und
wahrend verschiedener Entwicklungsstufen an der Myelinisierung beteiligt sind 3.
Weiter wirkt der CSF1R unter anderem Uber IkB und NFkB auf die Immunaktivitat,
Proliferation und Reifung von Monozyten und Microglia/Makophagen und beeinflusst so
indirekt Oligodendrozyten sowie deren Myelinisierungsprozesse '4'%°. VEGFR2
hingegen ist in MS-Plaques exprimiert und ein Regulator der Permeabilitdt der
Bluthirnschranke, weiter wirkt VEGFR2 Uber Zytokine wie TNFa, TGFB oder IFNy
modulatorisch auf infiltrierende Immunzellen 378, Nach Gabe von Fexagratinib konnte
eine Hochregulierung des FGFR1 und 2 in der akuten Erkrankungsphase beobachtet
werden, in der chronischen Phase zeigten sich keine Veranderungen. CSF1R wurde bei
akut erkrankten Versuchstieren gehemmt und herunterreguliert, im Verlauf konnten in
der chronischen Phase keine Veranderung der Expressionsmuster nachgewiesen
werden. Eine reduzierte Expression des VEGFR2 wurde erst im chronischen
Krankheitsverlauf nach Applikation von Fexagratinib beobachtet, im akuten Stadium
waren keine signifikanten regulatorischen Veranderungen festzustellen. Fur die in der
akuten Phase der Erkrankung gesteigerte Expression der FGFR1 und 2 trotz Gabe des
Multikinase-Inhibitors Fexagratinib lassen sich einige Erklarungsansatze finden: FGF-
Rezeptoren sind eine weitverbreitete und hoch redundante Rezeptorfamilie, die von
zahlreichen Zelltypen exprimiert wird und in ihre Aktivitdt dem Einfluss zahlreicher
weiterer Signalwege und Zell-Interaktionen unterliegt ®'. Die Anzahl von Rezeptoren auf
Zelloberflachen wird groftenteils von einem System aus Endosomen und Lysosomen
reguliert, welche durch Ubiquitinierung eine Internalisierung von Rezeptoren erreichen
und so die Sensibilitat der Zelle gegenliber den entsprechenden Liganden anpassen
kénnen °. Insbesondere beim FGFR konnte ein Mechanismus beobachtet werden, bei

dem die klassische Clathrin-vermittelte Endozytose bei erhdhten Konzentrationen von
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Wachstumsfaktoren ausgeschopft ist und durch eine Clathrin-unabhangige Endozytose
ersetzt wird, die wesentlich langsamer ablauft ®. Die Endozytose wird grétenteils durch
die Ubiquitinierung der Rezeptoren reguliert. Insbesondere bei RTKs wie EGFR, IGF1R
und FGFR konnte beobachtet werden, dass diese Ubiquitinierungsstellen oft
Veranderungen und Mutationen unterliegen, wodurch die Internalisierungsrate drastisch
reduziert sein kann ®. Dieses System unterliegt natiirlicherweise einer Regulierung
durch intra- und extrazelluldre Einflussfaktoren, darunter der Konzentration von

31 wodurch eine

Zytokinen wie TNFa oder der Aktivitdt des MAPK-Signalweges
Beeinflussung im Rahmen der entziindlichen Aktivitat einer EAE und durch Applikation

von Fexagratinib denkbar ist.

Die Funktions- und Wirkungsweise der FGF-Rezeptoren wurde in zahlreichen
Tierversuchen in Hinblick auf neurologische Erkrankungsbilder und insbesondere auch
unter dem Gesichtspunkt der Multiplen Sklerose in MS-Modellen untersucht. Es findet
sich mittlerweile eine gemischte Datenlage zu diesem Thema mit unterschiedlichen
Standpunkten zu einer Inhibierung und Blockade von FGFRs. Eine Forschungsgruppe
konnte nach einem kinstlich-induzierten Knock-out des FGFR1 und 2 bei gesunden
Mausen in der Versuchsgruppe eine reduzierte Menge an Myelin-bildenden Proteinen
und dinneren Myelinscheiden beobachten. Eine Beeinflussung der Proliferation oder
Differenzierung von Oligodendrozyten wurde von ihnen hingegen nicht festgestellt 3.
Annliche Ergebnisse zeigte eine weitere Studie, deren Versuchstiere nach einem
FGFR1/2-knock-out neben verminderten Myelinproteinen eine verstarkte axonale
Degeneration aufwiesen . Bei Versuchen am Cuprizone-Modell fiihrte ein Knock-out
der FGFR1 und FGFR2 zu weniger differenzierten Oligodendrozyten und einer
geringeren Expression von myelinbildenden Proteinen. Negative Auswirkungen hatte die
FGFR-Blockade auch auf Astrozyten im Telencephalon postnataler Mause. Die
Astrozyten behandelter Mause differenzierten und proliferierten weniger gut, als
Astrozyten von Versuchstieren der Kontrollgruppe und waren dartber hinaus in ihrer
nutritiven Funktionsfahigkeit gegeniiber Neuronen eingeschrankt 8%, Ahnliche
Ergebnisse lieferte auch eine Untersuchung zur Rolle von FGF2 und FGFR1 bei der
Proliferation neuronaler Vorlauferzellen und Astrozyten im Bulbus olfactorius in der
embryonalen- und frilhen postnatalen Entwicklungsphase von Ratten *°. Mittels eines in
vitro Versuchs an OPCs von neugeborenen Ratten und Mausen am ersten postnatalen
Tag wurde die Relevanz einer intakten FGF-FGFR-Signalkaskade untersucht und die
FGF2-vermittelte Aktivierung des FGFR1 mit einer regelrechten Migration von OPCs
assoziiert '*’. Eine weitere Arbeitsgruppe stie nach der Untersuchung postmortaler

ZNS-Proben von MS-Patienten auf erhdhte FGF2-Konzentrationen in aktiven Lasionen
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und in Plague-umgebenden Arealen. Daraufhin wurde eine gesteigerte Migration von
OPCs unter dem Einfluss von FGF2 in Zellkulturen beobachtet, was die Autoren letztlich
schlussfolgern lieR®, dass FGF2 einen positiven Einfluss auf die Remyelinisierung und
die Integritdt der Bluthirnschranke habe 3. Die Inhibierung von FGF-Rezeptoren und
ihrer Liganden wurde allerdings auch in einer Vielzahl unterschiedlicher Studien mit
protektiven und regenerativen Auswirkungen in Verbindung gebracht. So konnte nach
einem Rezeptor-knock-out eine erhdhte Remyelinisierung, gesteigerte axonale Dichte
und verminderte MS-assoziierte Symptome im Rickenmark von EAE-induzierten
Mausen beobachtet werden %8 Des Weiteren wiesen Proben vom Riickenmark EAE-
induzierter Mause in perivaskularen Lasionsarealen hhere mRNA-Mengen von FGF2
und FGFR1 auf, was die Autoren als einen nachteiligen Effekt auf das
Krankheitsgeschehen werteten ''®. In einem alternativen Modell fir MS, dem Cuprizone-
Modell, konnten die motorischen Einschrankungen bei Mausen mit einem FGFR1/2
knock-out im Vergleich zur Kontrollgruppe abgemildert und eine gesteigerte

Remyelinisierung gemessen werden '3

. Diese Beobachtungen konnten in einem
weiteren Versuch am Cuprizone-Modell bestatigt werden, in dem die Versuchsgruppe
mit einem FGFR1 knock-out mehr reife Oligodendrozyten, eine vermehrte
Remyelinisierung und eine gesteigerte Axonintegritat aufwies, als die Vergleichsgruppe
25 Die Intensitat der Aktivierung des FGFR-Signalweges scheint ein mdglicher
relevanter Faktor fur dessen Wirkungsweise darzustellen. Eine starke Hochregulierung
der Signal-abwarts  befindlichen = ERK1/2-Kinase  bewirkt eine  massive
Axondegeneration, fihrt zu Demyelinisierung und resultiert in einer erhdhten
inflammatorischen Aktivitdt in Axonen sowie in Myelinscheiden von zuvor gesunden
Mausen 84, In einer in vitro Versuchsreihe wurden OPCs und reife OLs FGF2 ausgesetzt,
um die Wirkung der FGFR1-3 in unterschiedlichen Entwicklungsstufen zu untersuchen.
Die Ergebnisse zeigten, dass FGF2 (ber die FGFR1 und 3 auf OPCs stimulierend auf
Proliferation und Differenzierung wirkt. Bei ausgereiften Oligodendrozyten bewirkt eine
Stimulation der FGF-Rezeptoren 1 und 2 die Verlangerung der Zellauslaufer bei
gleichzeitig verringerter Expression der Myelinproteine *®. Positive Auswirkungen eines
FGF2-knock-outs konnten in alternativen MS-Modellen, wie dem Cuprizone- oder dem
murinen Hepatitis Virus-A59 Modell (MHV-A59) nachgewiesen werden: Dort zeigten
K.O.-Mause im Vergleich zu den nicht-genetisch veranderten Versuchstieren eine
verstarkte Remyelinisierung sowie eine gesteigerte Regenrationsfahigkeit von
Oligodendrozyten °. Die ex vivo Applikation von FGF1 an Riickenmarksschnitten von
vier Wochen alten Ratten fiihrte zur akuten ATP-assoziierten Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-13 und IL-6 sowie zu gesteigerten Expression des

CX3CR1 auf Mikroglia *°. Mittels intrathekaler Injektion eines retroviralen Vektors wurde
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bei Mausen am 7. postnatalen Tag eine FGFR1-Defizienz induziert, die mit einer
vermehrten Proliferation von Oligodendrozyten am 28. postnatalen Tag einherging und
in einer separat durchgefiihrten Versuchsreihe bestatigt werden konnte 2. Die Vielzahl
von Publikationen, die auf Ergebnisse dieser Arbeit bezogen werden kénnen zeigt, dass
die Wirkung von Wachstumsfaktoren je nach Zelldifferenzierung teils gegensatzliche
Effekte haben kann und die Entwicklungsstadien der Versuchstiere bei der Interpretation
Berlcksichtigung finden sollte. Weiter konnte der Verweis auf unterschiedliche
Studiendesigns eine mdgliche Erklarung fur die variierenden Resultate bei Versuchen
mit FGFR-Inhibitoren liefern. Einflussfaktoren wie das Entwicklungsstadium des ZNS der
Tiere, uneinheitliche Versuchsprotokolle mit abweichenden Dosierungen der genutzten
Reagenzien und die Verwendung unterschiedlicher MS-Modelle kénnten zu einer
veranderten inflammatorischen Umgebung und Signalweg-Aktivitat beigetragen haben.
Ein weiterer Aspekt, der hinsichtlich der hier durchgefihrten Versuchsreihe zu beachten
ist, ist die Eigenschaft von Fexagratinib mehrere Rezeptorsysteme in unterschiedlichen
Affinitaten zu blockieren. So finden sich ebenfalls Studien, die eine mdgliche Beteiligung
des VEGFR2 und CSF1R an der MS und MS-Modellen nahelegen: In Untersuchungen
bei MS-Patienten konnten wahrend akuter Schibe erhdéhte Serumwerte von VEGF
gemessen werden, die positiv mit der Symptomlast sowie verkirzten Remissionsphasen
und dem Ausmal MR-tomografisch sichtbarer Riickenmarkslasionen, korrelieren 3192,
Dartiber hinaus fanden sich in humanen MS-Plaques héhere VEGF- und VEGFR2-

78 In mehreren Studien zur

Konzentrationen, verglichen mit gesundem Gewebe
Wirkung verstarkter VEGF/VEGFR2-Aktivitaten wurden je nach Aktivitatsstadium der
MS/EAE, pro-inflammatorische Effekte mit Ausschuttung von Interleukinen, TNFa, TGFf3
oder IFNy im ZNS beobachtet . Im EAE-Modell resultierte aus einer Erhéhung von
VEGF ein schwererer Krankheitsverlauf, eine gesteigerte Anzahl von Astrozyten und
eine verstarkte entziindliche Aktivitdt im Rickenmark '°. Folge einer gesteigerten
VEGF-Konzentration war in einer weiteren Studie eine vermehrte Permeabilitat der BBB
samt einer hoheren GefaRdichte 8. Ein Versuch zur therapeutischen Applikation des
VEGFR2-Inhibitors Semaxinib in der akuten Krankheitsphase des MOG-EAE-Modells
erzielte eine signifikante Reduktion des EAE-Scores, reduzierte die Inflammation und

milderte die Demyelinisierung im Riickenmark von M&ausen '°°.

Annliche Ergebnisse lieferten auch Studien, die die Auswirkungen verschiedener
CSF1R-Inhibitoren, wie Ki20227 oder PLX3397, auf den klinischen Verlauf von EAE-
Modellen priiften 2%, In allen Versuchen milderten die Substanzen den EAE-Verlauf
und die Symptome ab, darlber hinaus verringerte sich die Anzahl von zentralen

Lasionen und Entziindungsherden sowie die Aktivitdt und Proliferation von T-
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Lymphozyten, Astrozyten und Microglia 3691262 Dje Inhibitoren waren auBerdem im
Stande die Freisetzung von Zytokinen wie TNFa zu reduzieren und den Verlust von
Oligodendrozyten sowie das Ausmal der Demyelinisierung und der axonalen
Degeneration zu vermindern 2. Umgekehrt fiihrt die experimentelle Injektion des
Liganden CSF1 in einer Studie zu einer gesteigerten Demyelinisierung der weifl3en
Substanz im ZNS '%. In Autopsie-Studien konnten erhéhte Expressionsmuster des
CSF1-Rzeptors im Umkreis von demyelinisierten Lasionen im Hirngewebe von an
RRMS und PMS erkrankten Patienten gefunden werden . So gibt es Hinweise, dass
ein verandertes Milieu im Rahmen chronisch-entzindlicher ZNS-Erkrankungen, die
Funktionsweise des CSF1-Rezeptors nachteilig beeinflusst. Es scheint Einfluss auf die
feine Regulation des Rezeptors zu haben und Uber diesen Makrophagen/Microglia in
pathologischer Weise verstarkt zu aktivieren %°. Wie auch bei der Beeinflussung der
Aktivitat der FGFRs und des VEGFR2, scheint ebenfalls beim CSF1R der Zeitpunkt einer
Inhibition einen relevanten Einfluss zu haben: Es ist anzunehmen, dass eine Blockade
des CSF1R wahrend einer Entwicklungsphase negative Auswirkungen auf die Anzahl
von Neuronen und die Regulation der Mikroglia-Aktivitat hat. Unter
Krankheitsbedingungen hingegen scheint die Suppression einer pathologischen

Immunreaktion vorteilhaft zu sein, um die Krankheitsintensitat abzumildern.

Zu den oben diskutierten Rezeptorsystemen werden schon seit langerer Zeit in
klinischen Studien experimentelle Inhibitoren erprobt. Aktuell (06/24) sind rund 104
Studien auf ClinicalTrials.gov gelistet, die VEGFR2-Inhibtioren fast ausschlieRlich zur
Therapie von fortgeschrittenen Karzinomerkrankungen erproben. Sechs Studien
befinden sich in Phase Ill bzw. IV, davon sind vier bereits abgeschlossen, jedoch ohne
publizierte Ergebnisse. Inhalt der Studien war der Vergleich von VEGFR2-Inhibitoren wie
Apatinib, Cabozantinib oder Pazopanib mit den Standardtherapien bei B-Zell-
Lymphomen, Lungen-, Nieren- und Leberkarzinomen. Zur Verwendung von CSF1R-
Inhibitoren finden sich momentan (06/24) rund 24 Studien auf ClinicalTrials.gov,
Uberwiegend zur Therapie solider Tumore. Davon sind zwei Studien in der Phase llI, in
einer davon wurden Tumore des Bewegungsapparates erfolgreich mittels PLX3397
behandelt. In zwei weiteren Studien wurden die Inhibitoren dariiber hinaus im Rahmen
der  Reduktion der  immunologischen Graft-Versus-Host-Reaktion nach
Stammzelltransplantation sowie zur Behandlung des Morbus Crohn erprobt. Uber den
Einsatz von FGFR-Inhibitoren sind aktuell (06/24) laut ClinicalTrials.gov 111 Studien
gelistet, die Probanden rekrutieren, sich in der Datenerhebung befinden oder
abgeschlossen wurden. In 19 Studien davon wurde AZD4547 bzw. Fexagratinib

verwendet. Eine Studie befand sich in Phase lll, die die Behandlung mit Fexagratinib als
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Zweitlinientherapie bei Lungenkarzinomen im Stadium IV untersuchten. Patienten
wurden dort insgesamt 21 Tage lang oral mit Fexagratinib behandelt, rund 25%
schilderten starkere Nebenwirkungen, wie Anamien, Konjunktividen und andere
Reizungen der Augen sowie des Gastrointestinaltrakts und generelle Fatigue. Aufgrund
von vorzeitigem Versterben beendete keiner der Probanden der Interventions- oder

Vergleichsgruppe mit Docetaxel die Studie.

Nach der Applikation von 12,5 mg/kg Fexagratinib konnte eine signifikant verminderte
Entzindungsaktivitat in Ruckenmarksschnitten EAE-induzierter Mause sowohl in der
akuten Krankheitsphase am 20. Tag p.i., als auch in Proben chronisch-erkrankter Mause
am 42. Tag p.i., beobachtet werden. Das Ausmal infiltrierender inflammatorischer
Zellen, ist zu beiden Zeitpunkten um den Faktor 2,5 reduziert gewesen. Die
immunhistochemischen Analysen von T- und B-Lymphozyten sowie von
Makrophagen/Microglia waren in Lasionsarealen der weilRen Substanz zu beiden
Zeitpunkten signifikant niedriger als in der Vergleichsgruppe. Die genetischen
Untersuchungen zur mRNA-Expression von Zytokinen und Interleukinen blieben ohne
Auffalligkeiten zwischen den Kontroll- und Interventionsgruppen. Ein Erklarungsansatz
fur diesen Umstand kdnnte unter anderem sein, dass die Regulation von mRNA nicht
nur auf transkriptioneller Ebene, messbar durch eine PCR, sondern auch zu grof3en
Teilen durch posttranskriptionelle Modifikationen stattfindet. Insbesondere bei Produkten
wie Zytokinen, die zeitlich abgestimmt synthetisiert und ausgeschuttet werden, ist eine
tiefergehende und langerfristige Aussage auf Grundlage einer Bestimmung der mRNA-
Konzentrationen nur eingeschrankt bis nicht moglich. Bekannt ist, dass an den
pathophysiologischen Prozessen einer MS unter anderem CD4"-, CD8"-, Ty1- und Ty17-
Lymphozyten, B-Zellen sowie Macrophagen/Mikroglia und Astrozyten beteiligt sind '°".
T- und B-Lymphozyten bilden die autoreaktive bzw. autoimmune Basis der Erkrankung,
von der eine kombinierte Infiltration mittels Antikérper, zytotoxischer Zellen und
Komplementfaktoren ausgeht '°'. Die B-Zell/T-Zell-Interaktion sorgt maRgeblich fir eine
ZNS-Infiltration mit Immunzellen nach vorheriger Prasentation von Antigenbestandteilen

8, B-Zellen sorgen ebenfalls fir die

durch B-Gedéachtniszellen gegenuber T-Zellen
Produktion spezifischer Antikérper im ZNS, die gegen Myelinbestandteile gerichtet sind
und zur Demyelinisierung fuhren. Beobachtungen nach Anwendung des B-Zell-
depletierenden Anti-CD20-Antikérpers Rituximab zeigten, dass die Schubintensitat
verkirzt werden konnte, sich jedoch die Zusammensetzung der Antikdrper im Liquor
nicht anderte, was Ruckschlisse auf einen pathoimmunologisch relevanten Faktor
abseits der reinen Antikdrperproduktion von B-Zellen zuldsst 8”3, So weisen knapp 60%

aller Lasionen von MS-Patienten neben einer T-Zell-Infiltration und einer
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Antikérperproduktion ebenfalls eine Komplement-Aktivierung auf, welche durch Antigen-
prasentierende B-Zellen erméglicht wird . Eine Regulation der Immunantwort geschieht
Uber die Ausschuttung von Zytokinen und Interleukinen wie IFNy, IL-1, IL-6 und IL-12,
welche fir die Polarisierung und Differenzierung naiver Lymphozyten zu
entsprechenden Subtypen der T-Helferzellen verantwortlich sind '°'. Stérungen dieser
Differenzierung fiihren zu einer pathologischen Uberexpression der Tu-Subtypen 1 und
17 und bilden einen weiteren Faktor bei der Auspragung der MS, da sie Studien zufolge
mit einer erhdhten Permeabilitdt der Hirnschranke und mit der verlangsamten

01 Um das Ausmal einer

Differenzierung von Oligodendrozyten einhergehen
Immunantwort richtig zu adjustieren, kommt den regulatorischen T- und B-Zellen eine
wichtige Rolle zu. Da sie udber TGFB und IL-10 hemmend auf die Aktivitat
inflammatorischer CD4*-T-Lymphozyten wirken, ermoglichen sie die Initiierung
regenerativer Prozesse ®. Dariiber hinaus wird ihnen eine positive Rolle im Rahmen der
Remyelinisierung zugesprochen *°. Eine gestdrte Funktion von Treg-Zellen, in Form einer
verminderten Produktion anti-inflammatorischer Interleukine, wird bei MS Patienten als
ein wesentlicher Faktor fir den Krankheitsprogress verantwortlich gemacht ®. Die
Relevanz von Microglia/Makrophagen ist seit langerem bekannt, sie besiedeln akute
MS-Lasionen und  besitzen  gegensatzliche  Funktionen; neben einer
gewebeschadigenden Aktivierung von Immunzellen, wirken sie nach der Phagozytose
von Myelinriickstanden entziindungshemmend '%. Experimentell zeigt sich, dass die
Inhibition des Microglia-spezifischen CSF1R mit PLX5622 eine reduzierte
Entzindungsaktivitdt bewirkt und zum Erhalt intakter Myelinscheiden und reifer
Oligodendrozyten beitragt ¢’. Therapeutisch wird mittels DMTs, wie Interferon-beta,
Glatirameracetat oder Fingolimod, Einfluss auf TNFa, IL-1B3, IL-6 sowie die S1P-
Rezeptoren genommen, um die Aktivitdt von Microglia wahrend eines aktiven MS-

Schubs effektiv zu vermindern .

Neben den Effekten von Fexagratinib auf Immunzellen und relevante
Immunmodulatoren, konnten Auswirkungen auf das BDNF/TrkB-System beobachtet
werden. Dieses neuroprotektiv wirkende System reagierte auf die Applikation von
Fexagratinib mit einer Uberexpression von BDNF in der akuten und chronischen Phase
und einer Hemmung der TrkB Expression im chronischen Verlauf der Versuche. BDNF
gehdrt neben NGF zu den neurotrophen Faktoren und ist essenziell fir die Funktionalitat,
Differenzierung und Wachstum der Neurone und somit auch fir den Erhalt neuronaler
Plastizitat 2. BDNF wirkt Uber die Suppression der Cyclooxygenase-2 (COX2) und
NFkB sowie durch eine gehemmte Synthese proinflammatorischer Zytokine insgesamt

antiinflammatorisch und neuroprotektiv '*°. BDNF bindet an TrkB und NGFR (auch
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bekannt als p75NTR), darliber hinaus umfasst die Trk-Familie noch die Rezeptoren TrkA
und TrkC 2. Allesamt gehéren sie der Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren an und
besitzen eine ahnliche Signalkaskade wie andere relevante Rezeptoren dieser Studie.
Eine Herabregulierung des Rezeptors, wie er in der chronischen Phase der Studie
auftrat, kann beispielsweise durch ein Uberangebot an Liganden, in dem Fall BDNF oder
anderen Co-stimulierenden neurotrophen Faktoren wie NT3, im Sinne der Receptor-
Down-Theorie erklart werden. Experimentell konnte in dieser Hinsicht bereits ein solches

7. Im

Verhalten von TrkB nach UbermaRiger Zufuhr von BDNF beobachtet werden
Mausmodell mit BDNF-knock-out zeigte sich eine signifikant reduzierte GréRe des
Gehirns, jedoch eine mit Wildtypen vergleichbare neuronale Organisation ©. Funktionell
wurde allerdings eine stark ausgepragte Bewegungsunfahigkeit beobachtet ©. Im
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen legen neuere Studien an postmortalem
Gewebe von Alzheimer Patienten ein Zusammenhang zwischen geringen BDNF/TrkB-
Konzentrationen und einer erhéhten Gefahr fiir Alzheimer nahe ©. Dieser Effekt kann
ebenfalls auf weitere neurologische Krankheitsbilder wie ALS, M. Parkinson und MS
ausgeweitet werden. Ursache fiir einen pathologischen Einfluss auf eine MS-Erkrankung
kénnen an mehreren Stellen des Transport- und Signalwegs von BDNF auftreten: Dazu
zahlen die gestorte proteolytische Umwandlung von pro-BDNF in wirksames mBDNF
sowie eine Missense-Mutation die zum Wechsel der Aminosaure Valin zu Methionin fihrt
und einen Polymorphismus erzeugt ®''°. Eine experimentelle therapeutische Aktivierung
von TrkB durch den Agonisten 7,8-DHF fuhrte im MOG-EAE-Modell zu einer
verminderten Krankheitsauspragung und geringeren Demyelinisierung '?*. Ahnliche
Wirkungen zeigen sich auch bei der Anwendung von BDNF, welcher ebenfalls fur die
Remyelinisierung bendtigt wird. Einschrankungen ergeben sich allerdings bei der
therapeutischen Anwendung, da BDNF ein hohes molekulares Gewicht besitzt und
unfahig ist, die Bluthirnschranke zu Uberqueren, was eine intravendse Applikation
ausschliet ''°. Die Arbeitsgruppe um Kopec et al. applizierte erfolgreich intravends eine
modifizierte Variante des BDNF zusammen mit ADTC5, einem Modulator der
Bluthirnschranke, um eine zentralnervése Wirkung sicherzustellen ¥, Die Versuche an
EAE-induzierten Mausen zeigten reduzierte Krankheitsverlaufe, abgemilderte
Entziindungswerte und eine verstarkte Aktivierung von Oligodendrozyten und einer

gesteigerten Demyelinisierung *'.

Stérungen des mitochondrialen Stoffwechsels sind laut aktuellen Studien mit einer
erhdhten Inzidenz degenerativer neurologischer Erkrankungen wie M. Alzheimer, M.
Parkinson und MS assoziiert. Schaden fihren zu einem zellularen Energiedefizit, einem

Sauerstoffmangel und einer Akkumulation von Eisen sowie zu héheren Konzentrationen
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von freien Radikalen. Die Aufrechterhaltung eines suffizienten zellularen
Energiestoffwechsels und die Regulation von oxidativem Stress sind Voraussetzungen
fur die physiologische Funktion von Neuronen, Axonen und Oligodendrozyten. In
unserer Studie hatte Fexagratinib in der akuten Erkrankungsphase einen negativen
regulatorischen Einfluss auf die mitochondrialen Komplexe ATP6E und SOD2. Im
Verlauf der chronischen Erkrankung wiesen Mause nach der Behandlung mit
Fexagratinib jedoch gesteigerte Konzentrationen von SOD2 auf, ATP6E schien zu
diesem Zeitpunkt nicht reguliert zu werden. SOD2 und ATP6E sind, neben weiteren
Proteinkomplexen, Bestandteil des mitochondrialen Redoxsystems und fir eine
Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase an freien Radikalen und oxidativem Stress
zustandig. SOD2-defiziente Mause weisen eine gesteigerte Demyelinisierung, eine
erhdhte Degeneration von Axonen und starkere motorische Einschrankungen auf, deren
klinische Auspragung einer EAE bzw. einer MS dhnelt '®. In derselben Studie war
ebenfalls die inflammatorische Aktivitat bei einem Mangel an SOD2 gesteigert und ging
mit einer herabgesetzten Integritat der BBB einher '®. Hohe Mengen an ROS und ein
entzindliches Milieu kénnen zur reduzierten Expression mitochondrialer Komplexe
fihren und zellulare Differenzierungsprozesse von Oligodendrozyten hemmen, da die
Bereitstellung ausreichender Energieressourcen nicht gegeben ist 9. Warum die
mitochondrialen Komplexe SOD2 und ATPG6E in der akuten Phase der AZD-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert waren, obwohl sich die inflammatorische
Aktivitat reduzierte und die Remyelinisierung bereits begann, kann nicht abschlieRend
geklart werden. Einen Hinweis konnte die Beobachtung geben, dass gesteigerte
Konzentrationen von ROS mit ebenfalls erhohten Expressionsmustern von

% Eine

Mitochondrien einhergehen, um oxidativ-wirksame Stoffe zu reduzieren
mogliche Hypothese wirde so lauten, dass reduzierte ROS-Level, wie sie nach der
akuten Fexagratinib-Gabe wahrscheinlich waren, zu einer Reduktion der
mitochondrialen Komplexe fihren, da diese in einer geringeren Anzahl benétigt werden,
um eine physiologische Konzentration freier Radikale aufrecht zu erhalten. Erst in der
chronischen Erkrankungsphase konnte eine erhdhte Expression von SOD2
nachgewiesen werden. Zu diesem Zeitpunkt scheint die Remyelinisierung und
Differenzierung von reifen Oligodendrozyten schon weit fortgeschritten gewesen zu sein,
wie man in den immunhistochemischen Analysen beobachten konnte. Diese Annahme
wird durch Befunde aus Hirngewebe von MS-Patienten gesttitzt, in denen remyelinisierte
Axone mehr Mitochondrien und eine gesteigerte zellulare Aktivitat als unbeschadigte
Axone aufwiesen, was auf einen erhdhten Energiebedarf im Rahmen der Regeneration
zurlickzufiihren ist 2'°. AbschlieRend lasst sich an dieser Stelle zusammenfassen, dass

Fexagratinib einen Uber die gesamte Versuchsdauer anhaltenden supprimierenden
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Effekt auf die Intensitdt der Immunreaktion und die Zellaktivitat infiltrierender
Lymphozyten und Microglia hatte, was unter anderem zu einer signifikant kirzeren
Schubdauer und Schubintensitat flhrte. Die Relevanz dieser beiden Parameter fir MS
Patienten wird deutlich, wenn man das Ausmal} der korperlichen und kognitiven
Einschrankungen betrachtet, die aus einer entzindlich bedingten Verringerung der
kortikalen Plastizitat resultieren und zu gro3en Teilen die individuellen Krankheitsbirden
pragen %1% Bei einer langfristigen und konsequenten Therapie kénnte die gesteigerte
Remyelinisierungsrate fur eine verbesserte neuronale Plastizitdt sorgen und kinftig
einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf sowie die spateren Krankheitsfolgen

haben.

Fexagratinib hat eine anti-inflammatorische Wirkung und ein remyelinisierendes Milieu
geschaffen, in dem grofRere Populationen reifer und unreifer Oligodendrozyten in
Lasionen der weiflen Substanz gefunden wurden. Diese fuhrten im Rahmen der
Remyelinisierung zu einer hoheren axonalen Dichte und somit zu einer Regeneration
der Myelinscheiden. Den gréten Anteil demyelinisierter Areale bilden die chronisch-
inaktiven Plaques bei MS Patienten, diese haben ein zellarmes Zentrum ohne
regenerative Aktivitdt und eine aufgehobene zelluldare Struktur, wodurch die
Neubesiedlung und eine spatere Remyelinisierung nach aktuellem Wissensstand nicht
mdglich ist 2. Fexagratinib scheint durch seine konsequente anti-entziindliche Wirkung
einen grof3en Einfluss auf die Entwicklung der Plaques zu haben und bereits in einem
frihen Stadium zellular-destruktiven Prozessen entgegenzuwirken, um die
Regenerationsfahigkeit zu erhalten und zu verstarken. Ein Faktor kénnte der positive
Effekt auf die Differenzierung von OPCs in reife Oligodendrozyten sein *°: Die
verminderte Remyelinisierung in chronischen Plaques hangt mit einer Stérung der
Differenzierung von OPCs zu reifen Oligodendrozyten zusammen, welche unter
anderem durch Rickstdnde von Myelinbestandteilen hervorgerufen wird, die dartber
hinaus pro-inflammatorisch auf das umliegende Gewebe sowie auf Axone wirken .
Dartber hinaus sind Oligodendrozyten zytotoxischen T-Zellen, auto-reaktiven
Antikérpern und Zytokin-aktivierten Astrozyten ausgesetzt, die diese ebenfalls funktionell
hindern '°'. Fexagratinib ist ein Multikinase-Inhibitor des FGFR1/2, CSF1R und
VEGFR2, insbesondere uber die Wirkung der FGFR-Familie gibt es kontroverse
Diskussionen, bei denen die zeitliche Entwicklung des ZNS berticksichtig werden muss.
Negative und entwicklungshemmende Ergebnisse Uber die FGFR-Inhibition wurden
haufig in embryonalen oder frihen postnatalen Phasen erhoben. In unserem Experiment
waren die Versuchstiere bereits 8 — 12 Wochen alt; jedoch soll bei Mausen die

Myelinisierung des Rickenmarks innerhalb von 15 — 20 Tagen ihren Hoéhepunkt
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erreichen, die des Kortex nach rund 50 Tagen '>%. Dies kénnte die ausbleibenden
negativen Effekte auf Entwicklung und Differenzierung der Versuchstiere unter Einfluss
einer FGFR-Inhibition erklaren. Die Ergebnisse der Untersuchung unterstreichen eine
potentielle Wirksamkeit von Fexagratinib bei der Behandlung einer MS. Fexagratinib
bzw. AZD4547 wird bereits in klinischen Studien an Patienten mit malignen
Tumorerkrankungen erprobt. Im Falle einer Anwendung bei Patienten mit MS, wirde die
Aquivalenzdosierung zu unserer Empfehlung von 12,5 mg/kg im Tiermodell, rund 1
mg/kg im Menschen entsprechen '*3. Bei einer bereits erprobten Dosierung von bis 160
mg/kg pro Tag, bei einem akzeptablen Nebenwirkungsspektrum scheint dies eine
vertretbare Dosierung zu sein '°'. Uber die Dauer und RegelméaBigkeit einer mdglichen
Einnahme lasst sich zu diesem Zeitpunkt nur schwer eine Aussage treffen; eine
zehntagige Einnahme fuhrte zu den beschriebenen Effekten im Untersuchungszeitraum.
Wie sich der Krankheitsverlauf tGber den Beobachtungszeitraum hinaus entwickelt, ist
Spekulation. Da bei einer chronischen Erkrankung wie der MS die Schubprophylaxe
entscheidend ist, um Residuen mdglichst zu verhindern, kénnte eine dauerhaft-
fortlaufende Einnahme oder eine monatliche wiederkehrende Einnahme uber jeweils

zehn Tage erprobt werden.

AbschlieRend lasst sich aus den dargelegten Resultaten eine insgesamt gute
Wirksamkeit von Fexagratinib gegenuber den Placebogruppen bei der Behandlung einer
EAE schlussfolgern, die sowohl molekularbiologisch als auch histopathologisch bestatigt
wurde. Neben klinisch milderen Krankheitsverldufen konnten erste Symptome direkt
nach Ausbruch der Erkrankung im Rahmen der zehntdgigen oralen Applikation von
Fexagratinib wirksam reduziert und teils ganzlich verhindert werden. Daruber hinaus
wiesen die Versuchstiere in Abhangigkeit der verabreichten Dosis von Fexagratinib eine
reduzierte Infiltration von Immunzellen sowie eine verminderte Demyelinisierung und
Neurodegeneration in Lasionen des Rickenmarks auf. Parallel zeigte sich eine
gesteigerte Remyelinisierung samt erhdhter axonaler Dichte, was in Hinblick auf die
Reduktion langfristiger Krankheitsfolgen positiv zu werten ist. Im akuten Therapiearm
(20 Tage p.i.) zeigte sich eine starke Wirksamkeit, verglichen mit der chronischen
Gruppe (42 Tage p.i.), die durch einen moglichst akuten Therapiebeginn mit Fexagratinib
erreicht werden kann. Letztlich stellte sich die Dosierung mit 12,5 mg/kg als wirksamer
heraus, verglichen mit 6,25 mg/kg. Im Falle einer Anwendung bei MS-Patienten
entsprache dies einer empfohlenen Aquivalenzdosis von 1 mg/kg. Der Multikinase
Ansatz von Fexagratinib verspricht synergistische Effekte zu nutzen, um den
Krankheitsprogress zu verlangsamen und regenerative Prozesse zu unterstitzen,

sodass es ein potentiell wirkungsvolles neues Pharmakon zur Therapie der MS darstellt.
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Einleitung: Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmune entzindlich-demyelinisierende
Krankheit, die weltweite Inzidenz liegt bei rund 3 Millionen Menschen im mittleren Alter
und weist eine meist progressiv verlaufende Symptomatik auf, die neben schweren
motorischen Einschrankungen auch psychische Komplikationen beinhaltet. Im Rahmen
vorausgegangener Untersuchungen zeigte sich eine mogliche Beteiligung der FGFR,
VEGFR2 und CSF1R Signalwege an der Pathogenese der autoimmunen
experimentellen Enzephalopathie (EAE), einem Modell fur MS. Vorarbeiten mit dem
selektiven FGFR-Inhibitor Infigratinib erzielten bereits gute Resultate und stellten die
Frage nach einer wirkungsvolleren Substanz und einem Therapieregieme samt einer
moglichen Dosierung fur den Einsatz im Menschen. Versuchsansatz: Fexagratinib
(AZD4547) ist ein Multikinase-Inhibitor fir den FGFR1 und 2, VEGFR2 und CSF1R. In
diesem Versuch wurde ab dem Zeitpunkt des Auftretens erster Symptome Fexagratinib
in einer Dosierung von 6,25 bzw. 12,5 mg/kg Uber zehn Tage oral an EAE-induzierte
Mause verabreicht. Die Wirksamkeit wurde jeweils in einer akuten Phase am Hohepunkt
der Symptome (20 Tage p.i.) und in einer chronischen Phase der EAE (42 Tage p.i.)
untersucht. Ziel war es, die Symptomlast und den Krankheitsprogress abzumildern und
daruber hinaus neuroregenerative Prozesse wie die Remyelinisierung zu unterstitzen.
Ergebnisse: In der akuten Phase zeigte sich eine Reduktion schwerer Symptome von
89% bzw. 100% in der 6,25 und 12,5 mg Gruppe. In der chronischen Phase konnte
niedrig dosiertes AZD4547 die Symptomatik um 68% reduzieren, in der Hochdosis-
Gruppe wurden schwere Symptome erneut komplett verhindert. Immunhistochemisch
zeigte sich eine signifikant reduzierte Entziindungsaktivitat von T- und B-Lymphozyten
sowie von Macrophagen/Microglia in Lasionen der wei3en Substanz des Rickenmarks
in beiden Phasen des Experiments. Gleichzeitig steigerte AZD4547 die Anzahl Myelin-
produzierender Oligodendrozyten und ihrer Vorlauferzellen und erhdhte die Dichte
myelinisierter Axone im Ruckenmark. Fazit: Der Einsatz des Multikinase-Inhibitors
Fexagratinib stellt eine potentiell gut wirksame neue Therapieoption zur Abmilderung
krankheitsbezogener Symptome und der Verlangsamung des Krankheitsprogresses bei
MS dar. Daruber hinaus unterstitzt er die Remyelinisierung von Axonen und wirkt
neuroregenerativ. Der Einsatz von Fexagratinib in einer klinischen Studie mit einer
Aquivalenzdosis von 1 mg/kg im Menschen wiirde weitere wichtige Erkenntnisse zur
Vertraglichkeit und Wirksamkeit einer méglichen kiinftigen Anwendung bei MS-Patienten

liefern.
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Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory demyelinating
disease with a worldwide incidence of approximately 3 million middle-aged individuals,
typically manifesting as progressive symptoms including severe motor impairment and
psychological complications. Previous studies have indicated the potential involvement
of the FGFR, VEGFR2 and CSF1R signalling pathways in the pathogenesis of
autoimmune experimental encephalopathy (EAE), a model for MS. Early work with the
selective FGFR inhibitor Infigratinib has yielded promising results, prompting the
exploration of more effective substances and therapeutic regimens, including potential
dosages for human use. Experimental approach: Fexagratinib (AZD4547) is a
multikinase inhibitor targeting FGFR1 and 2, VEGFR2, and CSF1R. In the present trial,
Fexagratinib was orally administered to mice with experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) at a dose of 6.25 or 12.5 mg/kg for a period of ten days,
beginning at the onset of the first symptoms. The efficacy of the treatment was
investigated in two distinct phases: the acute phase, which occurred at the peak of
symptoms (20 days p.i.), and the chronic phase of the disease (42 days p.i.). The
objective was to alleviate the symptom burden and disease progression, while also
supporting neuroregenerative processes such as remyelination. Results: In the acute
phase, there was a reduction in severe symptoms of 89% and 100% in the 6.25 and 12.5
mg groups respectively. In the chronic phase, low-dose AZD4547 was able to reduce
symptoms by 68%, while severe symptoms were again completely prevented in the high-
dose group. Immunohistochemistry showed significantly reduced inflammatory activity
of T and B lymphocytes as well as macrophages/microglia in white matter lesions of the
spinal cord in both phases of the experiment. At the same time, AZD4547 increased the
number of myelin-producing oligodendrocytes and their precursor cells and increased
the density of myelinated axons in the spinal cord. Conclusion: The use of the
multikinase inhibitor fexagratinib may represent a potentially effective new therapeutic
option for the alleviation of disease-related symptoms and the slowing of disease
progression in MS. Furthermore, it facilitates the remyelination of axons and exerts a
neuroregenerative effect. The utilisation of fexagratinib in a clinical trial with an equivalent
dose of 1 mg/kg in humans would facilitate the acquisition of further crucial insights into

the tolerability and efficacy of a prospective future application in MS patients.
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a — Alpha

B — Beta

y — Gamma

A — Delta

A2aR Adenosin-2A-Rezeptor

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
ATP Adenosintriphosphat

ATP6(E) Mitochondrially encoded ATP synthase membrane subunit 6 (E)
ATP subunit ATP synthase 3 subunit

AUC Bioverfligbarkeit (engl. area under the curve)
BBB Bluthirnschranke (engl. blood brain barrier)
BDNF Brain-derived neurotrophic factor

CDC Complement-dependent cytotoxicity

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid

CFA Komplette Freund’sches Adjuvanz

CIS Klinisch-isoliertes Syndrom (engl. clinically isoliated syndrome)
Crmax Maximale Plasmakonzentration

CNPase 2’,3’-Cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase
CSF Cerebrospinalflissigkeit, Liquor

CSF1R Colony stimulating factor 1 receptor

CX3CL1 Chemokine C-X3-C ligand 1 (aka Fractalkine)
CX3CR1 CX3C chemokine receptor 1

DIS Dissemination in space

DIT Dissemination in time

DNA Deoxyribonucleic acid

EAE Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
EDSS Expanded Disability Status Scale

EGFR Epidermal growth factor receptor

FGFRx Fibroblast growth factor receptor

FGFx Fibroblast growth factor

FLAIR Fluid attenuated inversion recovery

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GML Lasionen der grauen Substanz (engl. grey matter lesions)
GPCR G-Protein gekoppelte Rezeptoren
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HNSCC
HSPG
IFNy
IGF-1
IGF-1R
IL-x
iNOS
JC-Virus
LINGO-1

MBP
miRNA
MOG
mMRNA
MRT
MT-ND1
MYRF
NMOSD
NO
NPCs
Nrf2
NSCLC

OKB
OLIG1/2
OLs
OPC
OPCs

pAkt
PDGF
PDGFR
pErk

pFGFRx
PLCy
PLP1

Kopf-Hals-Tumore (engl. Head neck squamous cell carcinoma)
Heparansulfat-haltige Proteoglykane

Interferone y

Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor 1 receptor

Interleukin

Inducible nitric oxide synthase

John Cunningham-Virus

Leucine rich repeat and Immunoglobin-like domain-containing
protein 1

Myelin basic protein

microRNA

Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

Messenger ribonucleic acid

Magnetresonanztomographie

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1, mitochondrial

Myelin regulatory factor
Neuromyelitits-optica-Spektrum-Erkrankung

Stickstoffmonoxid

Neuronale Vorlauferzellen (engl. neural progenitor cells)

Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (engl. non-small-cell lung
carcinoma)

Oligoklonale Banden

Oligodendrocyte transcription factor 1/2

Reife Oligodendrozyten

Oligodendrocyte progenitor cell

Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (engl. oligodendrocyte
progenitor cells)

Phosphorylated Akt (aka PKB; Protein kinase B)

Platelet-derived growth factor

Platelet-derived growth factor receptor

Phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (aka MAPK;
mitogen-activated protein kinases)

Phosphorylated fibroblast growth factor receptor

Phospholipase Cy

Myelin proteolipid protein 1
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PML
PPMS

RNA
ROS
RRMS

RTK
S1P-Rezeptor
SDHD

SDI

SDS
SDS-PAGE
SEMA3A
SOD2
SOX-10
SPMS

Ti2
TGF-B
Tu-Zellen
TKI
TMEV
TNF-a
TrkB
VCAM1
VEGF
VEGFR2
WML
YLD

Progressive multifokale Leukenzephalopathie

Primar progressive Multiple Sklerose (engl. primary progressive
multiple sclerosis)

Ribonucleic acid

Reaktive Sauerstoffspezies

Schubférmig-remittierende Multiple Sklerose (engl. relapsing-
remitting multiple sclerosis)

Rezeptor-Tyrosinkinase

Sphingosine 1-Phosphate-Rezeptor

Succinate dehydrogenase complex subunit D

Socio-demographic index

Sodium dodecyl sulphate

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
Semaphorin-3A

Superoxide dismutase 2

SRY-box-10

Sekundar progressive Multiple Sklerose (engl. secondary
progressive multiple sclerosis)

Halbwertszeit

Transforming growth factor 3

T-Helfer-Zellen

Tyrosin-Kinase-Inhibitor

Theiler's Murine Enzephalomyelitis Virus

Tumor necrosis factor

Tropomyosin receptor kinase B

Vascular cell adhesion molecule 1

Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor receptor 2

Lasionen der weiflen Substanz (engl. white matter lesions)

Years lived with disability
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fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in
gleicher oder &hnlicher Form einer anderen Prifungsbehérde zum Zweck einer
Promotion oder eines anderen Priifungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen
Quellen und von anderen Personen tbernommene Material, das in der Arbeit verwendet
wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht.
Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung
der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.”
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