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Abkürzungsverzeichnis 
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ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ELISPOT = Enzym-linked Immunospot Assay 

FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting 



 

 

8 

 

FBS = Fetal Bovine Serum 
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HEV = Hochendothelialen Venolen 

HRP = Horseradish Peroxidase 

HS = Hinterstrang 

huCD52 = humanes CD52 

i.m. = intramuskulär 

i.v. = intravenös 

IF = Immunfluoreszenz 

Ig = Immunglobulin 

IHC = Immunhistochemie 

IL = Interleukin 

INF = Interferon 

JC-Virus = John-Cunningham Virus 

LK = Lymphknoten 

MBP = Myelin-basisches Protein 
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MHC = Major Histocompatibility Complex 

MOG = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 
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m-PAP = Mouse Peroxidase-anti-Peroxidase 

MRT = Magnetresonanztomographie 

MS = Multiple Sklerose 

MW = Mittelwert 

NEDA = No Evidence of Disease Activity 

NGS = Natural Goat Serum 

NKC = Natural Killer Cells 

OD = Optische Dichte 

OKB = Oligoklonale Banden 

OLIG2 = Oligodendrocyte transcription factor 2 

OPC = Oligodendrocyte Progenitor Cells 

OR = Odds Ratio 

PB = Phosphate Buffer 

PBS = Phosphat Buffered Saline 

PerCP/Cy-5.5 = Peridinin-Chlorophyll-Protein gekoppelt mit Cyanin - 5.5 

PFA = Paraformaldehyd 

PLP = Proteolipid-Protein 

PP-MS = Primär-progrediente Multiple Sklerose 

rb-PAP = Rabbit Peroxidase-anti-Peroxidase 

RM = Rückenmark 
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RR-MS = Relapsing Remitting Multiple Sklerose 

RT = Raumtemperatur 

s.c. = subkutan 
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SP-MS = Sekundär-Progrediente Multiple Sklerose 

TLO = Tertiär-lymphatische Organe 

TMB = Tetramethylbenzidin 

TNF- = Tumornekrosefaktor-alpha 

UAW = Unerwünschte Arzneimittelwirkung 

VSS = Vorderseitenstränge 

W = Width 
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1. Einleitung 

1.1 Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmunvermittelte neurodegenerative Erkrankung 

des zentralen Nervensystems (ZNS) (Thompson et al., 2018b), welche erstmals detailliert 

durch den französischen Arzt und Begründer der modernen Neurologie Jean-Martin 

Charcot sowie seinen deutschen Schüler Leopold Odenstein im Jahre 1868 als „la 

sclérose en plaques généralisée“ beschrieben wurde (Lehmann et al., 2018).  

Diese erste Beschreibung spiegelte bereits pathognomonische histologische 

Veränderungen im Krankheitsverlauf der MS wider. Dieser ist geprägt durch ein 

Nebeneinander von Inflammation, Demyelinisierung sowie Axonverlust in verschiedenen 

Kompartimenten des ZNS. Es folgt ein progredienter Neuronenverlust mit generalisierter 

Hirnatrophie sowie die Ausbildung von reaktiven Gliosenarben im Bereich der Läsionen 

(Popescu und Lucchinetti, 2012; Reich et al., 2018). 

Eine weitere Bezeichnung für die MS ist die Enzephalomyelitis disseminata, worin sich 

jene für die Diagnose der Erkrankung nach den McDonalds-Kriterien geforderte räumliche 

und zeitliche Dissemination der Erkrankungsherde mit charakteristischen Befunden in der 

Magnetresonanztomographie (MRT) und dem Liquor bzw. der klinischen Symptomatik 

abbildet (Thompson et al., 2018a). 

Mit einer Prävalenz von ca. 175 - 289/100.000 Einwohner in Deutschland und einer 

typischen Erstmanifestation zwischen dem 20-40. Lebensjahr, gilt die MS als häufigste 

atraumatische Ursache für Behinderung im jungen Erwachsenenalter (Filippi et al., 2018; 

Kip, 2016). Hierdurch ergibt sich neben der individuellen-medizinischen eine hohe 

sozioökonomische Relevanz der Erkrankung, mit geschätzten jährlichen Kosten von 14,6 

Milliarden Euro in Europa (Olesen et al., 2012). 

1.1.1 Symptomatik und klinischer Verlauf 

Die Symptomatik der Erkrankung ist äußerst heterogen und somit wenig 

krankheitsspezifisch, bedingt durch multiple disseminierte Läsionsherde innerhalb 

verschiedener ZNS-Kompartimente. Typische Lokalisationen der Erstmanifestation durch 

demyelinisierende Läsionen sind Nervus opticus, Hirnstamm, Rückenmark (RM) und 

Cerebellum. (Filippi et al., 2018). Während somit die primäre klinische Manifestation eine 
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Neuritis nervi optici, Doppelbilder, Nystagmus, Sensibilitätsstörungen, Paresen und  

Ataxie umfasst, kommt es insbesondere im Verlauf zu Einschränkungen der kognitiven 

Leistungsfähigkeit, komplexen neuropsychologischen Veränderungen sowie Fatigue 

(Brownlee et al., 2017; Compston und Coles, 2008; Filippi et al., 2018). Charakteristisch, 

wenn auch nicht spezifisch, sind das Lhermitte-Zeichen, eine unter Nackenflexion über 

den Rücken hinabziehende elektrisierend-kribbelnde Missempfindung, sowie das Uhthoff-

Phänomen, eine passagere Aggravation der klinisch-neurologischen Symptomatik 

aufgrund einer Erhöhung der Körpertemperatur (Compston und Coles, 2008).  

Der Krankheitsverlauf und die klinische Progredienz der Symptomatik ist interindividuell 

verschieden und schwer prognostizierbar. Es erlaubt sich jedoch die Differenzierung 

anhand der initialen Manifestation in zwei Hauptmanifestationsformen: der schubförmigen 

sowie der progredienten MS (Brownlee et al., 2017; Lublin et al., 2014).  

Bei ca. 85 % der Betroffenen kommt es zunächst zum Auftreten eines oder mehrerer 

klinischer Schubereignisse mit vollständiger oder teilweiser Remission der Symptomatik, 

ohne nachweisbare klinische Progredienz im Intervall (Lassmann, 2018). Als ein Schub 

wird ein akut bis subakut aufgetretenes neurologisches Defizit bezeichnet, welches über 

> 24 h besteht und unabhängig von Fieber oder eines Infektes auftritt. Dies entspricht 

pathologisch einer fokal bzw. multifokal auftretenden Inflammation und Demyelinisierung 

(Brownlee et al., 2017; Thompson et al., 2018a). Ein erstmaliges klinisches 

Schubereignis, welches auch nach Berücksichtigung von MRT- und Liquorparametern 

nicht hinreichend die für die Diagnose vorausgesetzte räumliche und zeitliche 

Dissemination erfüllt, wird als klinisch-isoliertes Syndrom (Clinically Isolated 

Syndrome = CIS) bezeichnet, stellt jedoch in der Mehrzahl der Fälle lediglich das initiale 

Ereignis einer schubförmigen MS, auch als Relapsing Remitting-MS (RR-MS) bezeichnet, 

dar (Thompson et al., 2018b). Nach einer Erkrankungsdauer von ca. 5 - 25 Jahren kommt 

es häufig zu einer graduellen Abnahme der Schubrate der RR-MS und einer 

schubunabhängigen Akkumulation von Symptomen, was als sekundär-progrediente MS 

(SP-MS) bezeichnet wird (Lublin et al., 2014; Ransohoff et al., 2015). 

In ca. 10 - 15 % der Fälle kommt es bereits bei Erstmanifestation der Erkrankung zu 

einem schubunabhängigen klinischen Progress ohne vorherigen schubförmigen Verlauf, 

was als primär-progrediente MS (PP-MS) bezeichnet wird (Brownlee et al., 2017; Lublin 

et al., 2014).  
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Nach Revision der Phänotypisierung der MS-Verläufe im Jahr 2013 werden die RR-MS 

sowie die progredienten Verläufe unter Einbeziehung von Krankheitsschüben bzw. 

Kontrastmittelverhalten und T2-gewichteter Darstellung im MRT, in aktive und inaktive 

Formen unterteilt, unabhängig von der primären Manifestation. Weiter wird empfohlen SP-

MS und PP-MS-Patient*innen anhand ihres Krankheitsprogresses zu beurteilen (Lublin et 

al., 2014). Diese zunehmend differenzierte Kategorisierung ermöglicht der ausgeprägten 

Heterogenität von MS-Verläufen besser gerecht zu werden und entsprechende 

Therapieansätze zu etablieren. 

1.1.2 Ätiologie und Epidemiologie 

Bisher ist es nicht gelungen einen einzelnen oder multiple ätiologische Faktoren als 

Auslöser der MS zu definieren (Reich et al., 2018). Eine etablierte Theorie beschreibt eine 

komplexe Interaktion von Umweltfaktoren, die bei gegebener genetischer Prädisposition 

und Exposition mit individuellen Risikofaktoren zur Manifestation der Erkrankung führt 

(Olsson et al., 2017; Thompson et al., 2018b). Individuelle Risikofaktoren, für die ein 

Zusammenhang mit der MS festgestellt wurden, sind unter anderem Tabakrauch, 

Exposition mit organischen Lösungsmitteln, Nachtschichtarbeit sowie Übergewicht im 

Jugendalter (Olsson et al., 2017).  

Die weltweiten Prävalenzzahlen weisen im Allgemeinen ein erhöhtes Krankheitsrisiko mit 

zunehmender Distanz zum Äquator auf, mit hohen Fallzahlen in Mittel- und Nordeuropa, 

Kanada und dem Norden der USA (Browne et al., 2014; Simpson et al., 2011). Zudem 

konnte gezeigt werden, dass sich bei Migration im jungen Lebensalter die individuelle 

Erkrankungswahrscheinlichkeit an die des Empfängerlandes angleicht (Berg-Hansen et 

al., 2015; Gale und Martyn, 1995). Eine mögliche Erklärung hierfür stellen veränderte 

Umweltfaktoren, wie eine geringere Exposition mit ultraviolettem Licht und eine konsekutiv 

verminderte Vitamin-D-Synthese, dar. Dies zeigte sich assoziiert mit einem erhöhten 

Erkrankungsrisiko, schwereren Verläufen und einem rascheren Krankheitsprogress der 

MS (Lucas et al., 2015). 

Hinweise auf eine genetische Determinante der MS ergeben sich aus Betrachtung des 

Erkrankungsrisikos von Angehörigen von MS-Patient*innen, welches mit einer Häufigkeit 

von ca. 30 - 50 % für monozygote Zwillinge sowie 2 - 4 % für Verwandte ersten Grades 

deutlich über der Prävalenz in der Normalbevölkerung liegt (Reich et al., 2018). Im 
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Rahmen von vergleichenden Analysen des genetischen Materials zeigt sich unter 

anderem ein erhöhtes Erkrankungsrisiko durch die HLA-DRB1*15:01 Allel-Variante (Odds 

Ratio = OR ~ 3), welche für das Haupthistokompatibilitätskomplex- (Major 

Histocompatibility Complex = MHC) II-Molekül kodiert. Zudem fand sich ein protektiver 

Einfluss des für MHC-I-kodierenden HLA-A*02:01 Allels (OR ~ 0.7) (Olsson et al., 2017; 

Sawcer et al., 2011). In beiden Fällen sind die Genprodukte somit unmittelbar an der 

Antigenpräsentation und somit Aktivierung der adaptiven Immunantwort beteiligt, MHC-II 

für Cluster of Differentiation (CD 4+ und MHC-I für CD8+ T-Lymphozyten (Olsson et al., 

2017). Insgesamt konnten in genomweiten Assoziationsstudien mittlerweile über 200 

autosomale Genvarianten außerhalb des MHC-Komplexes, eine X-chromosomale 

Variante sowie 32 Varianten der MHC-kodierenden Genabschnitte identifiziert werden, 

die über verschiedene Mechanismen an der Regulation der adaptiven oder angeborenen 

Immunantwort beteiligt sind und die Suszeptibilität beeinflussen, was den Status der MS 

als primär autoimmun-vermittelte Erkrankung festigt (Consortium, 2019; Olsson et al., 

2017).  

Mit einer Relation von 2 - 3 : 1 in RR-MS-Patient*innen überwiegen Frauen, wie für 

Autoimmunerkrankungen typisch, deutlich (Filippi et al., 2018; Reich et al., 2018). Die 

Theorie eines hormonellen Einflusses auf die Krankheitsaktivität wird weiter gestützt 

durch die verminderte Schubrate sowie Veränderungen der Zytokinspiegel während 

Schwangerschaften (Al-Shammri et al., 2004; Nguyen et al., 2019).  

Auch der Einfluss der Darmflora (Berer et al., 2017; Berer et al., 2011) sowie diverse 

Infektionserkrankungen auf das Erkrankungsrisiko und die Pathogenese der MS wurden 

diskutiert (Filippi et al., 2018).  

Einen besonderen Stellenwert unter den infektiologischen Einflussfaktoren nimmt das 

Epstein-Barr-Virus (EBV) ein, welches sich insbesondere bei Infektion im Jugend- bzw. 

Erwachsenenalter als infektiöse Mononukleose manifestieren kann (Ascherio et al., 2012; 

Dunmire et al., 2018). EBV ist ein ubiquitär auftretendes Herpesvirus, welches B-

Lymphozyten infiziert und lebenslang in B-Gedächtniszellen persistiert (Ascherio, 2013). 

Diese latente Infektion führt zur B-Zell-Proliferation und -Aktivierung sowie zu einer 

konsekutiven Resistenz gegenüber regulatorischen Einflüssen (Ascherio et al., 2012). 

Insbesondere der Zeitpunkt der Infektion ist hierbei relevant. So wurde in einer Fall-

Kontroll-Studie unter Beteiligung von 10 Millionen Angehörigen des Militärs der 
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Vereinigten Staaten von Amerika ein 32fach erhöhtes MS- Erkrankungsrisiko nach EBV-

Serokonversion festgestellt. Im Vergleich konnte eine Ähnliche Korrelation bei Infektion 

mit dem Cytomegalievirus, ein ebenfalls in Lymphozyten persistierendes Herpesvirus, 

kein erhöhtes MS-Erkrankungsrisiko nachgewiesen werden (Bjornevik et al., 2022). Durch 

die Arbeit von Lanz et al. (2022) konnte zudem molekuläres Mimikry als lange vermuteter 

Pathomechanismus zwischen EBV und MS nachgewiesen werden. So fanden sich in 20-

25 % der untersuchten MS-Patient*innen AK, die mit hoher Affinität EBV-nukleäres 

Antigen 1 (EBNA-1) sowie ein auf Gliazellen exprimiertes Adhäsionsmolekül 

(GliaCAM = gliacell adhäsions molecule) binden konnten. Im Tiermodell konnten die 

Autoren zudem einen aggravierten klinischen Verlauf nach Immunisierung mittels eines 

EBNA-1-Fragmentes zeigen. Es erscheint somit möglich, dass das individuelle MS-

Erkrankungsrisiko in Zukunft mittels einer Impfung gegen EBV signifikant reduziert 

werden könnte (Bjornevik et al., 2022; Maple et al., 2022). 

1.2 Die Immunpathologie der Multiplen Sklerose 

Für die Entwicklung und Etablierung von Therapieansätzen der MS, ist neben der Analyse 

ätiologischer Zusammenhänge insbesondere das Verständnis von Pathohistologie und -

physiologie essenziell. 

Als pathognomonisch gelten inflammatorische Läsionen, die primär zur Demyelinisierung 

der weißen und grauen Substanz sowie diffusen Schäden und generalisierter 

Neurodegeneration im gesamten ZNS führen (Lassmann, 2018; Lassmann et al., 2007). 

Diese Orte der fokalen Demyelinisierung, auch als Plaques bezeichnet, sind 

gekennzeichnet durch variable Gliosierung und Inflammation bei im Verhältnis geringer 

ausgeprägten axonalen Schäden (Popescu und Lucchinetti, 2012). Typische 

Prädilektionsstellen im ZNS sind periventrikuläre Bereiche, Corpus callosum, Hirnstamm, 

Cerebellum, RM und Nervus opticus (Popescu und Lucchinetti, 2012; Reich et al., 2018).  

Als chronisch-autoimmune Erkrankung zeichnet sich die MS unter anderem durch 

perivaskuläre Infiltration und parenchymale Distribution von T- und B-Lymphozyten im 

ZNS aus, welche in der Frühphase der Erkrankung am stärksten ausgeprägt sind und im 

Verlauf mit Erkrankungsdauer und zunehmendem Alter der Patient*innen abnehmen 

(Lassmann, 2018). Jedoch zeigen auch Patient*innen mit progredienten Verläufen 

ausgeprägte Entzündungsaktivität, die das Niveau primär metabolischer oder 
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neurodegenerativer ZNS-Erkrankungen übersteigen (Frischer et al., 2009; Lassmann, 

2018). Ausgeprägte Inflammationsprozesse sind in progredienten Verläufen zudem 

assoziiert mit klinischer bzw. radiologischer Krankheitsaktivität, während in Patient*innen 

mit Krankheitsstabilität bzw. in der Spätphase der Erkrankung die leukozytäre ZNS-

Infiltration bis auf das altersentsprechende Normalniveau abfallen kann (Frischer et al., 

2009; Lassmann, 2018). Diese adaptive Immunaktivität führt im Weiteren zur 

Demyelinisierung durch Infiltration des Gewebes mit Makrophagen sowie zur Aktivierung 

ZNS-ständiger Mikroglia (Lassmann, 2018). Anhand der Aktivität von 

Makrophagen/Mikroglia innerhalb der weißen Substanz (white matter = WM) können 

Läsionstypen definiert werden. Akut-aktive Läsionen, welche insbesondere in RR-MS-

Patient*innen auftreten, sind geprägt durch Infiltration von Lymphozyten und 

Makrophagen und assoziiert mit einer insuffizienten Blut-Hirn-Schranke (BHS). 

Chronisch-aktive, oder langsam-expandierende Läsionen zeichnen sich durch eine 

fortschreitende Demyelinisierung mit Makrophagenaktivität an den Plaquerändern aus 

und zeigen sich vor allem im Rahmen progredienter Verläufe. Mit fortschreitendem Alter 

der Betroffenen und Erkrankungsdauer kommt es im Verlauf zur Prädominanz inaktiver 

bzw. remyelinisierter Plaques ohne ausgeprägte Mikroglia- oder Makrophagenaktivität 

(Frischer et al., 2015; Kuhlmann et al., 2017; Luchetti et al., 2018). 

Die frühen aktiven demyelinisierenden Plaques der WM sind gekennzeichnet durch vier 

Subtypen, die sich über Monate entwickeln und über heterogene pathophysiologische 

Mechanismen zur Demyelinisierung führen (Lucchinetti et al., 2000). Dies ist 

insbesondere relevant, da in jeder Patient*in jeweils ein Effektormechanismus mit hoher 

Konstanz dominiert und somit ein individuelles therapeutisches Ziel darstellt (Lucchinetti 

et al., 2000; Metz et al., 2014; Popescu et al., 2013). Subtyp I (15 % der Patient*innen) ist 

assoziiert mit T-Zell-vermittelter Inflammation sowie Mikroglia- und Makrophagenaktivität, 

während der häufigste Subtyp II (56 % der Patient*innen) zusätzlich Immunglobulin (Ig)-

Ablagerungen und Komplementaktivität aufweist. Subtyp III (26 % der Patient*innen) 

zeichnet sich durch apoptotischen Untergang von Oligodendrozyten bei gleichzeitiger T-

zellulärer Inflammation und Mikroglia- und Makrophagenaktivität aus. Der seltene Subtyp 

IV (< 1 % der Patient*innen) tritt lediglich im Rahmen von PP-MS-Patient*innen auf und 

zeichnet sich durch einen nicht-apoptotischen Untergang von Oligodendrozyten aus 

(Lucchinetti et al., 2000; Popescu et al., 2013). 
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Die Demyelinisierung ist im Rahmen der Pathogenese der MS jedoch nicht auf die WM 

begrenzt, sondern findet sich auch im Bereich der grauen Substanz des Kortex 

(Kutzelnigg et al., 2005; Lucchinetti et al., 2011). Ca. 50 % der kortikalen Läsionen treten 

ebenfalls perivaskulär auf, sind jedoch mit einer geringeren Inflammationsaktivität und 

einer weniger permeablen BHS assoziiert als Läsionen der WM (Peterson et al., 2001; 

Reich et al., 2018). Die übrigen Läsionen des Kortex gehen nicht von einzelnen kortikalen 

Gefäßen aus, sondern sind im Bereich der pialen Hirnoberfläche lokalisiert (Reich et al., 

2018). Das Ausmaß an Demyelinisierung, Mikrogliaaktivierung und Neurodegeneration in 

diesen subpialen Läsionen korreliert mit dem Grad der meningealen Immuninfiltration 

(Howell et al., 2011; Magliozzi et al., 2007). Bereits in der Frühphase der MS lässt sich 

eine meningeale Immuninfiltration detektieren, welche jedoch insbesondere mit 

progredienten Verlaufsformen assoziiert ist (Kutzelnigg et al., 2005; Lucchinetti et al., 

2011; Magliozzi et al., 2007). Insbesondere in SP-MS-Patient*innen zeigen zudem eine 

kompartimentalisierte Organisation dieser Immuninfiltrate aus eng-gepackten B- und 

Plasmazellen sowie T-Zellen, welche aufgrund der ablaufenden lymphozytären 

Reifungsprozesse auch als tertiär-lymphatische Organe bezeichnet werden (Magliozzi et 

al., 2007; Serafini et al., 2004; Serafini et al., 2016). Diese Strukturen sind in 

Abschnitt 1.2.2 näher beschrieben.  

Während in den klassischen aktiven demyelinisierenden Läsionen Axone zunächst 

weniger stark betroffen sind, akkumulieren im Verlauf der Erkrankung zunehmend 

axonale und neuronale Schäden und führen zum irreversiblen Verlust der neuronalen 

Konnektivität (Mahad et al., 2015; Popescu und Lucchinetti, 2012). Die kortikale 

Degeneration erscheint insbesondere auf zwei Mechanismen zu beruhen. Einerseits 

kommt es durch die meningealen Immuninfiltrate zur Sekretion von toxischen Metaboliten 

und pro-inflammatorischen Zytokinen, die im Bereich der kortikalen Grauen Substanz zur 

Neurodegeneration führen (Haider et al., 2016; Magliozzi et al., 2019; Magliozzi et al., 

2018). Andererseits kommt es durch Verlust der Myelinscheide zu einem erhöhten 

Energiebedarf der Axone, was nach Erschöpfung von mitochondrialen 

Kompensationsmechanismen, fehlender trophischer Unterstützung durch 

Oligodendrozyten und oxidativen Stress im Verlauf ebenso wie primäre Unterbrechungen 

von Axonen in aktiv demyelinisierenden Plaques in eine retrograde Neurodegeneration 

mündet (Friese et al., 2014; Haider et al., 2016; Mahad et al., 2015; Trapp et al., 1998). 
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Jedoch können im Krankheitsverlauf remyelinisierende Prozesse die Myelinscheiden 

wiederherstellen und durch Verbesserung der neuronalen Übertragung und der 

trophischen Situation der Axone neuroprotektiv wirken (Lubetzki et al., 2020; Nave, 2010). 

Eine fortgeschrittene Remyelinisierung führt zur Ausbildung sogenannter „Shadow-

Plaques“, klar-begrenzte Bereiche gekennzeichnet durch eine geringere Myelindichte, 

disproportional dünne Myelinscheiden und verkürzte internodale Abstände (Popescu und 

Lucchinetti, 2012). Insgesamt zeigen Patient*innen mit progredienten MS-Verläufen im 

Vergleich zu RR-MS-Patient*innen ein geringeres Ausmaß an Remyelinisierung, was 

entweder auf eine weniger effiziente Remyelinisierung oder auf erneute inflammatorische 

Demyelinisierung im Rahmen einer chronisch-aktiven Plaqueprogression zurückzuführen 

ist (Bramow et al., 2010; Goldschmidt et al., 2009). Ein Mechanismus der 

Remyelinisierung ist die Differenzierung von Oligodendrozytenvorläuferzellen 

(Oligodendrocyte Progenitor Cells = OPCs) zu reifen Oligodendrozyten, welche für die 

Neusynthese der Myelinscheide verantwortlich sind (Zawadzka et al., 2010). 

Interessanterweise scheint das Ausmaß der Differenzierung von OPCs und der 

Remyelinisierung unter anderem abhängig von der infiltrierenden Lymphozytenpopulation 

zu sein. So zeigten Tiermodellstudien, dass regulatorische T-Zellen die Differenzierung 

von OPCs zu reifen Oligodendrozyten und die anschließende Remyelinisierung 

verstärken können, während TH17-Zellen das Ausmaß an Remyelinisierung reduzieren 

(Baxi et al., 2015; Dombrowski et al., 2017). Die Remyelinisierung stellt somit ein 

attraktives Therapieziel zur Prävention von Neurodegeneration und klinischer Progression 

da, welche auch durch Immunmodulation beeinflussbar sein kann (Harlow et al., 2015; 

Lubetzki et al., 2020).  

1.2.1 Die Rolle der B-Zellen 

Während die MS lange, insbesondere aufgrund von Ergebnissen aus Tiermodellstudien, 

als vornehmlich T-Zell-vermittelte Erkrankung angesehen wurde, ist zunehmend die 

essenzielle Rolle von B-Lymphozyten für Inflammation und Neurodegeneration anerkannt 

(Comi et al., 2021; Li, R. et al., 2018).  

Ein lange etablierter Hinweis auf eine Rolle von B-Zellen in der Pathogenese der MS 

stellen oligoklonale Banden (OKBs) aus Ig im Liquor dar (Greenfield und Hauser, 2018). 

Bereits im Rahmen der ersten klinischen Symptomatik sind OKBs bei 90 % der 
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Patient*innen detektierbar und zeichnen sich durch ein individuell spezifisches Muster aus 

(Krumbholz et al., 2012; Yu et al., 2011). Mittlerweile wurden OKBs in die 

Diagnosekriterien nach McDonald zum Nachweis einer zeitlichen Dissemination 

aufgenommen (Thompson et al., 2018a). Durch Assoziation mit spezifischen 

autoreaktiven (AK) im Serum wurden in den vergangenen Jahren zwei ebenfalls 

demyelinisierende Erkrankungen von der MS abgegrenzt: die Aquaporin-4-AK positive 

Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung und die Myelin-Oligodendrozyten-

Glykoprotein-AK (MOG) positive MOG-assoziierte Erkrankung (Jarius und Wildemann, 

2010; Oertel et al., 2021; Weber et al., 2018).  

Auch nach intensiver Forschung ist die Suche nach einem oder mehreren MS-

spezifischen Antigenen fortlaufend (Comi et al., 2021). Neurofascin, Contactin-2 oder KIR 

4.1 wurden als mögliche Auto-Antigene postuliert (Derfuss et al., 2009; Mathey et al., 

2007; Schirmer et al., 2014; Srivastava et al., 2012), ihr Stellenwert in der Pathologie der 

MS bleibt jedoch umstritten, insbesondere da beispielsweise die Bindung von Liquor-AK 

an unspezifischen Zelldetritus die Schlussfolgerung zulässt, dass es sich bei der Auto-

AK-Produktion lediglich um ein unspezifisches Epiphänomen der ablaufenden 

Inflammation handeln könnte (Brandle et al., 2016; Greenfield und Hauser, 2018). 

Andererseits besitzen AK, produziert von Plasmazellklonen aus dem Liquor von MS-

Patient*innen, die Fähigkeit in humanem und murinem ZNS-Gewebe zu binden und eine 

Demyelinisierung auszulösen (Blauth et al., 2015).  

Weitere pathologische und klinische Argumente sprechen ebenso für einen Auto-AK 

vermittelten Effekt. So ist der häufigste Läsionstyp in Autopsiestudien nach Lucchinetti et 

al. (2000) (Typ-II; siehe Abschnitt 1.2) gekennzeichnet durch Ig-Bindung und 

Komplementaktivierung (Metz et al., 2014). Patient*innen, die diesen Läsionstyp 

aufweisen, profitieren zudem stärker durch eine Plasmapheresebehandlung als 

Patient*innen, die einen anderen pathologischen Subtyp aufweisen (Keegan et al., 2005).  

Neben der AK-Produktion durch B-Zellen ist insbesondere deren Funktion als 

antigenpräsentierende Zelle (APZ) relevant. Antigene, die an den B-Zell-Rezeptor an der 

Oberfläche von Gedächtnis-B-Zellen binden, werden zunächst internalisiert, prozessiert 

und im Verlauf über MHC-II-Rezeptoren T-Lymphozyten präsentiert. Diese Präsentation 

in Zusammenhang mit pro-inflammatorischen Zytokinen führt zur Aktivierung von T-

Lymphozyten (Greenfield und Hauser, 2018; Harp et al., 2010; Harp et al., 2008). In einem 
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B-Zell-abhängigen Mausmodell wurde zudem gezeigt, dass durch spezifisches MHC-II-

Gen-Knock-out auf B-Zellen, nicht jedoch auf anderen APZs, die Krankheitsentstehung 

verhindert wird, unabhängig von der Myelin-spezifischen AK-Produktion (Molnarfi et al., 

2013).  

Ein weiterer AK-unabhängiger Mechanismus ist der lokale Einfluss von B-Zellen durch 

deren pro- bzw. antiinflammatorische Zytokinsekretion. B-Zellen unbehandelter MS-

Patient*innen weisen eine übermäßige Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie 

Tumornekrosefaktor- (TNF-), Lymphotoxin-, Interleukin (IL)-6 sowie Granulozyten-

Monozyten-Kolonien-stimulierender-Faktor im Verhältnis zu antiinflammatorischem IL-10 

und IL-35 auf (Li, R. et al., 2018). 

Betrachtungen von B-Zell-Populationen im ZNS sowie drainierenden Lymphknoten (LK) 

und Blut weisen auf einen bidirektionalen Austausch mit lymphozytären 

Reifungsprozessen auf beiden Seiten der BHS hin (Palanichamy et al., 2014; Stern et al., 

2014). Somit ist die Drainage von B-Zellen aus dem ZNS in die Peripherie und die dortige 

subsequente T-Zell-Aktivierung ein potenzieller Mechanismus zur Auslösung von 

Schubereignissen in RR-MS-Patient*innen (Michel et al., 2015). Der Einfluss von 

peripheren B-Zellen auf die Schubrate wird weiter gestützt durch eine Enzym-linked 

Immunospot Assay (ELISPOT)-Studie durch Hohmann et al. (2014), die ZNS-reaktive B-

Zellen im peripheren Blut als Risikofaktor für das Auftreten eines Schubes in einer 

Subpopulation von RR-MS-Patient*innen innerhalb eines Zeitraums von 10 Monaten 

identifizierte. Der Einfluss von B-Zell-depletierenden Therapeutika auf Krankheitsprogress 

und Schubrate ist ausführlich in Abschnitt 1.4 beschrieben. 

1.2.2 Tertiär-lymphatische Organe  

Lymphatische Organe sind hoch-spezialisierte Gewebe, die über komplexe 

Regulationsmechanismen die Reifung und Differenzierung von Lymphozyten und somit 

die adaptive Immunantwort an sich koordinieren. Während Knochenmark und Thymus als 

primär-lymphatische Organe Orte der Selektion und Reifung von naiven B- und T-

Lymphozyten aus hämatopoetischen Stammzellen darstellen, sind sekundär-

lymphatische Organe (SLOs), bestehend aus LK, Milz und Mukosa-assoziiertem 

lymphatischem Gewebe, Orte der B- und T-zellulären Aktivierung und Reifung (Aloisi und 

Pujol-Borrell, 2006; Nerviani und Pitzalis, 2018). Neben diesen physiologisch 
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auftretenden Organen kommt es im Rahmen von Autoimmunerkrankungen wie bspw. der 

rheumatoiden Arthritis, der Myasthenia gravis und der MS sowie im Rahmen von 

Transplantatabstoßungen, Neoplasien und Infektionserkrankungen in räumlicher Nähe zu 

den betroffenen Organen zur Entstehung sogenannter tertiär-lymphatischer Organe 

(TLOs) (Aloisi und Pujol-Borrell, 2006; Nerviani und Pitzalis, 2018). 

TLOs ähneln in ihrem strukturellen Aufbau mit Ausbildung einer T-Zell-Zone, einer 

zentralen B-Zell-Zone, einem Netzwerk aus follikulär-dendritischen Zellen (FDZ) und 

hochendothelialen Venolen (HEV) stark SLOs und sind wie auch diese verantwortlich für 

die Aktivierung von B- und T-Lymphozyten und die Keimzentrumsreaktion zur 

Ausdifferenzierung von Gedächtnis-B-Zellen und Plasmazellen aus naiven B-Zellen sowie 

zu AK-Reifung und Ig-Klassenwechsel (Aloisi und Pujol-Borrell, 2006; Nerviani und 

Pitzalis, 2018). Während die Organogenese von SLOs abhängig von der Interaktion von 

Lymphoid-Gewebs-induzierenden- sowie von mesenchymalen Lymphoid-Gewebs-

organisierenden-Zellen sind (Nerviani und Pitzalis, 2018), scheint die Entwicklung von 

TLOs im Rahmen chronischer Inflammation insbesondere abhängig von TH17-

Lymphozyten und der Zytokinproduktion über IL-17 und IL-22 zu sein (Grogan und 

Ouyang, 2012; Peters et al., 2011; van de Pavert und Mebius, 2010). Es kommt in der 

Folge der initialen Reaktion über die Zytokine CXCL-12 und -13 zur Migration und 

Aggregation naiver B-Zellen und zur Ausbildung von Keimzentren (Nerviani und Pitzalis, 

2018). 

Den ersten Nachweis von TLOs in der Pathogenese der MS erbrachten Serafini et al. 

(2004) durch den Nachweis von B-Zell-Follikeln in Autopsiepräparaten von MS-

Patient*innen. Diese wiesen mit einer kompartimentalisierten B- und T-Zell-Zone, FDZs, 

HEV sowie CXCL-13 deutliche Hinweise für die typischen Mechanismen der 

lymphozytären Reifung in TLOs auf (Serafini et al., 2004). Die Aggregate ließen sich in 

ca. 40 % der untersuchten SP-MS-Patient*innen nachweisen und waren zudem assoziiert 

mit einem früheren Erkrankungsbeginn, einem früheren Übergang zur SP-MS, einer 

früheren Akkumulation irreversibler Behinderung sowie einem früheren Todeszeitpunkt 

(Howell et al., 2011; Magliozzi et al., 2007; Serafini et al., 2004). Histologisch zeigte sich 

eine Assoziation der B-Zell-Follikel zu einer ausgeprägteren kortikalen Pathologie mit 

Demyelinisierung, Mikrogliaaktivierung und Neuronenverlust. Zudem ließen sich die in 

den meningealen B-Zell-Follikeln detektierten B-Zell-Klone auch in den parenchymalen 
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Immuninfiltraten nachweisen (Howell et al., 2011; Lovato et al., 2011; Magliozzi et al., 

2007). Da Demyelinisierung und Neurodegeneration ohne Nachweis von Lymphozyten im 

Kortex detektiert wurden, ging man von löslichen Faktoren aus, welche durch die 

Immuninfiltrate sekretiert werden und entweder direkt neurotoxisch und/oder indirekt über 

eine Aktivierung der Mikroglia wirken (Kutzelnigg et al., 2005; Magliozzi et al., 2010). 

Insbesondere sekretierte Faktoren aus B-Zell-Kulturen von RR-MS-Patient*innen wiesen 

die Produktion von Apoptose-auslösenden neurotoxischen Substanzen auf (Lisak et al., 

2012; Lisak et al., 2017). Zudem fand sich in einer Analyse von Liquorproteinprofilen von 

MS-Patient*innen eine Korrelation zwischen progressiven MS-Verlaufsformen und 

ausgeprägter kortikaler Pathologie mit Proteinen, die mit der TLO-Formation assoziiert 

waren (Magliozzi et al., 2018). Die pathophysiologische Relevanz von TLOs für die MS 

bleibt jedoch weiter umstritten, da Kooi et al. (2009) kortikale Demyelinisierung auch in 

Abwesenheit meningealer Inflammation und B-Zell-Aggregation nachwiesen. 

Ebenso umstritten bleibt der zunächst von Serafini et al. (2010) postulierte Einfluss einer 

bereits in Abschnitt 1.1.2 beschriebenen EBV-Infektion auf die zerebrale B-Zell-

Aggregation. Ein möglicher Pathomechanismus der latenten B-Zell-Infektion für die MS 

ist eine überschießende Proliferation und Reifung von B-Zellen mit subsequenter 

Aggregation sowie eine durch die in-situ Reaktivierung der Infektion ausgelöste 

zytotoxische Immunantwort auf umliegendes Gewebe (Magliozzi et al., 2013; Serafini et 

al., 2014; Veroni et al., 2018). In anderen Studien konnten diese Ergebnisse nicht repliziert 

werden (Peferoen et al., 2010; Willis et al., 2009), möglicherweise aufgrund methodisch-

technischer Differenzen der Nachweisverfahren (Aloisi et al., 2010). 

1.3  Tiermodelle der Multiplen Sklerose 

Tiermodelle sind ein essentieller Bestandteil in der Analyse der Krankheitsentstehung und 

Pathogenese der MS sowie in der Entwicklung neuer Therapieoptionen für Betroffene 

(Robinson et al., 2014). Jedoch können lediglich einzelne pathophysiologische Aspekte 

der MS, nicht jedoch die Erkrankung in Gänze in Tiermodellen abgebildet werden 

(Lassmann und Bradl, 2017). 

Das am meisten untersuchte Tiermodell der MS stellt die experimentelle autoimmune 

Enzephalomyelitis (EAE) dar, welche durch aktive Immunisierung mittels ZNS-Antigenen 

ausgelöst wird. Dieses Modell ist näher in Abschnitt 1.3.1 beschrieben. Zudem kann die 
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EAE auch durch passiven T-Zell-Transfer bzw. Co-Transfer von T-Zellen und 

autoreaktiven AK sowie spontan durch transgene Etablierung von beispielsweise auto-

reaktiven T-Zell-Rezeptoren ausgelöst werden (Lassmann und Bradl, 2017).  

Weitere Tiermodelle erzielen durch Exposition mit einem Toxin eine primäre 

Demyelinisierung, die weitestgehend unabhängig von Prozessen des adaptiven 

Immunsystems stattfindet. Die systemische Exposition mit dem Kupfer-Chelator 

Cuprizone führt in den Versuchstieren durch metabolischen Stress zur Apoptose von 

Oligodendrozyten und Myelindegeneration, während es durch Aussetzen der Exposition 

im Verlauf zur spontanen Remyelinisierung kommt (Praet et al., 2014). 

Zudem kann mittels Infizierung mit bestimmten Virusstämmen, bspw. dem Theilerschen 

Enzephalomyelitis-Virus oder dem Maus-Hepatitis- (Corona-) Virus in empfänglichen 

Versuchstieren eine Inflammation, Demyelinisierung und Neurodegeneration ausgelöst 

werden. Diese Modelle eignen sich daher zur Analyse möglicher Einflüsse viraler 

Infektionen auf die Etablierung von autoimmunen Prozessen im ZNS (Denic et al., 2011; 

Lassmann und Bradl, 2017). 

Zwar zeigen Erfolge wie die Einführung von MS-Therapien wie Glatirameracetat (GA) 

oder Natalizumab auf Basis von EAE-Studien das wissenschaftliche Potenzial von 

Tiermodellen (Lassmann und Bradl, 2017; Robinson et al., 2014; Teitelbaum et al., 1971; 

Yednock et al., 1992), jedoch konnte bisher keines dieser Modelle die Gesamtheit der 

pathophysiologischen Merkmale der MS adäquat abbilden. Daher müssen die 

vorhandenen Tiermodelle für spezifische Fragestellungen verwendet werden und die 

Aussagekraft von Studienergebnisse für die MS an sich muss vor diesem Hintergrund 

kritisch hinterfragt werden (Lassmann und Bradl, 2017).  

1.3.1 Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis  

Die EAE eignet sich insbesondere aufgrund der immunologischen und 

histopathologischen Parallelen zur MS, sowie der autoimmunen Genese zur 

Untersuchung pathophysiologischer Mechanismen sowie möglicher therapeutischer 

Angriffspunkte der MS (Batoulis et al., 2011; Kipp et al., 2017). 

Die Entdeckung der EAE als Modell einer autoimmunen ZNS-Erkrankung beruht auf der 

Feststellung, dass eine unzureichend von ZNS-Antigenen gereinigte Rabies- 
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Schutzimpfung bei einigen Menschen zur Ausbildung einer akuten neuronalen 

Autoimmunreaktion mit klinischen Parallelen zur MS führte (Lassmann und Bradl, 2017).  

Dieses Konzept wurde zur Etablierung der EAE auf verschiedene Tierspezies, unter 

anderem Primaten, Meerschweinchen und Ratten, durch Applikation von gelöstem 

Hirngewebe übertragen, was jedoch nur in einem Bruchteil der Tiere zur Ausbildung einer 

ähnlichen ZNS-Pathologie wie im Menschen führte (Batoulis et al., 2011; Lassmann und 

Bradl, 2017). Um die Reproduzierbarkeit der Erkrankungsinduktion in Versuchstieren zu 

erhöhen, wurden Adjuvantien etabliert. Komplettes Freundsches Adjuvans (CFA) 

gewährleistet eine kontinuierliche Freisetzung des Antigens sowie eine ausgeprägte 

Stimulation der Immunantwort aufgrund inaktivierter Mycobacterium tuberculosis-Erreger 

(Kabat et al., 1951; Lassmann und Bradl, 2017). In Nagetieren ist zur Krankheitsinduktion 

häufig zusätzlich die Gabe von Pertussis-Toxin notwendig (Lassmann und Bradl, 2017). 

Diese führt einerseits zu einer erhöhten Permeabilität der BHS (Kugler et al., 2007; Lu et 

al., 2008) sowie zu einer erhöhten klonalen Expansion Neuroantigen-spezifischer T-

Zellen (Hofstetter et al., 2002). Durch CFA kommt es zu einer ausgeprägten Phagozytose 

und MHC-II-abhängigen Antigenpräsentation sowie nachfolgender Aktivierung von CD4+-

T-Lymphozyten. Dies führte zu der Annahme, dass sowohl die Pathogenese der EAE als 

auch der MS hauptsächlich T-lymphozytär vermittelt sei (Batoulis et al., 2010; Billiau und 

Matthys, 2001; Lassmann und Bradl, 2017). 

Besonderes wissenschaftliches Interesse gilt der EAE-Induktion in Mäusen, insbesondere 

des C57BL/6-Inzuchtstamms (B6). Aufgrund der großen Verfügbarkeit transgener Tiere 

sind mechanistische Analysen durch knock-in bzw. knock-out spezifischer Gene in diesen 

Mausstämmen deutlich erleichtert (Kipp et al., 2017; Robinson et al., 2014). 

Wurde zunächst unspezifisches gelöstes ZNS-Gewebe zur Krankheitsinduktion 

verwendet, kamen im Verlauf vor allem synthetisierte Proteine bzw. Peptidsequenzen von 

Myelinscheidenproteinen wie MOG, Myelin-basisches Protein (MBP), sowie Proteolipid-

Protein (PLP) bzw. Fusionsproteine aus einer Kombination derer zur Anwendung 

(Batoulis et al., 2011; Denic et al., 2011; Robinson et al., 2014). Abhängig von dem 

genetischen Hintergrund der Versuchstiere, dem zur Immunisierung verwendeten 

Antigen, sowie dem Immunisierungsprotokoll ergeben sich verschiedene klinische 

Verlaufsformen der EAE (Batoulis et al., 2011). So zeigt bspw. die häufig verwendete 

MOG35-55-induzierte EAE in B6-Mäusen einen chronischen Verlauf ohne Schübe. Sie gilt 
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zudem als rein T-lymphozytär-vermittelt, da der Krankheitsverlauf in B-Zell-defizienten 

Knock-out-Tieren und Wildtyp-Kontrollen vergleichbar ist. Im Gegensatz hierzu ist die 

Pathogenese durch humanes rekombinantes MOG1-120 (rMOG) in B6-Versuchstieren B-

Zell-abhängig (Hjelmstrom et al., 1998; Kipp et al., 2017; Lyons et al., 1999). Die 

Immunisierung durch PLP führt in Mäusen des SJL/J-Inzuchtstammes zu einer 

schubförmigen Verlaufsform (McRae et al., 1992; Pollinger et al., 2009).  

1.3.2 Das MP4 - EAE-Modell 

Ein weiteres B-Zell-abhängiges Tiermodell stellt die MBP-PLP-Fusionsprotein (MP4) -

induzierte EAE dar. In diesem Modell erfolgt die Immunisierung durch ein Fusionsprotein 

der 21 kD Isoform von MBP, sowie der drei hydrophilen Domänen von PLP in B6-Mäusen 

(Kuerten et al., 2006). 

Das MP4-Protein galt zunächst als potenzielle Therapieoption für die MS, da nach 

systemischer Applikation des Fusionsproteins einer MBP- bzw. PLP-induzierten EAE in 

SJL/J-Versuchstieren vorgebeugt bzw. eine bestehende EAE abgemildert werden konnte.  

SJL/J- und B6-Mäuse sowie Seidenaffen ließ sich jedoch durch Applikation von MP4 in 

CFA zudem eine EAE auslösen (Elliott et al., 1996; Jordan et al., 1999; Kuerten et al., 

2006; Lichtenegger et al., 2007). Der Krankheitsverlauf der MP4-EAE in B6-Mäusen ist 

chronisch ohne klinische Remissionen oder Schubereignisse (Kuerten et al., 2006). Es 

zeigt sich zudem eine dynamische Topographie im Krankheitsverlauf der EAE. Während 

im Verlauf der initialen Inflammationsausbildung vor allem das Großhirn betroffen ist, 

entwickeln sich im Verlauf Läsionen im RM und zuletzt im Cerebellum (Kuerten et al., 

2007). Im RM zeigte sich eine über den Krankheitsverlauf zunehmende chronische 

Demyelinisierung und ein Axonverlust bereits zu Symptombeginn (Kuerten et al., 2011a; 

Prinz et al., 2015; Recks et al., 2013).  

Interessanterweise besteht im MP4-EAE-Modell, im Gegensatz zu EAE-Modellen wie der 

MOG35-55-EAE, eine Korrelation zwischen der Anzahl und Größe von ZNS-Läsionen sowie 

deren lymphozytären Zusammensetzung und den klinischen EAE-Scores. Dies 

ermöglicht die Quantifizierung der Krankheitsaktivität und des Effekts einer 

therapeutischen Intervention nicht nur anhand der Symptomausprägung, sondern zudem 

auch anhand der Läsionslast und Infiltratzusammensetzung (Kuerten et al., 2008; Kuerten 

et al., 2007). 
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Zudem zeigt sich eine Korrelation zwischen der Morphologie der Immuninfiltrate und der 

Erkrankungsphase der MP4-EAE. In der akuten Phase ist das histologische Bild geprägt 

von einer MHC-II-abhängigen Antigenpräsentation mit subsequenter Stimulation CD4+ T-

Zellen und Aktivierung von Makrophagen und Granulozyten, vergleichbar mit der MOG35-

55 induzierten EAE. In der chronischen Phase, ca. 60 Tage nach Immunisierung, 

dominieren B-Zellen das histologische Bild mit einer zudem erhöhten Zahl CD8+ T-Zellen 

und dendritischer Zellen (Kuerten et al., 2008). Dieses lymphozytäre Muster ist 

hochrelevant für die MP4-EAE-Pathogenese. So entwickeln immunisierte B-Zell-

defiziente MT- und JHT-Mausstämme weder klinische noch histopathologische 

Erkrankungszeichen. In immunisierten B6-Wildtyp-Mäusen entsteht eine MP4-spezifische 

und Myelin-reaktive IgG1 und IgG2a Serum-AK-Reaktion. Jedoch führt ein Transfer dieser 

Auto-AK in ebenfalls immunisierten B-Zell-defizienten Maus-Stämmen zur Ausprägung 

einer klinischen EAE. Dies zeigt die Notwendigkeit einer suffizienten B-Zell-Reaktion zur 

Etablierung der MP4-EAE. Zudem zeigten CD8-defiziente B6-Stämme einen verzögerten 

Krankheitsbeginn (Kuerten et al., 2008; Kuerten et al., 2006; Kuerten et al., 2011b). 

Ein weiteres Merkmal der MP4-EAE ist die Ausbildung von ektoper lymphatischer 

Organisation in der chronischen Erkrankungsphase. Insbesondere im Cerebellum lassen 

sich parenchymale perivaskuläre B-Zell-Aggregate in Anwesenheit von CXCL-13 

nachweisen, welche mit HEV, FDC sowie Plasmazellen und einer lymphozytären 

Kompartimentalisierung die typischen histopathologischen Merkmale für TLOs erfüllen 

(Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2008; Kuerten et al., 2012). Diese stellen nicht nur 

ein pathologisches Epiphänomen dar, sondern zeigen lymphozytäre Proliferation und 

somatische Hypermutation sowie eine Ausweitung der B- und T-zellulären Reaktion auf 

weitere Epitope der Myelinscheide (Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2012). 

Die Entstehung von TLOs in den Cerebella von MP4-EAE-Versuchstieren scheint 

insbesondere abhängig von TH-17-Lymphozyten, zudem kommt es innerhalb der 

Aggregate zur verstärkten Genexpression von Il17f und zu einem TH17-abhängigen AK-

Klassenwechsel (Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2012; Schropp et al., 2019). 

1.4 Pharmakologische Therapien der Multiplen Sklerose 

Seit 1993 das erste Medikament zur Behandlung der MS zugelassen wurde, kam es zu 

einem immensen Zuwachs an pharmakologischen Therapieoptionen. Die aktuellen MS-
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Therapeutika modulieren über verschiedene Mechanismen die Immunantwort und 

reduzieren so die Schubrate und zum Teil auch den schubunabhängigen 

Krankheitsprogress. Eine dauerhafte Heilung der Erkrankung ist bisher jedoch nicht 

möglich (Hauser und Cree, 2020; Ransohoff et al., 2015; Tintore et al., 2019). 

Im Rahmen von akuten Exazerbationen im Verlauf der RR-MS werden Glukokortikoide 

als primäre Schubbehandlung eingesetzt. Glukokortikoide supprimieren die zelluläre 

Immunreaktion durch Apoptoseinduktion, reduzieren die Sekretion pro-inflammatorischer 

Zytokine wie IL-2, Interferon- (INF)  sowie TNF- und reduzieren die lymphozytäre 

Migration durch Stabilisierung der BHS (Leussink et al., 2001; Myhr und Mellgren, 2009; 

Winkelmann et al., 2014). Bei unzureichender Reduktion der Schubsymptomatik durch 

Glukokortikoide ist eine Eskalation der Therapie durch Plasmapherese oder 

Immunadsorption möglich (Faissner et al., 2016).  

Zur dauerhaften Reduktion der Schubfrequenz und Krankheitsaktivität in der RR-MS 

kommen krankheitsmodifizierende Therapien (Disease Modifying Therapy = DMT) mit 

unterschiedlich ausgeprägter Effektivität zum Einsatz (Hauser und Cree, 2020). Als RR-

MS-Therapieoptionen mit geringer Effektivität gelten INF-ß-Präparate und GA, welche 

entweder subkutan (s.c.) oder intramuskulär (i.m.) injiziert werden sowie das oral 

verfügbare Teriflunomid. Moderate Effektivität weisen die ebenfalls oral verfügbaren 

Substanzen Fingolimod, Siponimod und Ozanimod auf, welche über den Sphingosin-1-

Phosphat-Rezeptor wirken, sowie die ebenfalls oral verfügbaren Substanzen Cladribin 

und Dimethylfumarat. Die höchste Effektivität wird durch intravenöse (i.v.) Applikation der 

monoklonalen AK Natalizumab, Ocrelizumab und Alemtuzumab sowie s.c.-Gabe von 

Ofatumumab erreicht (Hauser und Cree, 2020). 

Die Fülle an verfügbaren DMTs hat zwar einerseits die therapeutischen Optionen für RR-

MS-Patient*innen deutlich verbessert, führt jedoch andererseits zu einem zunehmend 

komplexeren Therapiemanagement (Ransohoff et al., 2015; Thompson et al., 2018b). 

Man unterscheidet diesbezüglich zwei Optionen des klinischen Managements: 

Eskalations- und Induktionsstrategie (Thompson et al., 2018b). In ersterer beginnt man 

mit einer niedrig-effektiven Therapieoption mit hoher Sicherheit, wie INF-ß und GA, 

welche in diesem Zusammenhang auch als Basistherapeutika bezeichnet werden. Bei 

unzureichender Suppression der Krankheitsaktivität erfolgt eine Eskalation der Therapie 

mit Substanzen höherer Effektivität (Hauser und Cree, 2020; Thompson et al., 2018b; 
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Winkelmann et al., 2014). Insbesondere bei hoher Krankheitsaktivität zum 

Diagnosezeitpunkt wird jedoch zunehmend die Induktionsstrategie praktiziert. In dieser 

beginnt man mit einem hoch-effektiven Therapeutikum mit dem Ziel einer 

Krankheitsremission und deeskaliert ggf. hin zu einem Therapeutikum mit geringerer 

Effektivität und ggf. besserer Verträglichkeit zur weiteren Krankheitskontrolle (Hauser und 

Cree, 2020; Thompson et al., 2018b).  

Während die Reduktion der Schubrate über viele Jahre als primärer Surrogatmarker für 

die Effektivität von MS-Therapeutika verwendet wurde, hat sich in den letzten Jahren die 

Abwesenheit nachweisbarer Krankheitsaktivität (No Evidence of Disease Activity = 

NEDA), definiert durch Krankheitsschübe, neue oder vergrößerte MRT-Läsionen sowie 

einen schubunabhängigen Behinderungsprogress, als Therapie- und Studienziel etabliert, 

obgleich die Studienlage bzgl. der langfristigen prognostischen Relevanz uneinheitlich ist 

(Cree et al., 2016; Giovannoni et al., 2018; Tsantes et al., 2020). 

Nachdem lange Zeit keine den Krankheitsverlauf modifizierende Therapieoption für 

progrediente Verläufe verfügbar war, konnte auch dieser Meilenstein der MS-Therapie 

durch Zulassung des monoklonalen AK Ocrelizumab für PP-MS- (siehe Abschnitt 1.4.1) 

sowie Siponimod für SP-MS-Patient*innen erreicht werden (Dumitrescu et al., 2019; 

Montalban et al., 2017).  

1.4.1 Monoklonale Antikörper als Therapieoption 

Die Therapeutika mit der höchsten therapeutischen Effektivität in der Behandlung der RR-

MS stellen aktuell monoklonale AK verschiedener Spezifität dar (Akaishi und Nakashima, 

2017; Hauser und Cree, 2020). Der erste zur Behandlung der RR-MS zugelassene AK 

war Natalizumab, welcher i.v. appliziert wird (Ransohoff et al., 2015). Dieser monoklonale 

humanisierte IgG4-AK bindet an -4-Integrin, einem Bestandteil des Very Late Antigen 4, 

welcher auf Lymphozyten exprimiert ist und durch Interaktion mit Vascular Cell Adhesion 

Molecule auf dem Gefäßendothel interagiert (Yednock et al., 1992). Natalizumab bindet 

an das Molekül und verhindert somit effektiv den Übertritt von Leukozyten über die BHS 

(Tintore et al., 2019). Mit einer Reduktion der jährlichen Schubrate um > 65 % sowie eine 

Reduktion von > 90 % neuer inflammatorischer Läsionen ist Natalizumab eine 

hocheffiziente Therapieoption für RR-MS-Patient*innen (Polman et al., 2006; Rudick et 

al., 2006). In seltenen Fällen führt Natalizumab jedoch über eine Reaktivierung des John-
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Cunningham-Virus (JC-Virus) im ZNS zur potenziell tödlich verlaufenden progressiven-

multifokalen-Leukenzephalopathie, weshalb eine individuelle Risikoabwägung vor 

Therapiebeginn und Monitoring von Anti-JC-Virus-AK unter Therapie notwendig ist (Ho et 

al., 2017). 

Ein weiteres hocheffektives Therapiekonzept zur Krankheitskontrolle der RR-MS ist die 

Depletion CD20+ B-Zellen durch monoklonale AK wie Rituximab, Ocrelizumab und 

Ofatumumab (Hauser und Cree, 2020; Sabatino et al., 2019). Obgleich der murin-

humane-chimäre IgG1-AK Rituximab in Phase-II-Studien eine Reduktion der jährlichen 

Schubrate > 50 % sowie eine Reduktion neuer KM-aufnehmender Läsionen in MRT-

Studien um 90 % erzielte (Hauser et al., 2008; Sabatino et al., 2019), wurde u.a. aufgrund 

ökonomischer Erwägungen keine Zulassung für die MS angestrebt (Sabatino et al., 2019). 

Dies erfolgte erst mit Ocrelizumab, einem humanisierten IgG1-AK, der im Vergleich zu 

IFN-ß eine Reduktion der jährlichen Schubrate um 46 - 47 % sowie eine um 40 % 

geringere Akkumulation von Behinderung erwirkt. NEDA-Status konnte in 48 % der mit 

Ocrelizumab behandelten RR-MS-Patient*innen erreicht werden, mehr als unter jeder 

andere DMT (Hauser et al., 2017; Sabatino et al., 2019). Zudem zeigte Ocrelizumab in 

einem Kollektiv aus PP-MS-Patient*innen eine signifikante Senkung des klinischen 

Progresses sowie eine geringere MRT-Läsionslast (Montalban et al., 2017), während 

Rituximab in einer ähnlichen Studie keinen signifikanten Effekt in der Behandlung von PP-

MS-Patient*innen im Vergleich zu Placebo erzielen konnte (Hawker et al., 2009). Der 

letzte zugelassene Anti-CD20-AK ist der humane IgG1-AK Ofatumumab, welcher 

zugleich den ersten s.c. applizierbaren monoklonalen AK in der MS-Therapie darstellt und 

eine ähnliche Effektivität in der Behandlung von RR-MS-Patient*innen aufweist wie 

Ocrelizumab, bei gutem Nebenwirkungsprofil (Hauser et al., 2020; Hauser und Cree, 

2020).  

Die hohe Effektivität von B-Zell-depletierenden AK in RR-MS- sowie der 

Krankheitsmodulierende Effekt von Ocrelizumab in PP-MS-Patient*innen unterstreicht 

weiter die hohe pathophysiologische Relevanz der B-Zellen in der MS (Greenfield und 

Hauser, 2018). 
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1.4.2 Alemtuzumab 

Eine weitere hocheffektive Therapieoption für die Behandlung der RR-MS ist 

Alemtuzumab, ein rekombinanter monoklonaler humanisierter IgG1-AK auf Grundlage 

eines monoklonalen IgG2a-AK der Ratte, der an das Zelloberflächenmolekül CD52 bindet 

und zur Depletion der Zielzelle führt (Hauser und Cree, 2020; Li, Z. et al., 2018). Zunächst 

unter dem Namen Campath-1H entwickelt, war Alemtuzumab der erste humanisierte 

monoklonale AK und zur Behandlung der chronisch-lymphatischen B-Zell-Leukämie 

zugelassen, bevor im Jahr 2013 unter dem Handelsnamen Lemtrada® die Zulassung zur 

Behandlung der RR-MS in der Europäischen Union erfolgte (Europäische 

Arzneimittelagentur, 2021; Li, Z. et al., 2018; Waldmann und Hale, 2005) . Das 

empfohlene Therapieschema sieht aktuell zwei Behandlungszyklen vor; eine initiale 

Behandlung über 5 Tage sowie ein erhaltender Zyklus über 3 Tage nach 12 Monaten mit 

jeweils 12 mg/d i.v., welcher ggf. bei erneuter oder fortbestehender Erkrankungsaktivität 

nach mindestens 12 Monaten wiederholt werden kann (Berger et al., 2017; Li, Z. et al., 

2018). 

Das Zielantigen CD52 ist ein aus 12 Aminosäuren bestehendes 

Glycosylphosphatidylinositol-verankertes Glykoprotein (Xia et al., 1993). Es wird im 

Menschen in hohem Maße auf B- und T-Lymphozyten sowie in geringerem Maße auf 

natürlichen Killer-Zellen (Natural Killer Cells = NKC), Monozyten und Makrophagen 

exprimiert. Neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen, lymphatische Stammzellen im 

Knochenmark sowie Plasmazellen weisen sehr geringe bis keine CD52-Expression auf 

(Ginaldi et al., 1998; Hu et al., 2009; Kumar et al., 2003; Rao et al., 2012; Rawstron et al., 

2006).  

Zwar ist die physiologische Rolle des CD52-Moleküls nicht ausreichend verstanden, es 

scheint jedoch u.a. eine regulatorische Funktion in der T-Zell-Aktivierung zu übernehmen 

(Toh et al., 2013). So können CD4+CD25+CD52high T-Lymphozyten autoreaktive T-Zellen 

supprimieren. Dies erfolgt im Unterschied zu klassischen CD4+CD25highFoxP3+ 

regulatorischen T-Zellen durch Freisetzung von löslichem CD52. Dies bindet an den 

inhibitorisch wirkenden Rezeptor Siglec-10, was zu einer verminderten T-Zell-

Rezeptorexpression und konsekutiv zur verminderten T-Zell-Aktivierung führt (Bandala-

Sanchez et al., 2013). Zudem führt eine CD52-Quervernetzung durch einen unbekannten 

bivalenten Liganden zur Induktion regulatorischer T-Zellen und Hemmung der 
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Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen (Toh et al., 2013; Watanabe et al., 2006). Weiter 

scheint das CD52-Molekül einen Einfluss auf die transendotheliale Migration von T-Zellen 

sowie deren Aktivierung zu haben (Masuyama et al., 1999; Rowan et al., 1995). 

Der primäre therapeutische Effekt von Alemtuzumab in der MS-Behandlung beruht jedoch 

auf der raschen und effektiven Depletion CD52-exprimierender Lymphozyten und deren 

spezifischen Repopulationskinetik (Ruck et al., 2015). Die Depletion erfolgt durch AK-

abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (Antibody-Dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity = ADCC) sowie Komplement-abhängige Zytotoxizität (Complement-

Dependent Cytotoxicity = CDC) (Rao et al., 2012), wobei in einem transgenen 

Mausmodell, in denen die Versuchstiere humanes CD52 (huCD52) exprimieren, die 

Depletion nach Alemtuzumabgabe primär durch NKC und neutrophile Granulozyten und 

somit ADCC-vermittelt verläuft (Hu et al., 2009). Während B- und T-Lymphozyten 

aufgrund ihrer hohen CD52-Expression im peripheren Blut nahezu vollständig depletiert 

werden, sind Leukozyten mit geringerer Expression, insbesondere reife NKC und 

neutrophile Granulozyten, weniger stark oder gar nicht betroffen (Hu et al., 2009; Rao et 

al., 2012).  

Die Repopulation der B- und T-Lymphozyten und deren Subpopulationen erfolgt nach 

einem spezifischen zeitlichen Muster (Cox et al., 2005; Hill-Cawthorne et al., 2012). So 

erreichen B-Zellen bereits nach 3 Monaten ihren Ausgangswert und überschreiten diesen 

nach 12 Monaten mit 124 - 165 %. Zunächst bildet sich der B-Zell-Pool aus unreifen 

CD19+CD23-CD27- transitorischen sowie später aus CD19+CD23+CD27- maturiert-naiven 

B-Zellen. Reife CD19+CD23+CD27+ Gedächtnis-B-Zellen folgen erst deutlich verzögert 

(Heidt et al., 2012; Thompson et al., 2010). T-Lymphozyten hingegen expandieren 

deutlich langsamer und erreichen nach 12 Monaten lediglich 80 % ihres Ausgangswertes. 

Im ersten Monat sind CD4+CD25+CD127low regulatorische T-Zellen (Treg) der 

dominierende Phänotyp. Anschließend folgen TGF-ß1, IL-4 und IL-10 sezernierende TH2-

Lymphozyten bei langsamer Repopulation des TH1- und TH17-Phänotyps (Cox et al., 

2005; De Mercanti et al., 2016; Haas et al., 2019; Zhang et al., 2013). Die Kinetik der 

Lymphozytenrepopulation, insbesondere die Expansion regulatorischer T-Lymphozyten 

und unreifer B-Lymphozyten, gilt als möglicher Mechanismus des langanhaltenden 

Therapieeffektes durch Alemtuzumab (Cox et al., 2005; Zhang et al., 2013). 
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In einer Phase-II-Studie (CAMS223), sowie zwei Phase-III-Studien (CARE-MS I und II) 

zeigte sich die therapeutische Überlegenheit von Alemtuzumab gegenüber IFN-ß. In 

CAMS223 und CARE-MS I bestand die Population aus vormals unbehandelten RR-MS-

Patient*innen, während RR-MS-Patient*innen in CARE-MS II Krankheitsaktivität unter 

vorheriger DMT gezeigt hatten. Alemtuzumab reduzierte in allen Studien die Schubrate 

effektiver als INF-ß1a. In CAMS223 und CARE-MS II zeigte sich zudem ein reduziertes 

Ausmaß der Akkumulation dauerhafter Behinderung (Cohen et al., 2012; Coles et al., 

2008; Coles et al., 2012). Im 5-Jahres-Follow-up beider Phase-III-Studien erfüllten > 50 % 

der mit Alemtuzumab behandelten Patient*innen die NEDA-Kriterien. Interessanterweise 

kam es im Vergleich zu INF-ß1a sogar zu einer signifikanten Besserung 

vorherbestehender Behinderung und einer verminderten jährlichen Hirnatrophierate 

(Coles et al., 2017; Havrdova et al., 2017). Es zeigte sich weiter eine stabile oder 

verbesserte krankheitsassoziierten Lebensqualität (Arroyo et al., 2019). Eine 

vergleichbare Krankheitskontrolle konnte auch in nachfolgenden open-label-Studien 

repliziert werden, inklusive Patient*innen, die bereits unter mehreren DMTs weiter 

Krankheitsaktivität gezeigt hatten und daher nicht für randomisierte Studien in Betracht 

gekommen waren (Brecl Jakob et al., 2021; Guarnera et al., 2017; Prosperini et al., 2018). 

Weiter senkte eine Erstlinientherapie sowie eine frühzeitige Eskalation auf Alemtuzumab 

das Risiko für den Übergang zur SP-MS im Vergleich zu GA oder IFN-ß1a (Brown et al., 

2019).  

Im Gegensatz zu der Effektivität in der RR-MS-Behandlung zeigte sich in SP-MS-

Patient*innen zwar ebenfalls eine signifikante Abnahme der jährlichen Schubrate sowie 

eine geringere Läsionsformation im MRT, die Therapie hatte jedoch keinen signifikanten 

Einfluss auf die Akkumulation von Behinderung oder Hirnatrophie (Coles et al., 1999; 

Moreau et al., 1994). Dieser Unterschied zwischen Behandlungserfolgen in RR-MS- und 

SP-MS-Patient*innen in Bezug auf neurodegenerative Mechanismen wurde von Coles et 

al. (2006) als Hinweis auf ein Zeitfenster gewertet, in dem Alemtuzumab aufgrund seiner 

immunsuppressiven und immunmodulatorischen Effekte prognoseverbessernd wirksam 

ist und war somit eine wichtige Erkenntnis hin zu einer frühzeitigen effektiven 

Therapieeinleitung (Coles et al., 1999; Katsavos und Coles, 2018).  

Die häufigsten in Studien beobachteten unerwünschten Arzneimittelwirkungen (UAW) 

umfassen unter anderem infusionsassoziierte Sofortreaktionen, Infektionen sowie 
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sekundäre Autoimmunerkrankungen und Malignome (Cohen et al., 2012; Coles et al., 

2012; Evan et al., 2018).  

Im Rahmen der infusionsassoziierten Sofortreaktion kommt es aufgrund der raschen und 

ausgeprägten Lymphozytendepletion zum Anstieg von zirkulierendem TNF-, IL-6 und 

IFN-, was zu einer passageren Aggravation der MS-Symptomatik führt, jedoch meist 

durch Prämedikation mit i.v.-applizierten Glukokortikoiden kontrollierbar ist (Moreau et al., 

1996; Willis und Robertson, 2016). Zwar kommt es in > 90 % der Patient*innen zu einer 

infusionsassoziierten Sofortreaktion mit Symptomen wie Kopfschmerzen, Fieber und 

Hautausschlag, welche jedoch nur in 1 - 3 % der Fälle als schwer einzustufen sind (Cohen 

et al., 2012; Coles et al., 2012; Havrdova et al., 2015). Beschrieben wurden zudem milde 

bis moderate Infektionen hauptsächlich des Respirationstrakts und der Harnwege, sowie 

Infektionen durch Herpesviren. Schwere Infektionen treten selten auf (2-4 % bei 

Alemtuzumab vs. 1 % bei IFN-ß1a) (Cohen et al., 2012; Coles et al., 2012; Havrdova et 

al., 2015). Klinisch hoch-relevante UAWs stellen sekundär nach Alemtuzumabgabe 

auftretende Autoimmunerkrankungen dar, welche noch bis zu 5 Jahre nach Therapie 

auftreten können. Ca. ein Drittel der Patient*innen entwickelt autoimmune 

Schilddrüsenerkrankungen, deutlich seltener treten idiopathische thrombozytopenische 

Purpura oder autoimmune Nephropathien auf (Katsavos und Coles, 2018). 

Nach Auftreten mehrerer schwerer zum Teil tödlich verlaufender kardiovaskulärer 

Reaktionen sowie Fällen von hämophagozytischer Lymphohistiozytose und autoimmuner 

Hepatitiden, wurde das Sicherheitsprofil der Therapieüberwachung und 

Kontraindikationen durch die Europäische Arzneimittelagentur erweitert und wird nun 

lediglich als Eskalationstherapie oder bei rasch-progredienten RR-MS-Verläufen 

empfohlen (Pharmacovigilance Risk Assessment Comittee - Europäische 

Arzneimittelagentur, 2020).  

Alemtuzumab ist somit eine klinisch hocheffektive Therapieoption in der Behandlung der 

RR-MS, die jedoch aufgrund der vielfältigen zum Teil schwerwiegenden UAWs eine 

sorgfältige Auswahl von Patient*innen und Überwachung während und nach der Therapie 

erfordert (Katsavos und Coles, 2018). 
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung der Studie 

Wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben wurde die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der 

MS lange nicht adäquat berücksichtigt. Die meningeale Inflammation mit Ausbildung von 

TLOs und der hiervon ausgehenden Neurodegeneration und Progredienz der klinischen 

Symptomatik stellt ein relevantes, wenn auch nicht unumstrittenes Korrelat für die B-Zell-

Beteiligung, insbesondere für progrediente Verläufe, dar (siehe Abschnitt 1.2.2). Eine 

Beeinflussung der B-Zell-Aggregation und B-Zell-spezifischen Immunantwort bildet somit 

ein hoch-relevantes Therapieziel in der MS. Da bestimmte Gewebeproben in MS-

Patient*innen nur schwer zugänglich sind und insbesondere histologische Analysen von 

ZNS-Gewebe häufig erst durch Autopsiestudien möglich ist, sind bestimmte 

mechanistische und histologische Analysen lediglich in Tiermodellen umsetzbar. Die 

MP4-EAE stellt durch die B-Zell-abhängige Pathogenese, den chronischen Verlauf mit 

Aggravation der Demyelinisierung und axonalen Pathologie sowie die Ausbildung von 

TLOs im Verlauf der Erkrankung ein geeignetes Modell zur Analyse therapeutischer 

Interventionen auf Immuninfiltration und Neurodegeneration dar (siehe Abschnitt 1.3.2). 

Da sich das murine und humane CD52-Molekül voneinander unterscheiden, wurde 

zunächst durch Hu et al. (2009) ein transgenes hCD52-exprimierendes Mausmodell zur 

Analyse des depletierenden Mechanismus von Alemtuzumab etabliert. Dies war 

Grundlage der Etablierung eines monoklonalen IgG2a-AKs gegen das murine CD52 

(mCD52) mit vergleichbarer depletierender Aktivität durch Turner et al. (2015). Dieser so 

entstandene Anti-mCD52-AK wurde in den ersten Studien durch MOG35-55- und rMOG- 

induzierter EAE in B6-Mäusen sowie PLP139–151-induzierter-EAE in SJL/J-Mäusen in der 

Frühphase der Erkrankung, nicht jedoch in einer chronischen Erkrankungsphase 

eingesetzt (siehe Abschnitt 4.1).  

Die Studie diente daher zur Beantwortung folgender Fragen: 

a) Welchen Einfluss hat eine Anti-mCD52-AK-Therapie auf den klinischen Verlauf der 

MP4-EAE bei Applikation im Maximum der Symptomausprägung bzw. ca. 60 Tage 

nach Symptombeginn? 

b) Führt eine Anti-mCD52-AK-Therapie im MP4-EAE-Modell zu einer vergleichbaren 

Depletion von peripheren Lymphozyten wie Alemtuzumab und welchen Einfluss 

hat dies auf die MP4-spezifische B-Zell-Antwort? 
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c) Kann durch die Applikation von Anti-mCD52-AK die Entstehung von lymphozytären 

ZNS-Infiltraten im MP4-EAE-Modell verhindert werden, bzw. können bestehende 

Infiltrate, insbesondere TLOs, durch die Therapie reduziert werden? 

d) Welchen Einfluss hat die Anti-mCD52-AK-Therapie auf neurodegenerative 

Aspekte der MP4-EAE? 

Ein weiteres Ziel der Studie war zudem die Etablierung des Behandlungsschemas als 

Grundlage für weitere Versuche zur Analyse des Einflusses der Anti-mCD52-AK-

Behandlung auf Neurodegeneration mittels Elektronenmikroskopie, Biomarker und 

MRT im Rahmen der Erstpublikation (Simon et al., 2018).  
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien, Geräte und Software 

Im Folgenden sind alle verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Verbrauchsartikel, 

Gerätschaften und Software tabellarisch in alphabetischer Reinfolge aufgelistet. 

Die therapeutisch verwendeten AKs sowie Primär- und/oder Sekundär-AK der Färbungen 

finden sich in den jeweiligen Kapiteln. 

Tab. 1: Verwendete Reagenzien und Chemikalien 

Reagenz/Chemikalie und Katalognummer Hersteller (Ort) 

Aluminiumsulfat 18-Hydrat (Al2(SO4)3 x H2O) 

CAS: 7784-31-8; #15672250 

Honeywell Specialty 

(Seelze, Deutschland) 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) 

CAS: 12125-02-9 #6303845 

Merck  

(Darmstadt, Deutschland) 

Chloralhydrat  

CAS: 302-17-0 #141975.1211 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Citronensäure 

CAS: 77-92-9 #4855.2 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

DABCO® (Triethylendiamin) 

CAS: 280-57-9 #0718.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

 DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 

CAS: 28718-90-3 #10236276001 

Roche 

Basel, Schweiz 

Diaminobenzidin (DAB; 22,5 mg/ml)  

CAS: 91-95-2 #D5637 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Dinatriumhydrogenphosphat  

(Na2HPO4 x 2 H2O) 

CAS: 10028-24-7 #4984.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Eosin Yellowish 

CAS: 17372-87-1 #1312991606 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Essigsäure (100 %) 

CAS: 64-19-7; # 6755.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 
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Ethanol (96 %) vergällt mit Methylethylketon 

CAS: 64-17-5 #641 

Nordbrand  

(Nordhausen, Deutschland) 

Ethanol (99,8 %) vergällt mit Methylethylketon 

CAS: 64-17-5 #642 

Nordbrand  

(Nordhausen, Deutschland) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  

CAS:  60-00-4 #A5097,0250 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Glucose  

CAS: 50-99-7 #A1422,0500 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Glucose-Oxidase  

CAS:9001-37-0 #G2133 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Hämatoxylin  

CAS: 517-28-2 #3816.2 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Heirler Bio Magermilchpulver  

#3030   

Heirler-Cenovis  

(Radolfzell, Deutschland) 

Histosec® Pastillen (Paraffin)  

#1.11609.2504 

Merck  

(Darmstadt, Deutschland) 

Kaliumaluminiumsulfat (KAl(SO4)2)  

CAS: 7784-24-9 #131103 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Kaliumchlorid (KCl) 

CAS: 7447-40-7 #A3852,1000 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  

CAS: 7778-77-0 #4873 

Merck  

(Darmstadt, Deutschland) 

Kaliumiodat (KIO3) 

CAS: 7758-05-6; # 5301 

Roth  

(Karlsruhe, Deutschland) 

Lithiumcarbonat (LiCO3)  

CAS: 554-13-2 #7324.1 

Carl Roth  

(Karlsruhe, Deutschland) 

Mannide-Monooleate  

CAS: 9049-98-3 #M8819  

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Mowiol® 4-88 (Polyvinylalkohol) 

CAS: 9002-89-5 #0713.1 

 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 
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Natriumchlorid (NaCl)  

CAS: 7647-14-5 #1316591210 

AppliChem  

(Darmstadt, Deutschland) 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 

CAS: 144-55-8 #8551.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumjodat (NaJO3)  

CAS: 7681-55-2 #1065251000 

Merck  

(Darmstadt, Deutschland) 

Nickelsulfat (NiSO4) 

CAS: 7786-81-4 #106727 

Merck  

(Darmstadt, Deutschland) 

Paraffinöl  

CAS: 8042-47-5 #9190.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Paraformaldehyd (PFA) 

CAS:30525-89-4 #335,4 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Pertussistoxin (salzfrei) 1 

CAS 70323-44-3 #1516562-50UG 

Calbiochem  

(La Jolla, USA) 

Pertussistoxin (salzfrei) 2  

CAS: 70323-44-3 #181 

List Biological Laboratories 

(Hornby, Canada) 

Salzsäure (37%; HCl)  

CAS: 7647-01-0 #4625.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Schwefelsäure (96 %; H2SO4)  

CAS: 7664-93-9 #9789.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Solvent Blue 38  

CAS: 1328-51-4 #S3382-100G 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Trinatriumcitrat 

CAS: 68-04-3 #4088.1 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

TRIS Pufferan 

Trishydroxymethylaminomethan  

CAS: 77-86-1 #4855.2 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

TritonTM X-100 (Alkylphenylpolyethylenglykol) 

CAS: 9002-93-1; #T9284 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Trypanblau (Benzaminblau) 

CAS: 72-57-1; # CN76.2 

Carl Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 
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Tween® 20 (Polysorbat)  

CAS: 9005-64-5 #A4974 

AppliChem 

(Darmstadt, Deutschland) 

Wasserstoffperoxid (35 %; H2O2)  

CAS: 7722-84-1 #9683.3 

Roth  

(Karlsruhe, Deutschland) 

Xylol (redestilliert) 

CAS: 1330-20-7  

Julius-Maximilians-Universität 

(Würzburg, Deutschland) 

 

Tab. 2: Verwendete Lösungen 

Lösung/Reagenz und Katalognummer Hersteller (Ort) 

Advanced RPMI1640 Medium 

#12633012 

Gibco, Life Technologies 

(Carlsbad, USA) 

Aqua-Poly/Mount Eindeckmedium 

#18606-20 

Polysciences 

(Warrington, USA) 

BD FACS™ Clean Solution 

#340345 

BD Bioscience  

(Franklin Lakes, USA) 

BD FACSFlow™ Sheath Fluid 

#342003 

BD Bioscience  

(Franklin Lakes, USA) 

DePeX (Xylol haltiges Eindeckmedium) 

#18243.02 

SERVA Electrophoresis 

(Heidelberg, Deutschland) 

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzlösung 

(Phosphat Buffered Saline = PBS; steril filtriert) 

#D8537 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Fetales Kälberserum  

(Fetal Bovine Serum = FBS; inaktiviert)  

#10082147 

Gibco life Technologies  

(Carlsbad, USA) 

Fixable Viability Stain 450  

#562247 

BD Bioscience  

(Franklin Lakes, USA) 

Heparin (25.000 IE)  

Liquemin N25000  
 

Roche  

(Basel, Schweiz) 
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HL-1™ Medium  

#77201 

Lonza  

(Basel, Schweiz) 

Kaninchen Peroxidase-anti-Peroxidase  

(Rabbit Peroxidase-anti-Peroxidase = rb-PAP)  

#323-005-024 

Jackson ImmunoResearch  

Laboratories  

(West Grove, USA) 

Maus Peroxidase-anti-Peroxidase  

(Mouse Peroxidase-anti-Peroxidase = m-PAP) 

#223-005-024 

Jackson ImmunoResearch 

Laboratories 

(West Grove, USA) 

MBP-PLP-Fusionsprotein (MP4) 

Lot E 

Alexion Pharmaceuticals Inc. 

(Cheshire, USA) 

MOM® (Mouse on Mouse) Immunodetection Kit 

Basic #BMK-2202 

Vector Laboratories 

(Burlingame, USA) 

Mycobacterium tuberculosis-Stamm H37Ra 

(inaktiviert) #231141 

BD Biosciences  

(Franklin Lakes, USA) 

Nickelsulfat (Ni(II)SO4) 

CAS: 10101-97-0 # 7322.1 

Roth  

(Karlsruhe, Deutschland) 

Ziegenserum (Natural Goat Serum = NGS) 

#G9023 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Penicillin-Streptomycin  

#P4333 

Sigma-Aldrich (Merck)  

(St. Louis, USA) 

Avidin-Meerrettich-Peroxidase  

(Horseradish Peroxidase = HRP)  

#554058 

BD Biosciences  

(Franklin Lakes, USA) 

Alkalische-Phosphatase (AP)-Streptavidin, 

#SA-5100 

Vector Laboratories 

(Burlingame, USA) 

Tetramethylbenzidin (TMB)-Solution  

#00-4201-56 

eBioscience  

(Waltham, USA) 

VECTASTAIN ABC HRP Kit  

#PK-4000 

Vector Laboratories 

(Burlingame, USA) 

VECTOR Blue Substrate Kit AP  

#SK-5300 

Vector Laboratories 

(Burlingame, USA) 
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Tab. 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial und Katalognummer Hersteller (Ort) 

CELLSTAR® Zellkultur-Microplatte, 96 Well 

Round Bottom #650180 

Greiner Bio-One  

(Kremsmünster, Österreich) 

CELLSTAR® Zellkultur-Schale 100/20 mm  

#664160 

Greiner Bio-One (Kremsmünster, 

Österreich) 

Falcon® Zellsieb, 70 µm  

#352350 

Falcon 

(Corning, USA) 

Falcon® Reaktionsgefäß 15 ml / 50 ml 

#352095 / #352070 

Falcon 

(Corning, USA) 

Inject® Solo Einmalspritzen, Luer-Ansatz, 2 ml 

#4606027V 

B. Braun 

(Melsungen, Deutschland) 

MultiScreen®
HTS-IP 0,45 µm ELISPOT-Platte 

#MSIPS4W10 

Merck-Milipore 

(Darmstadt, Deutschland) 

Nunclon Delta Surface, 96 Micro Well  

#143761 

Nalge Nunc International 

(Rochester, USA) 

Futterpallets (Kontrolldiät für Ratte & Maus) 

#C1000 

Altromin Spezialfutter 

(Lage, Deutschland) 

Reagiergefäß, SafeSeal 2 ml 

#72.695.500 

Sarstedt 

(Nümbrecht, Deutschland) 

Reagiergefäß, SafeSeal 0,5 ml 

#72.704 

Sarstedt 

(Nümbrecht, Deutschland) 

Superfrost® Plus Objektträger 

#42409110  

Karl Hecht Glaswarenfabrik 

(Sondheim, Deutschland) 

Venenpunktionskanülen Venofix Safety 

# K4056501-01 

B. Braun 

(Melsungen, Deutschland) 
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Tab. 4: Verwendete Gerätschaften 

Gerätschaft (ggf. Modellnummer) Hersteller (Ort) 

Allegra X-30R Tischzentrifuge  

 

Beckmann Coulter  

(Brea, USA) 

Bavimed 2080/K Gießstation Bavimed 

(Birkenau, Deutschland) 

BD FACSCanto II Durchflusszytometer 

(V33896001875) 

BD Bioscience  

(Franklin Lakes, USA) 

Biofuge 28RS Tischzentrifuge Heraeus,  

(Hanau, Deutschland) 

Centrifuge 5415C Tischzentrifuge eppendorf  

(Hamburg, Deutschland) 

Centrifuge 5418 Tischzentrifuge eppendorf  

(Hamburg, Deutschland) 

Centrifuge 5430R Tischzentrifuge 

 

eppendorf  

(Hamburg, Deutschland) 

CTL ImmunoSpot Series 6 UV-Analysers  

(SNUNIV01-7030) 

Cellular Technology Limited 

(Shaker Heights, USA)  

Diavert Forschungsmikroskop Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 

Einbettautomat TP 1020 Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 

HeraCell240 CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific  

(Waltham, USA) 

Keyence BZ-9000 (BIOREVO) 

 

Keyence 

(Osaka, Japan) 

Leica MC170 HD Mikroskopkamera Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 

Leica DM2000 LED-Mikroskop  

 

 

Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 
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Mikrotom SM2000R  Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 

Paraffin-Streckbad WB24 Medax  

(Neumünster, Deutschland) 

Perkin Elmer Precisly Victor 3 1420  

Multilabel Counter  

Perkin Elmer  

(Waltham, USA) 

Sterilbank mit laminarem Luftfluss Prettl  

(Pfullingen, Deutschland) 

 

Tab. 5: Verwendete Software 

Software  Entwickler (Ort) 

BD FACSDiva-Software  

(Version 6.1.3) 

BD Bioscience  

(Franklin Lakes, USA) 

BioSpot/ImmunoSpot 

(Version 5.1.36)  
 

Cellular Technology Limited 

(Shaker Heights, USA)  

FlowJo® 

(Version 10.0.6) 

Tree Star Inc.  

(Ashland, USA) 

Graphpad Prism 6  

(Version 6.01) 

Graphpad Software,  

(La Jolla, USA) 

ImageJ  

(Version2.0.0.-rc-54/1.51b) 

National Institutes of Health  

(Washington, USA) 

Leica Application Suite  

(Version 4.40 Build 454)  

Leica  

(Wetzlar, Deutschland) 

Microsoft 365 Office Paket (Wort und Excel) 

(Version 16.43) 

Microsoft 

(Redmond, USA) 

Wallace 1420 Manager  

(Version 3.0 revision 5) 

Perkin Elmer 

(Waltham, USA) 

Keyence BZ-II Viewer 

(Version 1.41.00a0) 

Keyence 

(Osaka, Japan) 
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2.2 Lösungen 

Die Angaben der Lösungen für alle Experimente inklusive der entsprechenden gelösten 

Reagenzien und Konzentrationen sind im Folgenden alphabetisch gelistet. Die 

verwendeten Reagenzien inklusive Hersteller, ggf. CAS - und Katalognummer sind Tab. 

1 zu entnehmen. Weitere Zugaben zu den hier aufgeführten Lösungen sind mit der 

Entsprechenden Verdünnung und dem verwendeten Verdünnungsmedium unter der 

jeweiligen Methode zu finden.  

 

Entwicklungslösung für Chromogen Diaminobenzidin (DAB):  

1350 l Ni(II)SO4 (0,18 g/l), 1350 l ß-D(+) Glucose (0,1 g/l), 150 l NH4Cl (0,18 g/l), 

1500 l DAB (22,5 g/l), 225 l Glucose-Oxidase (1,2 g/l); 

gelöst in 67,5 ml PB-Puffer 

 

Erythrozyten-Lyse-Puffer:  

NH4Cl 8,02 g/l, NaHCO3 0,84 g/l, EDTA (0,073 g/l); 

gelöst in Aqua destillata; pH: 7,4 

 

Hämalaun-Lösung nach Mayer 

1 g Hämatoxylin, 0,2 g KIO3, 50 g, KAl(SO4)2, 50 g Chloralhydrat, 1 g Citronensäure; 

gelöst in 1 l Aqua destillata; für Oxidation kurz erwärmt 
 

Kernechtrotlösung (0,1 %) 

1 g/l Kernechtrot und 50 g/l Al2(SO4)3x18 H2O; 

gelöst in Aqua destillata 

 

Komplettes RPMI 1640  

1 % L-Glutamin +1 % Penicillin Streptomycin; 

gelöst in Advanced RPMI1640 Medium (Gibco) 
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Natrium-Citrat Puffer (0,01 M): 

Citronensäure 0,38 g/l, Tri-Natriumcitrat 2,41 g/l; 

gelöst in Aqua destillata; pH: 6,0 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung (0,01 M; Phosphat Buffered Saline = PBS) 

NaCl 8,006 g/l, KCl 0,2 g/l, Na2HPO4 x 2H20, 1,7 g/l, KH2PO4 0,2 g/l; 

gelöst in Aqua destillata; pH: 7,4 

 

Phosphatpuffer (0,1 M; Phosphate Buffer = PB):   

KH2PO4 2,45 g/l, Na2HPO4 x 2H2O 14,6 g/l; 

gelöst in Aqua destillata; pH: 7,4 

 

TrisHCl-Puffer (0,1 oder 0,2 M) 

TRIS Pufferan 12,1 bzw. 24.2 g/l, pH Einstellung mit 5 N HCl; 

gelöst in Aqua destillata; pH: 8,2 bzw. 8,5 

 

2.3 Versuchstiere 

Die durchgeführten Tierversuche entsprachen jederzeit dem deutschen Tierschutzgesetz. 

Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch die Tierschutzbehörde der Regierung 

von Unterfranken unter der Genehmigungsnummer 55.2-2531.01-91/14.  

Als Versuchstiere wurden 6 Wochen alte weibliche B6-Mäuse verwendet (Envigo, 

Niederlande), die unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in individuell belüfteten 

Käfigen in den Tierställen der Klinik für Mund-, Kiefer- und plastische Gesichtschirurgie 

des Universitätsklinikum Würzburg gehalten wurden. Ein künstlicher Tag-Nacht-

Rhythmus wurde durch 12-stündige Hell-Dunkel-Phasen erzeugt. Die Raumtemperatur 

(RT) wurde bei 20-22 °C und die Luftfeuchtigkeit bei 65 % konstant gehalten. Die Tiere 

hatten jederzeit freien Zugang zu autoklaviertem Wasser und pathogenfreien Futterpallets 

(C1000, Altromin). Um die Nahrungsaufnahme auch nach Ausbildung von paralytischen 

Symptomen (EAE-Score  2,5) zu gewährleisten, wurden für die betroffenen Tiere in 

Wasser erweichte Futterpallets auf Bodenhöhe platziert. 
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2.4 Methoden 

2.4.1 EAE-Induktion, Behandlung und Krankheitsaktivität 

Im Anschluss an eine ca. 14 Tage dauernde Akklimationsphase wurden die Versuchstiere 

nach dem Protokoll von Kuerten et al. (2006) aktiv immunisiert. Hierzu wurde zunächst 

inkomplettes Freundsches Adjuvans durch Emulsion von Paraffinöl (Roth) und Mannide 

Monooleate (Sigma) in einem Verhältnis von 9:1 präpariert. Komplettes Freundsches 

Adjuvans (CFA) entstand durch Hinzugabe von inaktiviertem Mycobacterium 

tuberculosis-Stamm H37Ra (BD Bioscience) in einer Konzentration von 5 mg/ml. In 200 µl 

CFA wurden 200 µg MP4-Fusionsprotein (Alexion Pharmaceutivals Inc.) gelöst und den 

Versuchstieren s.c. in beide Flanken injiziert. 

Zur Verstärkung der Immunreaktion wurde am Tag der Immunisierung sowie 48 h später 

200 ng Pertussistoxin (Calbiochem und List Biological Laboratories) gelöst in 500 µl 

Dulbecco‘s PBS steril (Sigma-Aldrich) intraperitoneal appliziert.  

Die klinischen Verläufe der Versuchstiere wurden täglich beurteilt und die 

Symptomausprägung nach den gängigen Kriterien der EAE einem Wert zwischen 1 und 

5 zugeordnet: (0) keine Symptome erkennbar, (1) Schwanzparese, (2) Schwäche der 

Hinterläufe, (3) Parese der Hinterläufe, (4) Tetraplegie und (5) Tod (Batoulis et al., 2011). 

Durch Abstufungen von 0,25 Punkten wurden graduelle Abweichungen von den Kriterien 

berücksichtigt.  

Nach Erreichen einer maximalen Symptomausprägung von einem EAE-Score  2 wurden 

die Tiere entweder unmittelbar (n = 9; akute EAE) oder nach einem 

Beobachtungszeitraum von 60 - 68 Tage (n = 20; chronische EAE) anhand ihrer 

Symptomatik in eine Verumgruppe und eine Kontrollgruppe aufgeteilt, sodass sich die 

EAE-Scores zum Therapiebeginn nicht signifikant zwischen den Gruppen unterschieden 

(siehe Error! Reference source not found.). Der Therapiezeitpunkt der akuten EAE 

entspricht dem Zeitraum vor Erstmanifestation von Immuninfiltraten im Cerebellum, ca. 

15 Tage nach Symptombeginn (Kuerten et al., 2007). Zum Zeitpunkt der chronischen EAE 

sind diese etabliert und zum Teil zu TLOs differenziert (Batoulis et al., 2015; Kuerten et 

al., 2012). Die Therapie erfolgte auf 5 aufeinanderfolgenden Tagen, was dem 

Therapieregime von Alemtuzumab entspricht (Evan et al., 2018) und mit vergleichbarer 

Wirksamkeit bzgl. der Lymphozytendepletion in murinen Modellen etabliert wurde. 
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(Hartung et al., 2015; Hu et al., 2009; Turner et al., 2015). Die Tiere erhielten jeweils 

200 µg eines spezifischen murinen IgG2a-Isyotyp-AK gegen das murine CD52-Antigen 

(Anti-mCD52-AK; Sanofi Genzyme, Cambridge, USA) oder eines unspezifischen murinen 

IgG2a-Isotyp-AK (InVivo BioTech; Lot: AK2656/01, Henningsdorf, Deutschland).   

Die Tiere wurden nach Therapieende für weitere 11 - 12 Tage klinisch beurteilt und im 

Anschluss mittels CO2 geopfert.  

2.4.2 Durchflusszytometrie 

Einen Tag vor Tötung der Tiere wurde die peripher-zirkulierenden CD19+ B- und CD4+ T-

Lymphozyten durchflusszytometrisch mittels Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) 

nach Anti-mCD52-AK bzw. Isotypbehandlung bestimmt. 

Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere in einem Retainer (Eigenanfertigung des 

Instituts für Anatomie und Zellbiologie, Universität Würzburg) fixiert und die Schwanzvene 

für ca. 3 min mittels Infrarotlampe erwärmt. Anschließend wurde die Schwanzvene mittels 

einer Rasierklinge eröffnet und 5 Tropfen (ca. 150 µl) des venösen Blutes in mit 40 µl 

Heparin (Roche) befülltes 2 ml Reagiergefäß (Sarstedt) aufgefangen und umgehend in 

900 µl 0,01 M gekühlter PBS resuspendiert. Um den Zellverlust zu minimieren wurden 

alle anschließenden Reaktionsschritte soweit möglich unter Kühlung im Eisbad und 

lichtgeschützt durchgeführt. Ebenso wurden alle verwendeten Lösungen vor der 

Anwendung im Eisbad gekühlt. 

Wir zentrifugierten die Proben (5 min, 4 °C, 500 x g; Centrifuge 5415C) und entnahmen 

den Überstand. Anschließend füllten wir die Proben mit PBS auf 1 ml auf, resuspendierten 

das Zellsediment und transferierten die Lösung in 15 ml Reaktionsgefäße (Falcon). Wir 

versetzten die Zellsuspension mit 3 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer für 10 min. Hierdurch 

reduzierten wir die Erythrozytenkonzentration mittels hypotoner Lyse und verbesserten 

die Beurteilbarkeit der Proben. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von 10 ml PBS 

unterbrochen. Nach Zentrifugation (5 min, 4 °C, 500 x g; Allegra X-30R Centrifuge) 

saugten wir den Überstand ab, füllten die Probe mit PBS auf 0,4 ml auf und 

resuspendierten das Zellsediment. Zwei Wells pro Versuchstier einer Zellkulturplatte 

(CELLSTAR® Zellkultur- Microplatte, 96 Well, Round Bottom; Greiner Bio-One) wurden 

mit jeweils 200 µl der Zellsuspension befüllt.  
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Ein Well pro Versuchstier diente als Negativkontrolle zur Beurteilung der Eigenfluoreszenz 

und wurde in den folgenden Färbungsschritten lediglich mit Trägermedium (BD 

FACSFlow; BD Bioscience) behandelt. Eine Übersicht der verwendeten Fluorochrome 

und AK findet sich in  

 

Tab. 6. Zur Diskriminierung zwischen lebenden und toten Lymphozyten inkubierten die 

Proben zunächst mit je 0,20 µl Fixable Viability Stain (FVS) 450 (BD Biocience) für 30 min. 

Wir unterbrachen die Färbung durch Zentrifugation (10 min, 4 °C 500 x g, Biofuge 28RS) 

und pipettierten den Überstand ab.  

Die spezifische Färbung der Lymphozyten erfolgte mittels Peridinin-Chlorophyll-Protein 

gekoppelt mit Cyanin - 5.5 (PerCP/Cy-5.5)-gekoppelten Anti-CD4-AK (BD Bioscience) für 

T-Zellen und Allophycocyanin-gekoppeltem Anti-CD19-AK (Bio Legend) für B-Zellen, die 

verwendeten AK sind mit Spezifität und gekoppelten Fluorochromen in  

 

Tab. 6 aufgeführt. Die verwendete AK-Menge wurde anhand einer in Vorversuchen 

ermittelten Zellzahl von < 500k je Probe nach den Herstellervorgaben festgelegt. Hierzu 

wurden pro Versuchstier jeweils 0,125 µg des Anti-CD4- sowie des Anti-CD19-AK 

gemeinsam in 50 µl Trägermedium gelöst. In diesem Mastermix wurde das Zellsediment 

resuspendiert und für 30 min inkubiert. Anschließend unterbrachen wir die Färbung durch 

Zugabe von 200 µl Trägermedium und Zentrifugation (10 min, 4 °C 500 x g, Biofuge 

28RS). Wir pipettierten den Überstand ab und resuspendierten die Zellen in 

200 µl Trägermedium.  

Die abschließende Probenanalyse erfolgte an einem BD FACSCanto II 

Durchflusszytometer (BD Bioscience) unter Verwendung der Betriebssoftware BD 

FACSDiva (Version 6.1.3; BD Biosciences). Die morphologische Zytometrie erfolgt per 

Messung des Vorwärtsstreulichts (Forward Scatter = FSC) als Maß des 

Teilchenvolumens sowie der Seitwärtsstreulichts (Sideward Scatter = SSC) als Maß der 

Granularität. Als Parameter dienten jeweils die Fläche (Area = A), Höhe (Height = H) und 

Breite (Width = W). Die verwendeten Voreinstellungen sind in Tab. 7 zusammengefasst. 

Durch Laser im violetten, blauen und rotem Farbspektrum wurden die Fluorochrome 

angeregt und entsprechend ihres Emissionswellenlänge detektiert (siehe  
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Tab. 6). Zur weiteren Analyse der Primärdaten verwendeten wir FlowJo® (Version 10.0.6; 

Tree Star Inc.). 

Zunächst wurden lebende Zellen anhand FSV 450 Emission und einzelne Zellen anhand 

ihres Verhältnisses FSC-H zu FSC-A morphologisch festgelegt. Anschließend wurde 

ebenfalls morphologisch durch SSC-A und FSC-A die Lymphozytenpopulation 

abgegrenzt. Innerhalb der Lymphozyten wurden nun CD19+CD4- B-Zellen und 

CD4+CD19- T-Zellen unterschieden. Die beschriebenen Schritte zum Gating sind in Abb. 

1 dargestellt. 

 

Tab. 6: Verwendete Antikörper und Fluorochrome der Durchflusszytometrie 

Bezeichnung Hersteller  

Katalog# 

Wirt Fluorochrom 

(Laser) 

Emissions- 

maximum 

Fixable Viability Stain 450  

(FVS 450) 

BD Bioscience 

(Franklin Lakes, USA) 

#562247 

 Pacific Blue 

(Violett: 405 nm) 

448 nm 

Anti-Maus-CD4  BD Bioscience 

(Franklin Lakes, USA) 

#550954 

Ratte PerCP-Cy 5.5  

(Blau: 488 nm) 

678 nm 

Anti-Maus-CD19 Bio Legend 

(San Diego, USA) 

#115511 

Ratte APC 

(Rot: 633 nm) 

680 nm 

APC = Allophycocyanin; CD = Cluster of Differentiation, PerCP/Cy = Peridinin-
Chlorophyll-Protein gekoppelt mit Cyanin;  
 

Tab. 7: Voreinstellung der Durchflusszytometriemessungen  

Messwert/Fluorochrom Spannung 

FSC A/H/W = Teilchenvolumen  

Schwellenwert (threshold) > 30.000 

280 V 

SSC A/H/W = Granularität  430 V 

APC (Rot) = CD19  535 V 

PerCP-Cy 5.5 (Blau) = CD4 594 V 

FSV 450 (Pacific Blue = Violet) = tot/lebend 410 V 
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A = Area; APC = Allophycocyanin; CD = Cluster of Differentiation; FSC = Forward 
Scatter; FVS = Fixable Viability Stain; H = Height; PerCP/Cy = Peridinin-Chlorophyll-
Protein gekoppelt mit Cyanin; SSC = Side Scatter; W = Width 
 

 

Abb. 1: Gating-Strategie der Durchflusszytometrie 

Bestimmung der Anzahl lebendiger CD4+ T- und CD19+ B-Zellen im Blut von MP4-EAE 
Versuchstieren nach Behandlung mit Anti-mCD52-AK bzw. Isotyp-Kontroll-AK. A = Area; 
AK = Antikörper; APC = Allophycocyanin; CD = Cluster of Differentiation; 

Einzelzellen 

Lebendige 

Zellen 

Lymphozyten-

population 

Isotyp-Kontrolle 

Anti-mCD52-AK 
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EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis FSC = Forward Scatter; 
FVS = Fixable Viability Stain; H = Height; PerCP/Cy = Peridinin-Chlorophyll-Protein 
gekoppelt mit Cyanin; SSC = Side Scatter. Aus dem Englischen übersetzt aus Simon et 
al. (2018); (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 

2.4.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

Zur Bestimmung des Einflusses einer Anti-mCD52-AK Therapie auf die Konzentration der 

im Blut zirkulierenden MP4-spezifischen AK führten wir einen indirekten Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA ) durch. 

Nach Opferung der Versuchstiere fixierten wir diese in Rückenlage, eröffneten den Thorax 

paramedian entlang des Sternums und legten das Mediastinum frei. Die Vena cava 

inferior wurde am rechten Atrium durchtrennt, das Vollblut mittels 2 ml Einmalspritze (B. 

Braun) aufgenommen und in 2 ml Reagiergefäße (Sarstedt) überführt.  

Zur Abtrennung des Serums von korpuskulären Blutbestandteilen lagerten wir die Proben 

48 h bei 4 °C lichtgeschützt bis zur vollständigen Koagulation. Anschließend 

zentrifugierten wir die Proben (5 min, 500 x g; Centrifuge 5418, eppendorf) und 

pipettierten das Serum in 0,5 ml Reagiergefäße (Sarstedt). Die Lagerung bis zur 

Versuchsdurchführung erfolgte bei - 80 °C. 

Für den anschließenden indirekten ELISA wurden alle Inkubationsschritte mit 100 µl-, alle 

Waschschritte mit 200 µl-Volumen durchgeführt. Die Reaktion ist schematisch in Abb. 2 

dargestellt. 

Zunächst belegten wir pro Versuchstier 4 Wells der ELISA-Platte (Nunclon Delta Surface, 

96 Micro Well; Nalge Nunc. International) mit 3 µg/ml MP4 (Alexion Pharmaceuticals) in 

PBS und ließen diese bei 4 °C lichtgeschützt über Nacht inkubieren. Die nun mit MP4-

beschichteten Wells wurden dreimal in 0,05 % Tween (Tween® 20; AppliChem) gelöst in 

PBS (PBS-Tween) gewaschen. Freie Proteinbindungsstellen der ELISA-Platte wurden 

mittels 1 % Milchpulver (Heirler-Cenovis) in 0,05 % PBS-Tween über 2 h, lichtgeschützt 

unter RT geblockt. Die aufgetauten Seren wurden in einer Konzentration von 1:1000 in 

1 % Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween gelöst. Pro Versuchstier belegten wir 2 Wells mit 

den verdünnten Seren und 2 Wells als Negativkontrollen mit Verdünnungsmedium. Die 

Inkubation erfolgte lichtgeschützt über Nacht bei 4 °C. 

Am nächsten Tag brachten wir den des Sekundär-AK auf. Hierzu wuschen wir die Platte 

dreimal in 1 % Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween. Ein biotinylierter polyklonaler Ratte-
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anti-Maus-IgG-AK (eBioscience, Waltham, USA; #13401385) wurde 1:800 in 0,1 % 

Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween gelöst. Diese Lösung wurde sowohl in die mit Serum 

inkubierten Wells als auch in die Wells zur Negativkontrolle aufgebracht. Wir ließen die 

Lösung erneut lichtgeschützt über Nacht bei 4 °C inkubieren. 

Am Folgetag kam es zur abschließenden Färbungsreaktion. Hierzu wuschen wir die Platte 

zunächst dreimal in 0,05 % PBS-Tween. Zur Herstellung der Entwicklungslösungen 

verdünnten wir Avidin-Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase = HRP) (BD 

Bioscience) 1:1000 in 0,1 % Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween. Diese wurde in alle Wells 

aufgebracht und inkubierte für 2 h lichtgeschützt bei RT. Die Platte wurde anschließend 

dreimal in 0,05 % PBS-Tween sowie dreimal in PBS gewaschen. Wir initiierten die 

Färbung durch Hinzugabe des kolorimetrischen Substrates Tetramethylbenzidin 

(eBioscience) und beobachteten den Färbungsprogress. Bei beginnender Anfärbung der 

Negativkontrollen wurde die Reaktion durch Hinzufügen von 50 µl 25 % Schwefelsäure 

gestoppt.  

Die optische Dichte (OD) wurde unverzüglich am kolorimetrischen Mirkotiterplatten-

Lesegerät (Victor 3 1420 Multilabel Counter; Perkin Elmer) mit Wallace 1420 Manager 

Software (Version 3.0 Revision 5; Perkin Elmer) bei einer Wellenlänge von 450 nm für 

jedes Well bestimmt. Ein korrigierter Wert der OD der Serumproben wurde für jedes 

Versuchstier ermittelt. Hierzu wurde der Mittelwert (MW) der Negativkontrollen vom MW 

der Serumproben subtrahiert.  

 

MP4 

MP4-spezifischer IgG-AK 

Biotinylierter RAM-IgG 

HRP-Avidin 

Färbungssubstrat 

Färbungsprodukt 
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Abb. 2: Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay 

Seitenansicht eines Wells, Färbungsreaktion zur Bestimmung der MP4-spezifischen AK-
Konzentration im Serum durch biotinylierten Sekundär-AK im Komplex mit HRP-Avidin. 
AK = Antikörper; HRP = horseradish peroxidase; RAM = rat-anti-mouse, 
IgG = Immunglobulin G; (Erstellt mit BioRender.com) 
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2.4.4 B-Zell Enzyme-linked Immunospot Assay  

Anschließend untersuchten wir den Einfluss einer Anti-mCD52-AK-Therapie auf die MP4-

spezifische B-Zell-Antwort in SLOs mittels ELISPOT. Eine schematische Übersicht des 

Versuchsaufbaus findet sich in Abb. 3. 

Die Versuchsschritte bis zur Aufbringung des Sekundär-AK, mit Ausnahme der 

Gewebspräparation, wurden unter möglichst sterilen Bedingungen (Sterilbank, Prettl, 

Pfullingen), durchgeführt.  

Am Vortag der Tötung der Versuchstiere belegten wir jeweils 2 Wells pro Versuchstier der 

ELISPOT-Platte (MultiScreen®
HTS-IP 0,45 µm, Merck-Milipore) mit MP4 zur Bestimmung 

der spezifischen IgG-Sekretion (10 µg/ml; Alexion Pharmaceuticals) sowie mit Anti-Maus 

IgG (15 µg/ml; Mabtech, Nacka Strand, Schweden; #3876-3-250) zur Bestimmung der 

Gesamtzahl IgG-produzierender Zellen. Dulbecco‘s PBS steril (Sigma-Aldrich) diente als 

Verdünnungsmedium und zur Belegung von zwei Wells pro Tier zur Negativkontrolle. Es 

wurden jeweils 100 µl pro Well aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C lichtgeschützt 

über Nacht. 

Am Folgetag wuschen wir die Platte zunächst dreimal in Dulbecco‘s PBS steril je 100 µl 

pro Well. Unspezifische Bindungen wurde durch Auftragung von 200 µl 10 % FBS (Gibco 

life Technologies) in Dulbecco‘s PBS steril über 2 h bei RT abgeblockt. 

Nach Opferung der Tiere und Fixation in Rückenlage wurde ein nicht perfundierter 

Inguinal-LK freipräpariert, möglichst unversehrt entnommen und in eine mit 5 ml 

komplettes RPMI-1640 befüllte Petrischale (Cellstar® Cell Culture Dish, Greiner Bio-One) 

überführt. Die Freisetzung der Lymphozyten erfolgte durch Zerstoßen der LK mit Hilfe der 

flachen Unterseite eines Spritzenkolbens im vorgelegten Medium bis eine ausgeprägte 

Trübung des Mediums sichtbar wurde. Durch Filtrierung der Lymphozytenlösung (Falcon® 

70 µm Cell Strainer; Falcon) in ein 50 ml Reaktionsgefäß (Falcon) wurden 

Bindegewebsreste aus der Lösung entfernt. Zur Bestimmung der Lymphozytenzellzahl 

zentrifugierten wir die Lösung (Allegra X-30R; 1200 rpm, 10 min, Accel 9, Deccel 9, RT), 

saugten den Überstand ab, füllten mit komplettem RPMI-1640 Medium auf ein 

Gesamtvolumen von 5 ml auf und resuspendierten das Zellsediment. Zur Zellzählung 

wurden 10 µl der Lösung entnommen und mit 90 µl 0,1 % Trypanblau (Roth) gelöst in 

PBS vermengt. Hiervon wurden 10 µl in eine Zählkammer überführt und mikroskopisch 
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Analysiert (Diavert, Leica). Zur Bestimmung der Lymphozytenkonzentration wurde der 

MW aus 2 Zählkammern mit jeweils 16 Feldern gebildet. Es wurden lediglich gefärbte und 

somit lebendige Lymphozyten gezählt.  

Anschließend erfolgte die Auftragung von 106 Lymphozyten pro Well. Zunächst 

zentrifugierten (Allegra X-30R ;1200 rpm; 10 min; Accel 9; Deccel 9; RT) wir hierzu die 

Lösung, saugten den Überstand ab und füllten mit HL-1™ Medium (Lonza) auf, sodass 

die Lymphozytenkonzentration 106 /200 µl entsprach. Es wurde jeweils abhängig von der 

Lymphozytenzahl mindestens ein Well für MP4, Anti-Maus-IgG und Negativkontrolle mit 

200 µl der Lösung belegt. Durch leichtes Antippen wurde eine gleichmäßige Verteilung 

der Zellen innerhalb der Wells sichergestellt. Die Platten wurde anschließend für bei 37 °C 

und 7 % CO2 für 24 h bebrütet (HeraCell240 Inkubator; Thermo Fisher Scientific).  

Mit Aufbringen des Sekundär-AK begann nun die Färbungsreaktion. Die Waschritte 

wurden im Folgenden analog zur ELISA-Methodik mit 200 µl, alle Färbungsschritte mit 

100 µl pro Well durchgeführt. Die Platte wurde zunächst je dreimal in PBS und 0,05 % 

PBS-Tween gewaschen. Anschließend wurde ein biotinylierte Ziege-anti-Maus-IgG-AK 

(Mabtech; #3825-6-250) mit einer Verdünnung von 1:2000 in 0,5 % FBS in PBS 

aufgebracht. Die Platte inkubierte über Nacht lichtgeschützt bei 4 °C. 

Am Folgetag wurden die Platten viermal in 0,025 % PBS-Tween gewaschen. Wir trugen 

nun das für die Färbungsreaktion benötigte Enzym alkalische Phosphatase (AP)-

Streptavidin (Vector Laboratories) mit einer Verdünnung von1:800 in 0,5 % FBS in PBS 

auf und ließen die Platten für 2 h bei RT inkubieren. Vor der Entwicklung wurde die Platten 

je dreimal in PBS-Tween 0,025 % und Aqua destillata gewaschen. Die 

Entwicklungslösung wurde nach Protokoll des Substrat-Kit für AP (Vector® Blue AP 

Substrate Kit, Vector Laboratories) gemäß den Herstellerangaben in TrisHCl-Puffer 

angesetzt und in alle Wells aufgebracht. Der Färbungsprogress wurde beobachtet und 

bei beginnender Färbung der Negativkontrollen durch dreimaliges Spülen der Wells in 

Aqua destillata abgestoppt. Die Platte wurde über Nacht lichtgeschützt bei RT getrocknet.  

Die Auswertung der Platten geschah im Lesegerät für ELISPOT-Platten (CTL 

ImmunoSpot Series 6 UV Analyser; Cellular Technology Limited) mittels 

BioSpot/Immunospot Software (Version 5.1.36; Cellular Technology Limited). Die primäre 

Zählung der Spots geschah automatisiert entsprechende der etablierten 

Voreinstellungen. Im Rahmen der anschließenden Quality Control konnten die Anzahl der 
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gemessenen Spots bei nicht-plausiblen Ergebnissen manuell korrigiert werden. Es wurde 

lediglich die Anzahl an Spots unabhängig von der Größe und Morphologie bestimmt. Bei 

einer zu hohen Dichte an positiv gefärbten Spots (too numberous to count) wurde der 

Wert auf 500 Spots/Well festgelegt, entsprechend dem etablierten laborinternen 

Versuchsprotokoll. Für jedes Versuchstier wurde der MW der Wells zur Negativkontrolle 

vom MW der MP4- bzw. Gesamt-IgG Wells subtrahiert, um einen korrigierten MW zu 

erhalten. Um das Verhältnis von Myelin-reaktiven MP4-IgG- zur Gesamtzahl der IgG-

produzierenden Zellen zu ermitteln, wurde abschließend für jedes Versuchstier der 

Quotient aus den korrigierten MW für MP4 Spots und Gesamt-IgG Spots bestimmt. 

 

Abb. 3: B-Zell Enzyme-linked Immunospot Assay  

A und B: Seitenansicht eines Wells, jeweils schematische Darstellung A: B-Zellen mit 
Sekretion MP4-spezifischer AK; B: Färbungsreaktion mit biotinyliertem Sekundär-AK im 
Komplex mit AP-Streptavidin; C: Aufsicht auf Well nach Abschluss der Färbungsreaktion.  
AK = Antikörper; AP = alkalische Phosphatase, GAM = goat-anti-mouse, 
IgG = Immunglobulin G. (Erstellt mit BioRender.com)
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2.4.5 Histologie des zentralen Nervensystems 

Zur Darstellung des Einflusses einer Anti-mCD52-AK-Therapie auf das ZNS im MP4-EAE-

Mausmodell analysierten wir das Cerebellum der Versuchstiere der akuten und 

chronischen EAE Kohorte bzgl. lymphozytärer Infilitration, sowie das lumbale RM der 

chronischen EAE Kohorte bzgl. Demyelinisierung, axonalen Schäden sowie 

Remyelinisierung mittels histologischer Beurteilung.  

2.4.5.1 Gewebepräparation und Systematik der Histologie 

Zur Vorbereitung der nachfolgenden Standardfärbungen sowie mittels Färbungen mittels 

Immunhistochemie (IHC) sowie Immunfluoreszenz (IF) wurde das Gewebe in 

Formaldehyd fixiert. 

Nach Tötung der Tiere mittels CO2, Fixierung in Rückenlage, Entnahme des Blutes mittels 

Durchtrennung der Vena cava inferior, sowie Entnahme eines nicht perfundierten 

Inguinal-LK wurde ein intrakardialer Zugang über das rechte Atrium über eine 

Venenpunktionskanüle (B. Braun) hergestellt. Zur Reduktion von Blutrückständen aus der 

Zirkulation wurden die Tiere über ein Infusionsbesteck für ca. 2 min mit PBS gespült. 

Anschließend erfolgte die Perfusionsfixierung mittels 4 % PFA (Roth) in PBS für ca. 

20 min, ebenfalls über ein Infusionsbesteck.  

Unter vorsichtiger Präparation wurden allen Versuchstieren die Cerebella, sowie den 

Tieren der chronischen EAE-Kohorte das lumbale RM entnommen. Die Gewebeproben 

wurden umgehend in ein 15 ml Reaktionsgefäß (Falcon) gefüllt mit 4 % PFA in PBS 

überführt und bei 4 °C über Nacht immersionsfixiert. Die Paraffineinbettung der 

Gewebsproben erfolgte am Einbettautomat TP 1020 (Leica) durch Dehydrierung in einer 

aufsteigenden Ethanolreihe (Nordbrand) sowie Xylol (redestilliert; Universität Würzburg) 

und in Paraffin (Histosec Pastillen, Merck) an der Gießstation (Bavimed 2080/K, 

Bavimed) eingebettet. Die Einbettung erfolgte, sodass die nachfolgenden Gewebsschnitte 

am Mikrotom (SM2000R; Leica) für die Cerebella in Frontalebene und das RM in 

Transversalebene vorgenommen werden konnten. Die Gewebsschnitte wurden nach 

Entfaltung im Wasserbad auf Objektträger (Superfrost® Plus; Karl Hecht Glaswarenfabrik) 

aufgezogen, sorgfältig von Wasser befreit und anschließend über Nacht bei 37 °C 

getrocknet. 
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Gewebsschnitte der Cerebella wurden verwendet, wenn zwei vollständige Ebenen von 

Kleinhirnparenchym mikroskopisch abgrenzbar waren (siehe Abb. 4). Von jedem Kleinhirn 

wurden 108 Gewebsschnitte á 4 µm hergestellt und jeder neunte durch Hämoxylin/Eosin 

(HE; siehe Abschnitt 2.4.5.2) gefärbt. Die folgenden Gewebsschnitte wurden jeweils zur 

Detektion von Immuninfiltration mittels IHC-Färbungen für CD3+ T- und B220+ B-Zellen, 

sodass 12 vollständige Paare aus HE- und CD3/B220-IHC-Färbung. 

Von jeder RM-Probe wurden 48 Gewebsschnitte á 4 µm vorgenommen und jeder fünfte 

Schnitt zur Übersicht HE, die darauffolgenden Schnitte wurden jeweils durch Luxol-Fast-

Blue (LFB) gefärbt. Es entstanden somit n = 12 Sets aus HE und LFB. Weiter wurden 

n = 4 mittels SMI-32 und n = 4 pro Versuchstier mit spezifischen AK gegen 

Oligodendrocyte transcription factor 2 (OLIG2) und Adenomatous polyposis coli (APC) 

gefärbt. 

2.4.5.2 Hämoxylin-Eosin-Färbung 

Die HE-Färbungen diente als Übersichtsfärbung für das RM und zur Flächenbestimmung 

des Kleinhirnparenchyms als Ort der lymphozytären Infiltration (siehe Abb. 4). 

Die Gewebsschnitte wurden zunächst zweimal für 10 min in Xylol (redestilliert; Universität 

Würzburg) entparaffiniert. Anschließend wurden die Gewebsschnitte in einer 

absteigender Alkoholreihe mit zweimal 99,8 % Ethanol (Nordbrand), 96 % Ethanol 

(Nordbrand), 80 % und 70 % Ethanol (jeweils verdünnt aus 96 % Ethanol mit Aqua 

destillata) für jeweils 5 min rehydriert und abschließend für 5 min in Aqua destillata 

gespült.  

Zur Färbung inkubierten die Gewebsschnitte anschließend 10 min in einer 

Hämalaunlösung nach Mayer. Es erfolgte ein erneutes Spülen in Aqua destillata für 5 min 

bevor die Färbung für 10 min unter fließendem Leitungswasser gebläut wurde. Zur 

Gegenfärbung verwendeten wir eine Lösung aus 0,1 % Eosin Yellowish (AppliChem) in 

Aqua destillata, welche durch Zugabe eines Tropfens Essigsäure (100 %; Carl Roth) 

aktiviert wurde. Nach Entfernung von Farbüberresten in Aqua destillata für 5 min wurden 

die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe in 70 %, 80 %, 96 % für jeweils 1 min 

sowie zweimal für 3 min in 99,8 % Ethanol und abschließend zweimal für 5 min in Xylol 

dehydriert und abschließend mittels DePeX (SERVA Electrophoresis) eingedeckt.  
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Die Dokumentation der Färberesultate erfolgte an einem Leica-Mikroskop DM2000 LED 

(Leica) mit MC170HD Mikroskopkamera (Leica) und der entsprechenden Software 

(Application Suite 4.40 Build 454; Leica).  

Das Kleinhirnparenchym wurde über die gesamte Fläche in 5facher Vergrößerung 

dokumentiert. Die Parenchymfläche der Cerebella ermittelten wir mittels ImageJ 

(Version2.0.0.-rc-54/1.51b; siehe Abb. 4). 

 

 

Abb. 4: Hämoxylin-Eosin Übersichtsfärbung Kleinhirn 

Übersichtsfärbung zur Bestimmung der Kleinhirnparenchymfläche in Frontalebene; 
Kleinhirnparenchym in schwarz-gestrichelter Linie eingeschlossen. Maßstabsbalken 
entspricht 500 µm 

2.4.5.4 Immunhistochemische Doppelfärbung für CD3 und B220 

Zur Darstellung von lymphozytären Infiltraten der frontalen Gewebsschnitten der 

Cerebella wurde eine IHC-Doppelfärbung für CD3+ T-Zellen (Chromogen: DAB) sowie 

B220/CD45R+ B-Zellen (Chromogen: Vector® Blue AP Substrate Kit) vorgenommen. Eine 

Übersicht über die verwendeten Primär- und entsprechenden Sekundär-AK mit 

entsprechenden Verdünnungen sind in Tab. 8 aufgeführt. 

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebsschnitte führten wir wie in Abschnitt 

2.4.5.2 beschrieben durch. Anschließend wurden die im Gewebe vorhandenen 

endogenen Peroxidasen durch 3 % H202 (Carl Roth) in Aqua destillata für 10 min 
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lichtgeschützt geblockt und die Gewebsschnitte zweimal 5 min in Aqua destillata gespült. 

Wir führten anschließend eine saure Demaskierung der Gewebsantigene durch. Hierzu 

wurden die Gewebsschnitte in Natrium-Citratpuffer (0,01 M) überführt und für 10 s in der 

Mikrowelle ausgekocht. Dies wurde siebenmal mit einem Abstand von je 1 min wiederholt. 

Nach einer Abkühlzeit von ca. 30 min bei RT wurden die Pufferlösung durch Aqua 

destillata bei kontinuierlichem Fluss ersetzt. Alle im folgenden beschriebenen 

Versuchsschritte führten wir, wenn nicht anders erwähnt, durch Aufbringen von 30 µl 

Lösungsvolumen auf die Gewebsschnitte durch. Zwischen den einzelnen 

Versuchsschritten spülten wir die Objektträger je dreimal 5 min in PBS, wenn nicht anders 

beschrieben.  

Zur Reduktion unspezifischer Bindungen brachten wir 5 % NGS (Sigma-Aldrich) gelöst in 

PBS für 1 h auf. Die Objektträger wurden vorsichtig auf Zellstoff abgeklopft, um die 

Lösung zu entfernen und nicht in PBS gespült. Anschließend wurde der Anti-CD3 Primär-

AK (Spezies: Kaninchen) gelöst in 1 % NGS in PBS aufgetragen und inkubierte bei 4 °C 

über Nacht in einer Feuchtkammer.  

Am folgenden Tag wurde der mit Biotin gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen Sekundär-AK 

gelöst in PBS für eine Stunde aufgebracht. Die Färbungsreaktion wurde durch Aufbringen 

eines Kaninchen Peroxidase-anti-Peroxidase (Rabbit Peroxidase-anti-Peroxidase = rb-

PAP)-Komplex (Jackson ImmunoResearch Laboratories; 1:250 gelöst in PBS) für 30 min 

verstärkt.  

Die Färbungsreaktion wurde durch einen Komplex aus Avidin-HRP (VECTASTAIN® ABC 

HRP Kit; Vector) in Verbindung mit dem biotinylierten Sekundär-AK im Avidin-Biotin-

Peroxidase Komplex (ABC-Komplex) umgesetzt. Beide Komponenten der Lösung des 

Kits wurden entsprechend der Herstellerangaben 30 min vor der Verwendung gemeinsam 

je 1:250 in PBS verdünnt und anschließend für 30 min auf die Gewebsschnitte 

aufgebracht. Die Schnitte wurden je zweimal 5 min in PBS und PB gespült. Die Färbung 

erfolgte durch Oxidierung des Chromogens Diaminobenzidin (DAB; Sigma-Aldrich) durch 

den ABC-Komplex. Die DAB-Entwicklungslösung wurde entsprechend Abschnitt 2.2 in 

PB angesetzt. Die Objektträger wurden in die Substratlösung überführt und der 

Färbungsprogress lichtmikroskopisch kontrolliert. Die Färbungsreaktion wurde 

anschließend durch dreimal 5 min Spülen in PBS abgestoppt. 
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Nach der ersten IHC-Färbung für CD3+ T-Zellen erfolgte im Anschluss die zweite IHC-

Färbung auf B220+ B-Zellen. Hierfür wurden erneut unspezifische Bindungen durch 

Aufbringen von 5 % NGS in PBS für 1 h geblockt. Die Objektträger wurden anschließend 

erneut auf Zellstoff abgeklopft jedoch nicht in PBS gespült. Anschließend wurde Anti-B220 

Primär-AK (Spezies: Ratte) gelöst in 1 % NGS in PBS aufgebracht und zur Inkubation bei 

4 °C lichtgeschützt über Nacht in einer Feuchtkammer gelagert.  

Am Folgetag wurde ein biotinylierter Ziege-anti-Ratte Sekundär-AK in PBS verdünnt und 

inkubierte für 1 h. Die Entwicklung der zweiten IHC-Färbung erfolgte mittels AP-

Streptavidin 1:500 verdünnt in PBS, welche für 30 min auf den Gewebsschnitten 

inkubierte. Als Chromogen fungierte das Vector® Blue AP-Substrat-Kit (Vector 

Laboratories). Die Substratlösung wurde entsprechend der Herstellerangaben in TrisHCl-

Puffer (0,1 M) angesetzt und auf die Gewebsschnitte aufgetragen. Der Färbungsprogress 

wurde erneut lichtmikroskopisch kontrolliert und anschließend nach ausreichender 

Färbung durch Spülen der Objektträger dreimal für 5 min in PBS abgestoppt. 

Abschließend wurden das Gewebe für 8 min in 0,1 % Kernechtrotlösung gegengefärbt. 

Farbüberreste wurden in Aqua destillata für wenige Sekunden abgespült und die 

Objektträger mittels Aqua-Poly/Mount Eindeckmedium (Polysciences) eingedeckt.  

Die IHC gefärbten Gewebsschnitte wurden am wie in Abschnitt 2.4.5.2 beschrieben 

dokumentiert. Die Immuninfiltrate wurden einzeln in 20facher Vergrößerung fotografiert. 

Die Definition der Immuninfiltrate in Kategorien ist in Abschnitt 3.5 aufgeführt. Die Anzahl 

der Immuninfiltrate wurden in Relation zur Gesamtfläche des analysierten 

Kleinhirnparenchyms gesetzt, welche wie in Abschnitt 2.4.5.2 beschrieben aus den 

angrenzenden HE-gefärbten Gewebeschnitten bestimmt wurden.
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Tab. 8: Verwendete Antikörper Immunhistochemie/ -floureszenz 
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2.4.5.5 Luxol-Fast-Blue Markscheidenfärbung  

Zur Bestimmung des Grades der Demyelinisierung färbten wir paraffinierte 

Transversalschnitte des lumbalen RMs mittels Solvent Blue 38 (Sigma-Aldrich). 

Anschließend wurden die Färbung mittels einer Lithiumcarbonatlösung differenziert, so 

dass sich myelinisierte Abschnitte der WM dunkelblau und nicht- bzw. demyelinisierte 

Bereiche entfärbt darstellten. 

Hierzu wurden zunächst die Gewebsschnitte zweimal 10 min in Xylol entparaffiniert und 

in 99,8 % und 96 % Ethanol für jeweils 5 min rehydriert. Für die primäre Färbung wurden 

die Objektträger in einer Lösung aus 0,2 % Solvent Blue 38 gelöst in 96 % Ethanol 

überführt und inkubierten bei 60 °C lichtgeschützt über Nacht. Am folgenden Tag stoppten 

wir den Färbungsprozess durch Spülen der Gewebsschnitte für jeweils 1 min in 96 % und 

50 % Ethanol (verdünnt aus 96 % Ethanol in Aqua destillata) sowie in Aqua destillata. Zur 

Differenzierung der Färbung wurde die Pigmente für je 10 - 30 s durch 0,05 % 

Lithiumcarbonat in Aqua destillata im Gewebe gelöst und in 96 % Ethanol gespült. Die 

Differenzierung wurde durch Spülen in Aqua destillata für 5 min unterbrochen. Das 

Ergebnis der Differenzierung wurde anschließend lichtmikroskopisch kontrolliert und 

gegebenenfalls wiederholt bis graue Substanz und WM deutlich voneinander abgrenzbar 

waren. Die Schnitte wurden in einer Kernechtrotlösung für 3 min gegengefärbt. Die 

Dehydrierung und Eindeckung erfolgten analog zu Abschnitt 2.4.5.2. 

Die Dokumentation der Färberesultate erfolgte wie in Abschnitt 2.4.5.2 beschrieben. Das 

gesamte RM wurde im Querschnitt in 5facher Vergrößerung fotografiert. Die 

Gesamtfläche der WM von n = 12 Gewebeschnitten pro Versuchstier wurde mittels 

ImageJ (Version2.0.0.-rc-54/1.51b) bestimmt und ergab sich je Gewebeschnitt aus den 

Flächen der Vorderseitenstränge (VSS) und Hinterstränge (HS) bds. (siehe Abb. 5). 

Weiter wurden demyelinisierte Flächen im Bereich der VSS und HS vermessen. 

Abschließend wurde der Quotient aus demyelinisierter Fläche zur Gesamtfläche der WM 

für die einzelnen Versuchstiere gebildet. 
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Abb. 5: Luxol-Fast-Blue Markscheidenfärbung Rückenmark 

Färbung zur Bestimmung der Gesamtfläche der Weißen Substanz in Transversalebene 
des Rückenmarks bestehend aus VSS und HS sowie zur Bestimmung demyelinisierter 
Abschnitte. Fläche der weißen Substanz in schwarz-gestrichelter Linie eingeschlossen, 
demyelinisierte Areale in rot-gepunkteter Linie eingeschlossen. Maßstabsbalken 
entspricht 200 µm. HS = Hinterstrang; VSS = Vorderseitenstrang. 

2.4.5.6 SMI-32 immunhistochemische Färbung  

Zur Darstellung von SMI-32+ axonaler Pathologie führten wir eine IHC-Färbung der 

lumbalen RM-Querschnitte der Versuchstiere der chronischen EAE-Kohorte durch. 

Während in gesunden, myelinisierten Axonen die vorhanden Neurofilamente stark-

phosphoryliert sind, gelten beschädigte nicht-phosphorylierten Neurofilamenten 

Parameter axonaler Pathologie und können mittels des spezifischen murinen Antikörper 

SMI-32 markiert werden. SMI-32 gilt daher als ein Marker für axonale Pathologie 

insbesondere auch im Bereich normal-myelinisierten Regionen (Trapp et al., 1998; Turner 

et al., 2015).  
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Alle Schritte der Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebsschnitte erfolgten analog 

zu Abschnitt 2.4.5.2. Das Abblocken der endogenen Peroxidasen sowie die saure 

Demaskierung der Antigene wurden wie in Abschnitt 2.4.5.3 beschrieben durchgeführt. 

Die Färbungsschritte erfolgten, wenn nicht anders erwähnt, durch Aufbringen von 30 µl 

Volumen auf die Gewebsschnitt. Eine Übersicht über die verwendeten AK findet sich in 

Tab. 8. 

Da der Primär-AK ebenso wie das zu färbende Gewebe der Spezies Maus entstammte, 

wurde ein Mouse-on-Mouse- (MOM) Kit (Vector Laboratories) gemäß der 

Herstellerangaben verwendet, um den Grad an unspezifischer Hintergrundfärbung zu 

minimieren. Die im folgenden angegebenen Lösungen entstammen diesem MOM-Kit. 

Zunächst inkubierten wir die Gewebsproben in der Proteinblocklösung (MOM Blocking 

Reagent) für 1 h bei RT. Anschließend wurde das Verdünnungsmedium (MOM Diluent), 

für 5 min aufgetragen. Zwischen der Inkubation der Proteinblocklösung, des 

Verdünnungsmediums und des Primär-AK wurden die Objektträger jeweils auf Zellstoff 

abgeklopft. Als Primär-AK fungierte ein Anti-SMI-32-AK der Spezies Maus gelöst im 

Verdünnungsmedium, welcher für 30 min auf den Gewebsschnitten inkubierte. 

Anschließend wurden die Objektträger für zweimal 2 min in PBS gespült. 

Ein biotinylierter Ziege-Anti-Maus-AK (Vector), welcher ebenfalls im Verdünnungsmedium 

gelöst wurde, diente als Sekundär-AK und inkubierte für 10 min auf den Gewebsschnitten. 

Diese wurden anschließend zweimal 5 min in PBS gespült. Zur Verstärkung der 

enzymatischen Reaktion wurde ein Maus Peroxidase-anti-Peroxidase (m-PAP) -Komplex 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories), 1:250 verdünnt in PBS, eingesetzt. Alle danach 

folgenden Schritte von Aufbringen des ABC-Komplexes bis zur Färbung mittels DAB-

Substratlösung ist in 2.4.5.4 beschrieben. Die Gegenfärbung erfolgte mittels Kernechtrot 

für 3 min. Die Abschließende Dehydrierung der Gewebsschnitte und Eindeckung der 

Objektträger erfolgte analog zu Abschnitt 2.4.5.2. 

Die Dokumentation der Färberesultate ist Abschnitt 2.4.5.2 zu entnehmen. Der gesamte 

RM-Querschnitt wurde in 10facher Vergrößerung fotografiert. Die SMI-32+ gefärbten 

axonalen Läsionen im Bereich der VSS und HS bds. wurden mittels Image J 

(Version2.0.0.-rc-54/1.51b) gezählt. Die Anzahl der axonalen Läsionen wurde 

abschließend in Relation zur Gesamtfläche der WM gesetzt, bestimmt aus der 

angrenzenden LFB RM-Färbung.  
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2.4.5.7 Olig2 und APC Immunfluoreszenz-Doppelfärbung 

Zur Quantifizierung der Remyelinisierung der Versuchstiere der chronischen EAE-

Kohorte führten wir eine Olig2/APC IF-Doppelfärbung durch. 

Die Schritte der Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgten wie in Abschnitt 2.4.5.2 

beschrieben. Anschließend wurden die Gewebsantigene wie in Abschnitt 2.4.5.3 

beschrieben, sauer demaskiert. Wenn nicht anders beschrieben wurden für die einzelnen 

Färbungsschritte 30 µl Lösungsvolumen auf die Gewebsschnitte aufgebracht. Die 

Objektträger wurden anschließend jeweils dreimal für 5 min in PBS gespült. Eine 

Übersicht über die verwendeten AK findet sich in Tab. 8 

Die Gewebsschnitte wurden nun mittels 0,25 % TritonTM X-100 (Sigma-Aldrich) gelöst in 

PBS für 10 min permeabilisiert. Unspezifische Bindungen wurden mittels 5 % NGS in PBS 

für 1 h bei RT geblockt. Die Blocklösung wurde anschließend durch sanftes Abklopfen 

von den Objektträgern entfernt, ohne diese anschließend in PBS zu spülen. Der Primär-

AK Anti-Olig2 der Spezies Kaninchen wurde in 1 % NGS in PBS verdünnt auf die 

Gewebsschnitte aufgetragen und, inkubierte für 1 h.  

Als Sekundär-AK verwendeten wir einen biotinylierten Ziege-anti-Kaninchen AK verdünnt 

in 1 % NGS in PBS, welcher für 30 min inkubierte. Als Fluoreszenzfarbstoff verwendeten 

wir DyLight® 550 konjugiert mit NeutrAvidin (ThermoFisher Scientific) welcher spezifisch 

an Biotin band. Dies wurde 1:500 in PBS verdünnt und für 30 min auf die Gewebsschnitte 

aufgetragen.  

Für die Doppelfärbung wurden die Gewebsschnitte anschließend erneut in 5 % NGS in 

PBS für 1 h geblockt. Nach erneutem Abklopfen der Objektträger auf Zellstoff ohne 

Spülung mit PBS wurde der zweite Primär-AK Anti-APC der Spezies Maus in 1 % NGS in 

PBS verdünnt, auf die Gewebsschnitte aufgetragen und inkubierte über Nacht bei 4 °C.  

Als Sekundär-AK fungierte der Cy5-Fluorochrom-gekoppelte Ziege-anti-Maus-AK  

gelöst in 0,02 % DAPI (Roche) in PBS, welcher bei RT für 30min inkubierte. Die 

Eindeckung der Objektträger erfolgte mittels Mowiol® 4-88 (Carl Roth).  

Zur Auswertung wurden je 6-8 Abschnitte eines RM-Querschnitt mittels Keyence BZ-9000 

(Keyence) unter Verwendung der Software Keyence BZ-II Viewer (Version 1.41.00a0; 

Keyence) fotografiert, sodass die VSS und HS bds. vollständig abgebildet waren.  
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Wir nutzten ImageJ (Version2.0.0.-rc-54/1.51b) zur Zählung der Olig2+ und Olig2+APC+ 

Zellen. Diese wurden jeweils in Relation zur Gesamtfläche der WM gesetzt, welche wir 

anhand der angrenzenden LFB-gefärbten RM-Querschnitte ermittelten. 

2.5 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Daten sowie die Erstellung der Graphen erfolgte mit 

Graphpad Prism 6 (Version 6.01; Graphpad Software). Aufgrund der zu geringen 

Kohortengrößen (akute EAE: n = 9; chronische EAE: n = 20) sowie der fehlenden 

Normalverteilung der Daten zeigten sich die Bedingungen zur Durchführung des t-Tests 

für unabhängige Stichproben nicht erfüllt. Es diente daher der ungepaarte nicht-

parametrische Mann-Whitney-U-Test mit exaktem zweiseitigem p-Wert zum Vergleich 

zwischen Anti-mCD52-AK- und Isotypkontrollgruppe. Das Signifikanzniveau wurde mit 

α = 5 % definiert. In den Graphen sind jeweils MW sowie die Standardfehler des MW 

(Standard Error of Mean = SEM) dargestellt. Die Signifikanzniveaus wurden mit Sternen 

entsprechend p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) markiert. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Reduktion der Symptomlast in der akuten, nicht jedoch in der chronischen 

EAE-Kohorte 

Zur Evaluation des Einflusses einer Anti-mCD52-AK Therapie auf den klinischen Verlauf 

der MP4-EAE, bewerteten wir zunächst die Versuchstiere ab dem Tag der Immunisierung 

bis zum Tag der Opferung nach den gängigen klinischen EAE-Kriterien, wie in Abschnitt 

2.4.1 beschrieben. Eine Übersicht der klinischen Parameter der Kohorten findet sich in 

Error! Reference source not found.. Eine Übersicht der klinischen Ergebnisse der 

akuten und chronischen EAE-Kohorte sind in Abb. 6 dargestellt. 

In der Betrachtung der akuten EAE Kohorte stellten wir signifikante Unterschiede 

zwischen Anti-mCD52-AK- (n = 4) sowie IgG2a-Isotyp-Gruppe (n = 5) bzgl. der Zeit von 

Immunisierung bis zur erster Krankheitsmanifestation (p = 0,02), sowie in Bezug auf den 

Beobachtungszeitraum nach Therapieende (p = 0,048) fest. Im Hinblick auf klinische 

EAE-Werte zu Beginn der Erkrankung (p = 0,83) sowie Erkrankungsdauer vor 

Behandlungsbeginn (p = 0,37) ergaben sich jedoch keine signifikanten Differenzen, 

weshalb wir eine Vergleichbarkeit der Gruppen bezüglich des Therapieeffekts annehmen 

konnten. In Betrachtung der finalen klinischen Scores 11-12 Tage nach Behandlungsende 

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Anti-mCD52-AK- und IgG2a-

Isotypgruppe (p = 0,32). Wir konnten jedoch einen signifikanten Effekt in Betrachtung der 

Differenz der klinischen Scores vor und nach Behandlung zwischen den beiden Gruppen 

feststellen (p = 0,02). 

Die klinische Analyse der chronischen EAE-Kohorte ergab keine signifikanten 

Unterschiede im Hinblick auf Symptombeginn (p = 0,68), Erkrankungsdauer vor 

Behandlungsbeginn (p = 0,42) und Beobachtung nach Behandlungsende (p = 0,29). 

Weder im Vergleich der finalen klinischen Werte 11-12 d nach Therapieende (p = 0,85) 

noch im Vergleich der Differenz der klinischen Werte vor und nach Therapie (p = 0,61) 

stellten wir signifikante Effekte einer Anti-mCD52- gegenüber der IgG2a-Isotyp-AK 

Behandlung fest. 
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Tab. 9: Klinische Parameter der akuten und chronischen Kohorte 
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Abb. 6: Klinischer Verlauf 

A und B: Darstellung des Krankheitsverlaufs von MP4-immunisierten Mäusen ab 
Behandlungsbeginn mit 200 μg Anti-mCD52-AK oder Isotypkontroll-AK an 5 
aufeinanderfolgenden Tagen (Tx) entweder A: im Höhepunkt Symptomschwere oder B: 
ca. 60 Tage nach Symptomausprägung. Darstellung jeweils Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwerts; C und D: Darstellung der Erkrankungsverläufe individueller 
Versuchstiere ab Immunisierung der C: akuten oder D: chronischer EAE-Kohorte. Die 
Pfeile repräsentieren Beginn und Ende des Behandlungszeitraums. AK = Antikörper; 
EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis. In Teilen aus dem Englischen 
übersetzt und angepasst aus Simon et al. (2018); 
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 
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3.2 Depletion von zirkulierenden CD4+- T und CD19+ B-Lymphozyten im Blut  

Zur Bewertung der Anti-mCD52-AK vermittelten Depletion der periphere 

Lymphozytenpopulation bestimmten wir durchflusszytometrisch den Anteil von CD4+ T- 

und CD19+ B-Zellen auf die Gesamtheit der morphologisch definierten 

Lymphozytenpopulation. Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt. 

In der akuten EAE-Kohorte beobachteten wir im Vergleich der Isotyp- (n = 5) zur Anti-

mCD52-AK-Gruppe (n = 4) eine signifikante Differenz der morphologisch definierten 

Lymphozytenpopulation in Relation zur Gesamtheit der Ereignisse von 23,49 ± 4,71 % zu 

2,73 ± 0,39 % (p = 0,02). Einen ähnlichen Effekt beobachteten wir ebenfalls in der 

chronischen EAE-Kohorte bei einem Lymphozytenanteil 45,85 ± 11,15 % in der 

Isotypkontroll- (n = 6) zu 8,69 ± 2,1 % in der Anti-mCD52-AK-Gruppe (n = 8; p = 0,02). 

Da es sich hierbei jedoch um eine morphologische Analyse der aufgezeichneten 

Ereignisse handelte, analysierten wir mittels spezifischer IF-AK-Markierung den 

prozentualen Anteil von CD4+CD19- T-Zellen, sowie CD4-CD19+ B-Zellen an der 

Lymphozytenpopulation. Die Gating-Strategie ist in Abb. 1 dargestellt, die Ergebnisse 

hierzu sind in Abb. 7 zusammengefasst. 

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD4+CD19- T-Zellen durch Anti-mCD52-

AK-Therapie im Vergleich zur Isotypkontrollgruppe in der akuten EAE-Kohorte von 

33,82 ± 3,68 % auf 0,92 ± 0,19 % (p = 0,02) sowie in der chronischen EAE-Kohorte von 

24,75 ± 2,34 % auf 3,53 ± 2,87 % (p < 0,001). 

Ein ähnlicher Effekt ließ sich auch für den Anteil von CD19+CD4- B-Zellen an der 

Gesamtheit der Lymphozytenpopulation feststellen. Im Vergleich von 

Isotypkontrollgruppe zu Anti-mCD52-AK-Gruppe zeigte sich eine Reduktion von 

21,51 ± 4,41 % auf 3,22 ± 1,34 % (p = 0,02) in der akuten, sowie 39,05 ± 3,71 % auf 

9,70 ± 2,15 % (p < 0,001) in der chronischen EAE-Kohorte.  

Zusammenfassend ließ sich durchflusszytometrisch der primäre Mechanismus einer 

peripheren Lymphozytendepletion durch Anti-mCD52-AK-Therapie im Vergleich zur 

Isotypkontrollgruppe im Blut von MP4-immunisierten Mäusen nachweisen. 
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Abb. 7: Durchflusszytometrisch bestimmte Lymphozytenpopulationen 

Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils von A und C: CD4+ T- sowie B und D:  
B-Lymphozyten an der morphologisch definierten Lymphozytenpopulation im Blut von 
MP4-immunisierten EAE-Versuchstieren nach Behandlung mit 200 μg Anti-mCD52-AK 
oder Isotypkontroll-AK an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, entweder A und B: auf dem 
Höhepunkt der Symptomschwere (akute EAE) oder B und C ca. 60 Tage nach 
Symptomausprägung (chronische EAE). Darstellung von Mittelwert ± Standardfehler des 
Mittelwerts. *p < 0,05, ***p < 0,001 in Mann-Whitney-U-Test. AK = Antikörper; 
CD = Cluster of Differentiation; EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis.
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3.3 Keine Effekte auf die MP4-spezifische B-Zell-Reaktion 

Da neben dem primären Wirkmechanismus der peripheren Lymphozytendepletion durch 

Alemtuzumab auch eine Toleranzinduktion durch die verhältnismäßig erhöhte Rate 

regulatorischer T-Lymphozyten im Menschen und Mausmodell postuliert wurde (Cox et 

al., 2005; Hu et al., 2009; Zhang et al., 2013), untersuchten wir die MP4-spezifische B-

Zell-Antwort zur Evaluation eines spezifisch-immunmodulatorischen Effektes. 

Hierzu bestimmten wir zunächst die Anzahl an spezifisch Anti-MP4-IgG-produzierenden 

an der Gesamtheit der IgG-produzierenden Lymphozyten in den drainierenden Inguinal-

LK von n = 27 MP4-immunisierten Mäusen 11,33 ± 0,11 d nach einem fünftägigen 

Behandlungszyklus mit Anti-mCD52-AK oder IgG2a-Isotyp-AK mittels B-Zell-ELISPOT. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 8 A und B zusammengefasst. 

Wir ermittelten keine signifikanten Unterschiede der Gesamtzahl IgG-produzierender 

Zellen zwischen den Isotypkontroll- und Anti-mCD52-AK-behandelten Gruppen, weder in 

der akuten EAE-Kohorte mit 499 ± 0,35 (n = 5) zu 309,75 ± 109,13 Spots/Well (n = 4; 

p = 0,21), noch in der chronischen EAE mit 499,2 ± 0,22 (n = 9) zu 413,22 ± 57,48 

Spots/Well (n = 9; p = 0,72). Auch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu MP4-

IgG-Produzierenden B-Zellen in der akuten EAE mit 127 ± 95,68 zu 10,50 ± 8,86 

Spots/Well (p = 0,37) noch in der chronischen EAE mit 6,28 ± 2,48 zu 3,89 ± 1,22 

Spots/Well (p = 0,59). Aufgrund der hohen Varianz der Ergebnisse bestimmten wir 

abschließend das Verhältnis von MP4-spezifischen- zur Gesamtzahl IgG-produzierender 

Zellen, um eine unspezifische Reduktion IgG-produzierender Lymphozyten von einer 

MP4-spezifischen Reduktion differenzieren zu können. Auch hier konnten weder in der 

akuten EAE- mit 25,59 ± 19,19 zu 2,48 ± 1,70 % (p = 0,51) noch in der chronischen EAE-

Kohorte mit 1,26 ± 0,50 zu 1,17 ± 0,32 % (p = 0,81) eine signifikante Reduktion der MP4-

spezifischen B-Zell-Antwort im Verhältnis zur Gesamtzahl IgG-produzierender Zellen 

durch Anti-mCD52-AK-Behandlung ermittelt werden. 

Weiter analysierten wir mögliche Effekte der peripheren Lymphozytendepletion auf die 

MP4-spezifische IgG-Konzentration im Serum mittels ELISA als Merkmal der Gesamtlast 

an MP4-spezifischer Auto-AK-Produktion an n = 28 MP4-EAE-Versuchstieren 

11,36 ± 0,11 d nach Ende der fünftägigen Behandlungsphase. Die mittels Extinktion 
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ermittelte OD wurde als Korrelat zur Konzentration der MP4-spezifischen AK bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 8 C+D zusammengefasst. 

In der akuten EAE Kohorte lag die Extinktion bei 3,31 ± 0,03 in der Isotypkontrollgruppe 

(n = 5) zu 3,31 ± 0,01 in der Anti-mCD52-AK-Kontrollgruppe (n = 4; p = 0,73). Auch in der 

chronischen EAE Kohorte konnte zwischen Isotypkontrollgruppe (n = 9) und Anti-mCD52-

AK-Gruppe (n = 10) bei einer Extinktion von 3,36 ± 0,04 zu 3,35 ± 0,08 (p > 0,99) kein 

signifikanter Effekt gemessen werden. 

Es ließen sich somit keine relevanten Effekte einer Anti-mCD52-AK-Therapie auf die 

MP4-spezifische B-Zell-Antwort in den Inguinal-LK noch auf die MP4-spezifischen IgG-

Spiegel im Serum der Versuchstiere nachweisen.
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Abb. 8: MP4-spezifische B-Zell-Antwort und Antikörperproduktion 

A und B: B-Zell-ELISPOT wurde an den drainierenden Inguinallymphyknoten der MP4-
immunisierten EAE-Versuchstiere durchgeführt. Bestimmt wurde die Anzahl der MP4-
spezifischen B-Zell Spots in Relation zur Gesamtzahl der IgG Spots. C und D: Die MP4-
spezifischen AK- Spiegel im Serum wurden mittels ELISA bestimmt. Die Untersuchungen 
erfolgten nach Behandlung mit 200 μg Anti-mCD52-AK oder Isotypkontroll-AK an 5 
aufeinanderfolgenden Tagen entweder A und C: im Höhepunkt der Symptomausprägung 
(akute EAE) bzw. B und D: ca. 60 Tage nach Symptombeginn (chronische EAE); 
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts. AK = Antikörper, 
EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, ELISA = Enzyme-linked 
Immunoabsorbent Assay, ELISPOT = Enzyme-linked Immunospot Assay. In Teilen aus 
dem Englischen übersetzt und angepasst aus Simon et al. (2018); 
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 
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3.4 Reduktion der lymphozytären Infiltration in den Cerebella  

Wir analysierten weiter, ob neben der Reduktion der zirkulierenden B- und T-Lymphozyten 

im Blut von MP4-immunisierten Mäusen durch eine Anti-mCD52-AK-Therapie, auch eine 

Depletion von CD52+ Lymphozyten im ZNS und somit am Ort der klinisch relevanten 

Inflammationsreaktion festzustellen war. 

Hierfür untersuchten wir die Cerebella von n = 29 MP4-immunisierten Mäuse auf 

lymphozytäre Infiltrationen mittels einer IHC-Doppelfärbung auf CD3+ T- sowie B220+ B-

Zellen. Die perivaskulären Lymphozyteninfiltrate wurden anhand ihrer Morphologie in drei 

Kategorien unterteilt, welche Abb. 9 A-C exemplarisch dargestellt sind. Als Nicht-B-Zell-

Infiltrate bezeichneten wir Infiltrate, die eine mehrschichtige locker-strukturierte 

perivaskuläre Infiltration von CD3+ T-Zellen ohne Beteiligung von B220+ B-Zellen 

aufwiesen. Lymphozytäre Infiltrate, die ebenfalls mehrschichtig locker-strukturiert sowie 

perivaskulär lokalisiert waren, jedoch zusätzlich Beteiligung von B220+ B-Zellen 

aufwiesen, bezeichneten wir als diffuse B-Zell-Infiltrate. B-Zell-Aggregate definierten wir 

hingegen als mehrschichtig eng-gepackt, perivaskuläre Infiltrate mit einem B-Zell-Anteil 

von > 1/3 sowie einer Fläche > 3000 µm2. Zur Auswertung wurden nur Infiltrate gewertet 

mit direktem Bezug zum Kleinhirnparenchym. Hierzu wurden in der akuten EAE-Kohorte 

je Versuchstier 11,83 ± 1,37 mm2 Kleinhirnparenchym der Isotyp-AK- sowie 

17,61 ± 1,37 mm2 der Anti-mCD52-AK-behandelten Versuchstiere ausgewertet 

(p = 0,06). Respektive 14,03 ± 1,13 mm2 zu 16,13 ± 2,37 mm2 (p = 0,67) in der 

chronischen EAE Kohorte, die Bestimmung der Kleinhirnparenchymfläche ist in Abb. 4 

dargestellt.  

Die Gesamtmenge aller lymphozytären Infiltrate war in der akuten EAE-Kohorte mit 

3,96 ± 0,99 mm-2 in der Isotypgruppe zu 1,08 ± 0,49 mm-2 in der Anti-mCD52-AK-Gruppe 

(p = 0,03), ebenso wie in der chronischen EAE-Kohorte mit 9,71 ± 2,50 zu 

1,73 ± 0,38 mm-2 (p = 0,002) signifikant reduziert. Eine Gegenüberstellung der einzelnen 

definierten Infiltratkategorien der akuten und chronischen EAE-Kohorte findet sich in Tab. 

10. Auffällig war die vollständige Abwesenheit von B-Zell-Aggregaten in allen n = 14 Anti-

mCD52-AK behandelten MP4-EAE Versuchstieren, wohingegen wir in 11 von n = 15 

Isotypkontroll-AK behandelten Tieren diese Infiltratkategorie nachweisen konnten. 

Aufgrund dieses absoluten Mangels an B-Zell-Aggregaten, als morphologische Korrelate 
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der TLOs, in den Anti-mCD52-behandelten EAE-Versuchstieren, verzichteten wir im 

Folgenden auf Färbungen zur näheren Spezifizierung der TLO-Architektur. 

Durch die CD3-B220-IHC-Doppelfärbung zeigten wir, dass neben der peripher-

zirkulierenden Lymphozytenpopulation auch die lymphozytäre ZNS-Infiltration in den 

Cerebella im MP4-EAE-Modell durch Applikation eines Anti-mCD52-im Vergleich zur 

Behandlung durch einen Isotypkontroll-AK signifikant reduziert werden konnte, sowohl bei 

Behandlung auf dem Höhepunkt der Erkrankungsschwere (akute EAE) als auch ca. 

60 Tage nach Symptombeginn (chronische EAE). Die Ergebnisse sind in Abb. 9 

zusammengefasst. 

 

Tab. 10: Immuninfiltration nach Kategorien 

Akute  

EAE-Kohorte n 

Nicht B-Zell- 

Infiltrate [mm-2] 

Diffuse B-Zell- 

Infiltrate [mm-2] 

B-Zell-Aggregate 

[mm-2] 

Infiltrate 

gesamt [mm-2] 

Isotyp-AK 5 2,68 ± 0,73 1,54 ± 0,42 0,10 ± 0,04 3,96 ± 0,99 

Anti-mCD52-AK 4 0,82 ± 0,33 0,24 ± 0,18 0,00 ± 0,00 1,08 ± 0,49 

p-Wert   *0,03 *0,03 0,17 *0,03 

Chronische 

EAE-Kohorte n 

Nicht B-Zell- 

Infiltrate [mm-2] 

Diffuse B-Zell- 

Infiltrate [mm-2] 

B-Zell-Aggregate 

[mm-2] 

Infiltrate 

gesamt [mm-2] 

Isotyp-AK 10 6,22 ± 1,91 5,33 ± 2,24 0,54 ± 0,20 9,71 ± 2,50 

Anti-mCD52-AK 10 1,20 ± 0,26 0,53 ± 0,17 0,00 ± 0,00 1,73 ± 0,38 

p-Wert   **0,002 ***< 0,001 ***< 0,001 **0,002 

Die Kategorien der Immuninfiltrate sind jeweils in Relation zur analysierten Fläche des 
Kleinhirnparenchyms. Aufgeführt sind Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts. *p < 
0.05, **p < 0.01, ***<0,001 in Mann-Whitney-U-Test; AK = Antikörper, CD = Cluster of 
Differentiation, EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, 
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Abb. 9: Lymphozytäre Infiltration im Cerebellum 

Histologische Auswertung der lymphozytären Infiltration in den Cerebella von MP4-
immunisierten EAE-Versuchstieren. A-C: CD3/B220-Doppelfärbung zur Demonstration 
der Infiltratkategorien. Maßstabsbalken entsprechen jeweils 100 μm. D und G: 
Quantifizierung der Anzahl der lymphozytären Infiltrate pro Kleinhirnparenchymfläche. E, 
F, H und I: Prozentuales Verhältnis der Infiltratkategorien von Mäusen behandelt mit 
200 μg Anti-mCD52-AK oder Isotypkontroll-AK an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, 
entweder D-F: zum Zeitpunkt der maximalen Symptomausprägung (akute EAE) bzw. G-
I: ca. 60 Tage nach Symptombeginn (chronische EAE). Dargestellt sind 
Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts. *p < 0.05, **p < 0.01 in Mann-Whitney-U-
Test. AK = Antikörper, CD = Cluster of Differentiation, EAE = experimentelle autoimmune 
Enzephalomyelitis. Aus dem Englischen übersetzt aus Simon et al. (2018); 
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 
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3.5 Kein Einfluss auf Neurodegeneration und Remyelinisierung  

Die beschriebene effektiver Depletion peripher-zirkulierender Lymphozyten im Blut sowie 

Reduktion von Immuninfiltraten im Kleinhirnparenchym durch Anti-mCD52-AK-Therapie 

spiegelten sich nicht in einer Reduktion der Klinik in der chronischen MP4-EAE-Kohorte 

wider. Wir analysierten daher den Einfluss der Therapie auf Demyelinisierung, axonale 

Läsionen sowie Remyelinisierung im lumbalen RM auf lichtmikroskopischer Ebene als 

Parameter für De- und Regeneration des ZNS.  

Als primäre histopathologische Vergleichsgröße bestimmten wir den Grad der 

Demyelinisierung in n = 20 MP4-EAE-erkrankten Mäuse behandelt mit Anti-mCD52 bzw. 

Isotypkontroll-AK ca. 60 Tage nach initialer Symptomausprägung (chronischen EAE-

Kohorte) mittels LFB-Myelinfärbung Wir verglichen den Anteil demyelinisierter Areale zur 

Gesamtfläche der WM. Die Ergebnisse sind in Abb. 10 A zusammengefast. Wir 

analysierten eine Gesamtfläche der WM von 8,58 ± 0,49 mm2 der Isotypkontroll- sowie 

8,90 ± 0,48 mm2 in der Anti-mCD52-AK-Gruppe (p = 0,74). Bei einer demyelinisierten 

Fläche von 0,81 ± 0,16 mm2 in der Kontrollgruppe und 0,90 ± 0,26 mm2 in der Anti-

mCD52-AK-Gruppe (p = 0,91) ergab sich somit ein prozentualer Anteil von 10,07 ± 2,47% 

und 10,73 ± 3,47 % zur Gesamtfläche der WM (p = 0,74). 

Weiter betrachteten wir den Einfluss der Anti-mCD52-Therapie auf die axonale Pathologie 

im lumbalen RM. Hierzu wurden n = 20 der chronischen MP4-EAE-erkrankten 

Versuchstiere die SMI-32+ Segmente im lumbalen RM im Verhältnis zur Fläche der 

analysierten WM bestimmt, welche wir den Ergebnissen der angrenzenden LFB-

gefärbten RM-Abschnitten entnahmen. Bei 87,51 ± 10,07 in der Isotypkontrollgruppe und 

86,40 ± 4,73 mm-2 WM in der Anti-mCD52-AK-Gruppe ergaben sich keine signifikanten 

Differenzen (p = 0,97), siehe Abb. 10 B. 

Abschließend analysierten wir einen möglichen Effekt der Anti-mCD52-AK-Therapie auf 

die Remyelinisierung als Hinweis auf neuroregenerative Mechanismen. Hierzu 

analysierten wir das lumbale RM von n = 20 MP4-EAE Versuchstieren der chronischen 

EAE-Kohorte. Wir bestimmten zunächst die Anzahl Olig2+ Oligodendrozyten, im 

Verhältnis zur analysierten Fläche der WM, entsprechend der angrenzenden LFB-

Färbungen. Es ergaben sich mit 488,88 ± 75,82 in der Isotyp-AK-Gruppe zu 

500,24 ± 61,30 pro mm-2 Olig2+ Zellen (p >0,99) keine signifikanten Differenzen. Da 

Oligodendrozyten im Rahmen von Myelinisierungs- bzw. Remyelinisierungsprozessen 
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passager APC exprimieren (Lang et al., 2013; Schampel et al., 2017), bestimmten wir 

mittels Olig2-APC-Doppelt-IF-Färbung die Anzahl APC-exprimierender Oligodendrozyten 

pro Fläche der analysierten WM, bestimmt aus der angrenzenden LFB-Färbung. Auch 

diesbezüglich zeigten sich bei 25,84 ± 3,89 in der Isotyp-AK- zu 26,60 ± 10,67 pro mm-2 

WM (p = 0,15) keine signifikanten Effekte, siehe Abb. 10 C. 

Auf lichtmikroskopischer Ebene ließen sich daher keine signifikanten Effekte der Anti-

mCD52-AK-Therapie auf Neurodegeneration und Remyelinisierung in der chronischen 

MP4-EAE abgrenzen.  
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Abb. 10: Neurodegeneration und Remyelinisierung im Rückenmark 

Färbungen an Rückenmarksquerschnitten von MP4-immunisierten EAE-Versuchstieren 
behandelt mit 200 μg Anti-mCD52-AK oder Isotypkontroll-AK an 5 aufeinanderfolgenden 
Tagen ca. 60 Tage nach Symptomausprägung A: LFB-Färbung zur Darstellung 
demyelinisierter Areale pro Gesamtfläche der WM; B: Anzahl SMI-32+ axonaler Segmente 
pro Gesamtfläche der WM; C: Anzahl Olig2+APC+ doppeltpositiver Zellen pro 
Gesamtfläche der WM. Die Graphen zeigen jeweils Mittelwerte ± Standardfehler des 
Mittelwerts; Maßstabsbalken entsprechen jeweils 100 μm; AK = Antikörper; 
APC = adenomatous polyposis coli; EAE = Experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis; LFB = Luxol-Fast-Blue, Olig2 = Oligodendrocyte transcription factor 2, 
DAPI = 4′,6-Diamidin-2-phenylindol, WM = White Matter. Aus dem Englischen übersetzt 
aus Simon et al. (2018); (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Zusammenfassend zeigte sich eine diskrete Reduktion der Symptomlast durch 

Behandlung mit Anti-mCD52-AK im Höhepunkt der Krankheitsschwere (akute EAE), 

jedoch nicht ca. 60 Tage nach Symptombeginn (chronische EAE). Sowohl in der akuten 

als auch in der chronischen EAE ließ sich der primäre Mechanismus der Depletion 

zirkulierender T- und B-Lymphozyten im Blut durch Anti-mCD52-AK 

durchflusszytometrisch nachvollziehen, ohne jedoch die MP4-spezifische B-Zell-Antwort, 

bestimmt durch ELISPOT, oder der MP4-spezifischen AK-Spiegel, bestimmt durch 

ELISA, im Serum zu modulieren. Neben der effektiven Depletion der zirkulierenden 

Lymphozyten im Blut fand sich weiter eine Reduktion der lymphozytären Infiltration im 

Cerebellum, sowohl in der akuten als auch in der chronischen MP4-EAE. Insbesondere 

fanden sich in beiden Anti-mCD52-AK-behandelten Gruppen keine B-Zell-Aggregate. 

Diese Reduktion der ZNS-Inflammation ging jedoch weder einher mit einer Reduktion der 

Demyelinisierung oder der axonalen Pathologie noch mit einer verstärkten 

Remyelinisierung auf lichtmikroskopischer Ebene in der chronischen MP4-EAE-Kohorte. 
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4. Diskussion 

4.1 Klinischer Verlauf 

Im Rahmen unserer Studie unterschieden wir zwei Behandlungsstrategien. Tiere wurden 

nach Erkrankungsbeginn bei Erreichen der maximalen Symptomausprägung (akute 

EAE), oder ca. 60 Tage nach Symptombeginn und Erreichen eines stabilen klinischen 

Plateaus (chronische EAE) an 5 aufeinanderfolgenden Tagen mit Anti-mCD52-AK oder 

IgG2a-Isotypkontroll-AK behandelt, um klinische Effekte der Therapie in der frühen und 

späten EAE-Erkrankungsphase vergleichen zu können. 

Innerhalb der akuten-EAE-Kohorte konnte ein signifikanter Unterschied der Differenzen 

der klinischen Scores vor und nach Behandlung mit Anti-mCD52-AK im Vergleich zur 

Isotypkontrolle festgestellt werden (siehe Abschnitt 3.1). Die Betrachtung der Mittelwerte 

nach Behandlung ergaben jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen. Im Rahmen der Etablierung des Anti-mCD52-AKs hatten Turner et al. (2015) 

eine deutlichere Reduktion klinischer Symptomatik in MOG35–55-, rMOG- und PLP139–151-

induzierten EAE-Modellen festgestellt. Die Tiere waren in diesem Versuchsaufbau jeweils 

unmittelbar nach Entwicklung klinischer Symptomatik behandelt worden. Nach 

Behandlung mit Anti-mCD52-AK zeigten die Versuchstiere im Verlauf einen 

durchschnittlichen EAE-Score < 1, welcher auch nach Ende des Therapiezyklus 

persistierte. Vergleichbare klinische Ergebnisse ließen sich in nachfolgenden EAE-

Studien bei frühem Therapiebeginn mit Anti-mCD52-AK replizieren (Bogie et al., 2020; 

Demir et al., 2019; Ellwardt et al., 2020; Pant et al., 2017). Die Differenz zwischen der 

deutlichen klinischen Besserung der früh behandelten Kohorten in den oben genannten 

Studien zu den geringgradigen Effekten in unserer akuten EAE-Kohorte ist einerseits auf 

eine relativ kleine Kohortengröße (nAnti-mCD52 = 4; nIsotyp = 5), andererseits auf den 

verhältnismäßig späteren Behandlungszeitpunkt in unserem Studiendesign 

zurückzuführen, als bereits eine deutlich ausgeprägtere klinische Symptomatik etabliert 

war (siehe Error! Reference source not found.). Wir wählten diesen Zeitpunkt unter 

anderem in Hinblick auf den aktuellen therapeutischen Stellenwert von Alemtuzumab, 

welches als Eskalationstherapie bei hoch-aktiven RR-MS-Verläufen und nach Versagen 

anderer DMTs zugelassen ist (Europäische Arzneimittelagentur, 2021).  
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Turner et al. (2015) behandelten eine weitere Kohorte ab einem EAE-Score  2. Zwar 

konnte auch hier eine deutliche Reduktion der Symptomatik nach Anti-mCD52-AK-

Therapie erzielt werden, in der Isotypkontrollgruppe kam es jedoch zu einer weiteren 

klinischen Verschlechterung, was zeigt, dass auch hier ein Therapiebeginn vor Erreichen 

einer maximalen Symptomlast gewählt wurde. Eine Studie von Ellwardt et al. (2020), bei 

der ein Therapiebeginn im MOG35-55 EAE-Modell ebenfalls bei einem klinischen Score  2 

gewählt wurde, es jedoch nicht zu einer weiteren Symptomzunahme in der 

Isotypkontrollgruppe kam, zeigte eine deutlich geringere, nicht signifikante 

Symptomreduktion, als bei Therapiebeginn unmittelbar nach Symptomausprägung. Auch 

eine intrathekale Anti-mCD-52-AK-Applikation 20 Tage nach Immunisierung, und somit 

zu einem mit unserem Versuchsaufbau vergleichbaren Zeitpunkt, konnte keine 

signifikante klinische Symptomreduktion erzielen (Bogie et al., 2020). 

Ein weiteres Alleinstellungsmerkmal unseres Versuchsaufbaus ist der Einsatz von 

unspezifischem IgG2a in der Vergleichsgruppe, während in vergleichenden Studien 

lediglich der Vektor PBS appliziert wurde. Wir versuchten mögliche unspezifische 

potenzielle immunmodulatorische Effekte der applizierten Ig für den klinischen 

Krankheitsverlauf zu berücksichtigen. Im Vergleich des klinischen Verlaufs unserer 

IgG2a-Kontrollgruppe zu vorherigen MP4-EAE-Verläufen (Bail et al., 2017; Kuerten et al., 

2007; Kuerten et al., 2011b), konnten wir keine wesentlichen Unterschiede feststellen. Als 

wesentlich relevanter ist zu werten, dass bis auf eine rMOG-EAE-Kohorte bei Turner et 

al. (2015), keine der weiteren Anti-mCD52-AK-Studien klinische Effekte in einem B-Zell-

abhängigem EAE-Modell bewerteten (Demir et al., 2019; Ellwardt et al., 2020; Pant et al., 

2017). Dies ist insbesondere im Hinblick der hohen therapeutischen Relevanz von 

Ocrelizumab als B-Zell-depletierenden CD20-AK für RR-MS als auch für PP-MS (Hauser 

et al., 2017; Montalban et al., 2017) und die Relevanz von B-Zellen in der Pathogenese 

der MS überraschend (Comi et al., 2021). Wir waren unseres Wissens nach somit die 

erste Arbeitsgruppe, die einen therapeutischen Effekt der Anti-mCD52-Therapie bei 

fortgeschrittener Klinik in einem B-Zell-abhängigen EAE-Modell zeigen konnte. 

Bei Therapiebeginn ca. 60 Tage nach Symptomausbildung konnten wir keinen statistisch 

signifikanten Effekt auf die Symptomlast feststellen. Dies gelang auch nicht nach 

Vergrößerung der Kohorte auf nAnti-mCD52 = 18; nIsotyp = 14 im Rahmen weiterer 

Experimente der Arbeitsgruppe (Simon et al., 2018). Vergleichbare Ergebnisse zeigten 
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sich ebenso in der Behandlung MP4-EAE-erkrankter Versuchstiere mit FTY720 

(Fingolimod). Auch hier fand sich eine signifikante Reduktion der klinischen Symptomlast 

in der akuten EAE, nicht jedoch bei Behandlungsbeginn in der chronischen 

Erkrankungsphase (Bail et al., 2017).  

Interessanterweise wurden bereits in einer frühen Studie des CAMPATH-1H-AK SP-MS-

Patient*innen eingeschlossen, mit der zugrundeliegenden Annahme, dass SP-MS eine 

aggressivere Inflammation zugrunde liege als RR-MS und die Betroffenen somit von einer 

aggressiven immunmodulatorischen Therapie profitieren sollten (Katsavos und Coles, 

2018). Sowohl in RR-MS-, als auch in SP-MS-Patient*innen zeigte sich eine deutliche 

Reduktion der jährlichen Schubrate ohne Nachweis neuer Läsionen im MRT nach 

Therapiebeginn (Coles et al., 2008; Coles et al., 1999). Dies hatte jedoch keinen Effekt 

auf die klinische Progression oder die Zunahme der Hirnatrophie im Krankheitsverlauf, 

sodass von Coles et al. (2006) der Begriff des „Window of therapeutic opportunity“ 

eingeführt wurde, einem Zeitfenster also, in dem durch Immunmodulation der toxische 

Effekt der Inflammation reduziert werden kann, während dies bei etabliertem Schaden 

nicht mehr adäquat möglich ist. Dies ist insbesondere relevant, da das Paradigma, dass 

eine immunmodulatorische DMT zwar zur Reduktion der Schublast führe, ohne jedoch 

den Krankheitsverlauf signifikant zu verlangsamen (Dendrou et al., 2015; Feinstein et al., 

2015), in den letzten Jahren teilweise revidiert werden musste. So konnte gezeigt werden, 

dass eine frühzeitige Therapie, insbesondere mittels hochaktiver immunmodulatorischer 

Substanzen wie Alemtuzumab, sowohl einen positiven Einfluss auf die Akkumulation von 

Behinderung (He et al., 2020; Kalincik et al., 2021) als auch auf den Übergang zur SP-

MS (Brown et al., 2019) haben. Im MP4-EAE-Modell konnte diesbezüglich gezeigt 

werden, dass hier früh ein irreversibler axonaler Schaden auftritt, der bereits in der 

Akutphase sein Maximum erreicht, während in der chronischen Phase der Untergang der 

geschädigten Axone folgt (Recks et al., 2013). Eine klinische Besserung durch eine 

therapeutische Intervention in einer späten EAE-Erkrankungsphase wäre somit 

notwendigerweise auf eine Reparatur geschädigter Axone zurückzuführen, wofür sich für 

den Anti-mCD52-AK keine Hinweise ergaben (siehe auch Abschnitt 4.3). 

Die klinischen Ergebnisse unserer Studie zeigen somit, dass ein klinischer Therapieerfolg 

mittels Anti-mCD52-Therapie in einem B-Zell-abhängigen EAE-Modell auch bei 

ausgeprägterer Symptomatik möglich ist, dies jedoch stark von einem frühzeitigen 
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Therapiebeginn vor Etablierung irreversibler neurodegenerativer Schäden abhängig ist. 

Diese Ergebnisse unterstützen die Forderung einer frühzeitigen effektiven 

immunmodulatorischen Therapie in der RR-MS (Hauser und Cree, 2020). 

4.2 Periphere Lymphozytenpopulation und B-Zell-Antwort 

Für die weitere Beurteilung der pathophysiologischen Effekte einer Anti-mCD52-Therapie 

galt es nun die postulierte Lymphozytendepletion sowie mögliche immunmodulatorische 

Prozesse zu analysieren. 

Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, zeigte sich eine ausgeprägte Reduktion von CD4+CD19- 

T-Zellen sowie CD19+CD4- B-Zellen im Blut von Anti-mCD-52-AK behandelten 

Versuchstieren, vergleichbar mit Beobachtungen beim Menschen sowie human-CD52-

transgenen Mäusen nach Alemtuzumab-Gabe (Cox et al., 2005; Hu et al., 2009; Rao et 

al., 2012). 

Neben der globalen Reduktion der Lympozytenzahl gilt die Repopulation durch einen 

verändert zusammengesetzten Lymphozytenpool als relevant, insbesondere für die 

anhaltenden Therapieeffekte nach Beendigung der Medikamentengabe (Ruck et al., 

2015). So wurde gezeigt, dass regulatorische CD4+CD25+127low- in MS-Patient*innen 

respektive CD4+CD25+FOXP3+ T-Zellen im Mausmodell prädominant in der 

lymphozytären Repopulation waren und verhältnismäßig geringere Depletionsraten 

aufwiesen (Hu et al., 2009; Zhang et al., 2013). Dies war zudem einhergehend mit 

tendenziell anti-inflammatorischen Zytokinprofilen mit u.a. erhöhter Produktion von TGF-

ß1, IL-10 und IL-4 sowie supprimiertem IFN- und IL-17 (Pant et al., 2017; Turner et al., 

2015; Zhang et al., 2013). Eine spezifische Unterdrückung der autoreaktiven B-Zell-

Antwort gegen MP4 im Verhältnis zur Gesamtzahl IgG-produzierender Zellen nach Anti-

mCD52-AK ließ sich weder in der akuten noch in der chronischen MP4-EAE-Kohorte 

feststellen (siehe Abschnitt 3.3). Zwar hatten Turner et al. (2015) eine Reduktion 

autoreaktiver CD4+ T-Zellen in der Milz von MOG35-55-EAE-Mäusen zeigen können, ohne 

Relation zur Gesamtzahl der T-Lymphozyten lassen sich hieraus jedoch keine 

spezifischen immunmodulatorischen Effekte ableiten und könnte lediglich auf der generell 

reduzierten Lymphozytenpopulation beruhen.  
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Auch die mittels ELISA ermittelte Serumkonzentration von MP4-spezifischem IgG zeigte 

keine Unterschiede zwischen Anti-mCD52-AK- und Isotyp-Gruppe, weder in der akuten 

noch in der chronischen EAE-Kohorte. Dies ist einerseits gut vereinbar mit einer zur 

Depletion unzureichenden CD52-Expression auf Plasmazellen (Kumar et al., 2003; 

Rawstron et al., 2006), unveränderten humoralen IgG-Spiegeln gegen häufige Viren 

sowie eine unbeeinträchtigte Impfantwort (McCarthy et al., 2013). Eine klinische Studie 

an RR-MS-Patient*innen zeigte jedoch, dass insbesondere nach multiplen 

Therapiezyklen mit Alemtuzumab eine Reduktion der Blut- und Liquor-Gesamt-Ig-

Konzentration bestand (Mohn et al., 2020). Dies wurde zum Teil auf die differenzierte 

Repopulation von Lymphozyten nach Applikation von Alemtuzumab zurückgeführt. Nach 

initialer umfangreicher Depletion aller Zellreihen kommt es im Verlauf zu einer frühen 

Repopulation des B-Zell-Pools aus den nicht-depletierten Knochenmarks-Vorläuferzellen 

und zeitlich verzögertem Anstieg der T-Zell-Zahl durch klonale Expansion (Cox et al., 

2005; Thompson et al., 2010). Im Rahmen dieser Repopulation scheint es zu einer 

Verschiebung mit erhöhter Anzahl an CD19+CD24highCD38high und CD19+PD-L1high 

B-Zellen zu kommen, welche zum Erhalt der bestehenden regulatorischen T-Zell-

Population sowie zur Hemmung der Differenzierung von TH1- und TH17-Lymphozyten 

beitragen und so zu verminderten IgG-Spiegeln beitragen könnten (Flores-Borja et al., 

2013; Mohn et al., 2020). Hier besteht eine Diskrepanz zu den Ergebnissen in B6 EAE-

Modellen, in denen sich keine zeitlichen Differenzen zwischen B-und T-Zellen im Rahmen 

der Repopulation nach Anti-mCD52-AK-Therapie quantifizieren ließen (Turner et al., 

2015). Welchen Einfluss dies auf eine spezifische pro- bzw. antiinflammatorische B-Zell-

Antwort und hiermit verbundene Ig-Synthese hat, bleibt weiter zu eruieren. Da wir im 

Gegensatz zu Mohn et al. (2020) die MP4-spezifische IgG-Sekretion und nicht die 

Gesamt-Ig-Spiegel verglichen, sind diese Ergebnisse nur bedingt vergleichbar, geben 

jedoch einen Hinweis darauf, dass hier evtl. eine Diskrepanz zwischen EAE-Modell und 

humanen Wirkmechanismen vorliegen könnte.  

Wir konnten somit durchflusszytometrisch zeigen, dass eine effektive Depletion von CD4+ 

T- und CD19+ B-Zellen erreicht werden konnte. Spezifische Effekte auf die autoreaktive 

B-Zell-Antwort auf das MP4-Antigen ließen sich jedoch nicht feststellen. Eine weitere 

Betrachtung hinsichtlich möglicher Subpopulationen innerhalb des B-Zell-Pools während 

der Repopulation, insbesondere in Hinblick auf eine mögliche Prädominanz von 
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regulatorischen B-Zellen nach Anti-mCD52-AK-Behandlung im MP4-EAE-Modell, wäre 

erstrebenswert, war jedoch in unserem Studiendesign limitiert durch die zu geringe Zahl 

peripherer B-Lymphozyten zum Zeitpunkt der Opferung der Versuchstiere.  

4.3 Lymphozyteninfiltrate im zentralen Nervensystem 

Neben der klinischen Beurteilung und der Analyse der B-Zell-Antwort nach Anti-mCD52-

AK-Therapie stellt der Einfluss der Therapie auf die lymphozytäre Infiltration im ZNS der 

MP4-EAE, mit besonderer Berücksichtigung von B-Zell-Aggregaten, einen besonderen 

Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Wie in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, sind die zu 

verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Erkrankung entstehenden lymphozytären 

Infiltrate in verschiedenen ZNS-Kompartimenten sowie die B-Zell-abhängige Pathologie 

Alleinstellungsmerkmale der MP4-EAE (Kuerten et al., 2008; Kuerten et al., 2007; Kuerten 

et al., 2006; Kuerten et al., 2011b). Dies ermöglicht den Rückschluss von Ort und 

Morphologie der Immuninfiltrate auf das Krankheitsstadium der Versuchstiere. Von 

besonderer Relevanz ist hier die Aggregation von B-Zellen in den Cerebella, welche sich 

im Verlauf zu TLOs differenzieren (Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2008; Kuerten et 

al., 2012). Diese sind gekennzeichnet durch lymphozytäre Reifungsprozesse und 

Expansion der T- und B-zellulären Immunantwort und sind somit funktionell relevante 

Korrelate der ZNS-Inflammation (Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2012). In 

Autopsiestudien an MS-Patient*innen wurden TLOs insbesondere in den Meningen von 

SP-MS-Patient*innen detektiert und standen in Assoziation zu einem früheren 

Krankheitsbeginn und schwereren Krankheitsverläufen (Magliozzi et al., 2007; Serafini et 

al., 2004). Zudem zeigte sich eine meningeale Inflammation assoziiert mit ausgeprägter 

kortikaler Demyelinisierung und Neurodegeneration (Howell et al., 2011; Magliozzi et al., 

2007; Magliozzi et al., 2010). Daher stellt die Reduktion lymphozytärer Infiltrate im ZNS, 

insbesondere von B-Zell-Aggregaten, ein erstrebenswertes Therapieziel dar.  

Bereits in der akuten EAE-Kohorte zeigten wir eine signifikante Reduktion von Nicht-B-

Zell- sowie diffusen-B-und T-Zell-Infiltraten durch Applikation von Anti-mCD52-AK. Zwar 

konnte zudem eine Ausbildung von B-Zell-Aggregaten vollständig verhindert werden, dies 

erreichte jedoch keine statistische Signifikanz, da diese auch in der Isotypkontrolle nur in 

sehr geringer Anzahl vorlagen. Dies ist gut durch den natürlichen MP4-EAE Verlauf zu 

erklären. Hier sind lymphozytäre Infiltrate im Cerebellum ca. 15 d nach EAE-
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Symptomausbildung erstmalig feststellbar (Kuerten et al., 2007; Kuerten et al., 2012), erst 

im Verlauf der chronischen EAE kommt es jedoch zur Zunahme von B-Zell-Aggregaten 

und Differenzierung zu funktionellen TLOs mit entsprechenden histologischen Attributen 

(Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 2012). Wir konnten also zeigen, dass die Anti-mCD-

52-AK-Behandlung die Entstehung von lymphozytären Infiltraten im Cerebellum effektiv 

verhindert. Dies ist zunächst primär durch die Reduktion der potentiell zur Migration ins 

ZNS zur Verfügung stehende zirkulierende Lymphozytenpopulation erklärt. Ähnliche 

Ergebnisse waren innerhalb der Arbeitsgruppe bereits durch Applikation von FTY720 

(Fingolimod) in der akuten MP4-EAE durch Bail et al. (2017) erzielt worden. Auch hier 

hatte die Reduktion der peripher zirkulierenden Lymphozyten innerhalb der akuten EAE 

die Entstehung von B-Zell-Aggregaten vollständig verhindern können. Dies ist 

insbesondere interessant, da Bail et al. (2017) lediglich eine Reduktion der peripheren 

CD4+ T- nicht jedoch CD19+ B-Zellen nachweisen konnten. In diesem Zusammenhang 

war die Reduktion von TH17-Zellen als entscheidender Mechanismus für die fehlende 

Etablierung von B-Zell-Aggregaten diskutiert worden. Ob sich der Effekt der Anti-mCD52-

AK-Therapie auf die B-Zell-Aggregation eher auf eine Reduktion der TH17-Zellen, oder 

direkt von zirkulierenden B-Zellen zurückführen lässt, ist in diesem Modell nicht zu klären, 

da beide durch Anti-mCD52-AK effektiv depletiert werden (Hu et al., 2009; Turner et al., 

2015; Zhang et al., 2013). Serafini et al. (2016) fanden zudem in Assoziation zu TLOs in 

den Meningen von MS-Patient*innen CD3-RORt+ Zellen, welche wahrscheinlich 

Lymphozyten-Gewebs-induzierenden Zellen entsprechen und ebenfalls in die tertiäre 

Lymphogenese involviert seien könnten, während diese nicht in den Cerebella von MP4-

EAE-Versuchstieren nachweisbar waren (Schropp et al., 2019). Inwieweit diese für die 

Entwicklung von TLOs in MS-Patient*innen relevante Zellpopulation darstellen und ob 

diese im relevanten Ausmaß CD52 exprimieren und somit depletiert werden können, ist 

aktuell nicht geklärt.  

 

Wir konnten jedoch nicht nur eine Reduktion von Immuninfiltraten im Cerebellum durch 

Anti-mCD52-AK während der Etablierung in der akuten EAE-Kohorte nachweisen, auch 

die chronische EAE-Kohorte zeigte eine ausgeprägte Reduktion von Immuninfiltraten 

nach Gabe von Anti-mCD52-AK. Zum Zeitpunkt der Behandlung, ca. 60 Tage nach 

initialer Symptomausprägung, sind Immuninfiltrate, insbesondere B-Zell-Aggregate, im 



 

 

 

90 

natürlichen Verlauf der MP4-EAE bereits etabliert (Batoulis et al., 2015; Kuerten et al., 

2008; Kuerten et al., 2012). Wir können also postulieren, dass die Anti-mCD52-Therapie 

in der chronischen EAE zu einer Reduktion bereits bestehender Lymphozyteninfiltrate 

führt. Insbesondere konnten wir, wie bereits in der akuten EAE-Kohorte, nach Applikation 

von Anti-mCD52-AK keinerlei B-Zell-Aggregate nachweisen. Die Therapie mit FTY720 

(Fingolimod) in der chronischen EAE-Kohorte hatte interessanterweise zu keiner 

Reduktion von B-Zell-Aggregaten geführt (Bail et al., 2017).  

In diesem Zusammenhang ist relevant, ob die Reduktion der lymphozytären Infiltrate im 

ZNS durch Penetration des AK und Depletion der bereits ins ZNS migrierten Lymphozyten 

erfolgt, oder ob allein die periphere Reduktion der zum Erhalt der Infiltrate benötigten 

Lymphozyten ausreichend ist. Damit eine Depletion von ZNS-ständigen Lymphozyten 

durch den Anti-mCD52-AK-erreicht werden kann, müssen zwei Voraussetzungen erfüllt 

sein. (1) Der monoklonale AK muss das ZNS und insbesondere die zu depletierenden 

lymphozytären Infiltrate erreichen und in suffizienten Konzentrationen binden. (2) Die zur 

Depletion führenden Prozesse, nämlich CDC und/oder ADCC, müssen suffizient 

ablaufen. 

Es ist allgemein akzeptiert, dass es zunächst im Rahmen der Etablierung neuer Läsionen 

zu einer Störung der BHS mit ausgeprägter entzündlicher Aktivität und Migration von 

Lymphozyten kommt, welche durch Kontrastmittel aufnehmende Läsionen im MRT 

dargestellt werden können (Cramer et al., 2014; Gaitan et al., 2011; Minagar und 

Alexander, 2003). Bereits zu diesem Zeitpunkt kommt es jedoch durch i.v.-Applikation von 

monoklonalen AKs lediglich zu einem geringgradigen Eindringen von AKs über die BHS 

in das ZNS (Helliwell und Coles, 2009). Im Verlauf der MS, insbesondere im Rahmen 

progredienter Verläufe, kommt es zur Abnahme der BHS-Durchgängigkeit, während 

Inflammationsprozesse zum Teil kompartimentalisiert fortlaufen (Lassmann, 2018; 

Lassmann et al., 2012). Für das MP4-EAE-Modell konnte jedoch sowohl in der akuten als 

auch in der chronischen EAE eine anhaltend permeable BHS nachgewiesen werden, 

interessanterweise insbesondere im Bereich von B-Zell-Aggregaten (Bell et al., 2019). Es 

bliebe daher zu klären, ob die beschriebene permeable BHS im MP4-EAE-Modell zu 

suffizienten Anti-mCD52-AK-Spiegeln im ZNS führen kann, oder ob die Reduktion der 

Immuninfiltration nach Anti-mCD52-AK-Gabe lediglich auf die Reduktion der fortlaufenden 

Migration von zirkulierenden Lymphozyten ins ZNS ist. Ersteres erscheint äußerst fraglich, 
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insbesondere da in RR-MS-Patient*innen, und somit bei ebenfalls kompromittierter BHS, 

Campath-1H nach intravenöser Applikation nicht im Liquor nachzuweisen war (Helliwell 

und Coles, 2009). 

Auch eine suffiziente AK-Konzentration im Liquor führt jedoch nicht zwangsläufig zu den 

gewünschten therapeutischen Effekten. So wurde die RIVITALISE-Studie zur 

intrathekalen Applikation von Rituximab bei SP-MS-Patient*innen einer ausbleibenden 

klinischen Besserung und fehlenden Effekten auf Biomarker für intrathekale 

Inflammationsprozesse in der Zwischenauswertung abgebrochen (Komori et al., 2015; 

Komori et al., 2016). Auch nachfolgende Studien mit veränderten Studiendesigns 

erbrachten vergleichbare Resultate (Bergman et al., 2018; Bhargava et al., 2019; Bonnan 

et al., 2021). Dies wurde auf eine eingeschränkte Diffusion von AKs innerhalb des ZNS-

Parenchyms sowie eine Ineffektivität von CDC und ADCC als Depletionsmechanismen 

und den raschen Reflux des AK zurückgeführt (Komori et al., 2016). Auch für 

Alemtuzumab sind sowohl CDC als auch ADCC als Depletionsmechanismen im 

Menschen beschrieben (Rao et al., 2012; Ruck et al., 2015), während im Mausmodell 

ADCC als dominierender Mechanismus ausgemacht wurde (Hu et al., 2009). Eine höhere 

Depletionsaktivität innerhalb des ZNS durch Alemtuzumab bzw. Anti-mCD52-AK ist daher 

aufgrund der für Rituximab diskutierten ineffektiven Effektormechanismen ebenso 

unwahrscheinlich. Interessanterweise zeigte eine intrathekale Applikation von Anti-

mCD52-AK im MOG35-55-EAE-Modell zwar einen moderaten klinischen Effekt sowie eine 

Reduktion der Lymphozytenzahl innerhalb des ZNS, jedoch bei gleichzeitiger Reduktion 

der peripheren Lymphozytenpopulation (Bogie et al., 2020), was durch den oben 

genannten raschen Reflux des Therapeutikums aus dem ZNS und somit seiner 

Wirksamkeit in der Peripherie erklärt sein könnte (Komori et al., 2016). Es erscheint somit 

wahrscheinlich, dass auch bei intrathekaler Applikation ähnlich wie in unserer chronischen 

EAE-Kohorte, eher die periphere Lymphozytenreduktion von Relevanz ist und keine 

Lymphozytendepletion im ZNS selbst stattfindet. 

Eine Umgehung der insuffizienten Effektormechanismen im ZNS könnte die Etablierung 

von Typ-II-AKs darstellen, welche einerseits ebenfalls über ADCC wirken, andererseits 

jedoch einen programmierten Zelltod einleiten können (Ivanov et al., 2009; Meyer et al., 

2018). Zwar zeigte auch Alemtuzumab eine geringgradige Apoptoseinduktion 

(Stanglmaier et al., 2004), aufgrund der fehlenden Anreicherung im ZNS erscheint dies 
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als Wirkmechanismus innerhalb des ZNS bei i.v.-Applikation jedoch ebenfalls 

unwahrscheinlich (Helliwell und Coles, 2009). Wie relevant eine mögliche 

Apoptoseinduktion für die Behandlung mit Anti-mCD52-AK ist, bleibt weiter zu klären. 

Zusammenfassend erscheint es daher wahrscheinlich, dass die beschriebene Reduktion 

von lymphozytären Infiltraten durch Anti-mCD52-AK-Behandlung in der chronischen EAE-

Kohorte auf die Reduktion des lymphozytären Nachschubs zur Aufrechterhaltung der 

bestehenden Infiltrate zurückzuführen ist und nicht auf einer Depletion innerhalb des ZNS 

beruht. Dass ein solcher Nachschub notwendig zu sein scheint beruht weiter auf der 

Beobachtung, dass eine Reduktion der Migration von Lymphozyten über die BHS durch 

Natalizumab in einer Subpopulation von RR-MS-Patient*innen zu einer Reduktion von 

OKBs führt (Harrer et al., 2013; von Glehn et al., 2012). Weiter führt die periphere 

Applikation von Alemtuzumab nicht nur zu einer Reduktion der Ig-Spiegel im Blut sondern 

auch im Liquor (Mohn et al., 2020). Es erscheint daher für die akute und chronische MP4-

EAE am wahrscheinlichsten, dass die Durchlässigkeit der BHS in räumlicher Korrelation 

zu B-Zell-Aggregaten (Bell et al., 2019) sowie deren effektive Reduktion durch Anti-

mCD52-AK auf eine fortlaufende Migration zwischen ZNS und Peripherie hindeutet. 

4.4 Neurodegeneration und Remyelinisierung 

Aufgrund der Vielzahl an neu-entwickelten, insbesondere hochaktiver 

immunmodulatorischer Substanzen, konnte die Behandlungssituation von RR-MS-

Patient*innen deutlich verbessert werden (Hauser und Cree, 2020; Ransohoff et al., 2015; 

Tintore et al., 2019). Neuere Studien zeigen zudem, dass eine frühzeitige und effektive 

DMT die Akkumulation von Behinderung und den Übergang zur SP-MS verzögern, jedoch 

nicht vollständig aufhalten kann (Brown et al., 2019; He et al., 2020; Kalincik et al., 2021). 

Auch die Zulassung von Siponimod für SP-MS- sowie Ocrelizumab für PP-MS-

Patient*innen mit aktiven Verläufen zeigen, dass immunmodulatorische Therapien auch 

in den progredienten Verlaufsformen wirksam sein können (Kappos et al., 2018a; 

Montalban et al., 2017). Die Tatsache, dass zunehmend eine suffiziente Schubkontrolle 

erreicht werden kann, führte jedoch dazu, dass in prospektiven Studien mit RR-MS-

Patient*innen eine schubunabhängige Verschlechterung der klinischen und 

radiologischen Befunde festgestellt wurde, ohne etablierte Kriterien einer SP-MS zu 

erfüllen (Cree et al., 2019; Kappos et al., 2018b). Diese als „stille Progression“ 
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bezeichnete leichtgradige klinische Verschlechterung im Verlauf von RR-MS-

Patient*innen (Cree et al., 2019) sowie die eingeschränkte Wirksamkeit aktueller 

Therapien in progredienten MS-Verläufen, unterstreicht die Notwendigkeit zur 

Untersuchung neuroprotektiver therapeutischer Optionen für die MS (Hauser und Cree, 

2020).   

Bereits in ersten Studien bezüglich Alemtuzumab (Campath-1H) als mögliche 

Therapieoption für die MS konnte eine suffiziente Reduktion der Schubrate und 

radiologischen Krankheitsaktivität sowohl in RR-MS als auch in SP-MS erreicht werden, 

ohne jedoch signifikanten Einfluss auf die schubunabhängige progrediente Akkumulation 

von klinischer Symptomatik in SP-MS-Patient*innen zu nehmen (Coles et al., 2006; Coles 

et al., 1999). Jones et al. (2010) fanden jedoch in einer post hoc Subgruppenanalyse der 

CAMMS223 Phase-II-Studie an RR-MS-Patient*innen heraus, dass Teilnehmer*innen 

ohne klinische Hinweise in den Monaten vor und ohne klinische und radiologische 

Hinweise auf Krankheitsaktivität während der Studie, eine Reduktion der klinischen 

Symptomlast nach Therapie mit Alemtuzumab zeigten. Auch in nachfolgenden Studien 

wurde eine Reduktion vorbestehender Symptomatik beobachtet (Fox et al., 2016; 

Giovannoni et al., 2016). Es wurde daraufhin postuliert, dass Alemtuzumab neben der 

Supprimierung der inflammatorischen Aktivität durch Depletion von Lymphozyten zudem 

durch „neuroprotektive Autoimmunität“ Effekte aufwiese (Jones et al., 2010). So zeigte 

sich, dass Lymphozyten aus dem Blut von mit Alemtuzumab behandelten Patient*innen 

nach Stimulation mit Myelinantigenen in vitro eine gesteigerte Sekretion neuro- sowie 

oligotropher Faktoren aufwiesen (Jones et al., 2010). 

Turner et al. (2015) zeigten weiter, dass die Applikation von Anti-mCD52-AK unmittelbar 

nach Symptombeginn im MOG35-55-EAE-Modell zu einer Reduktion von demyelinisierter 

weißer Substanz sowie SMI-32+-Axonschäden führt. Weiter zeigte sich auch der Erhalt 

der axonalen Übertragung durch Anti-mCD-52-AK-Therapie zu einem späteren Zeitpunkt. 

Wir untersuchten daher, ob durch eine Applikation von Anti-mCD52-AK in der chronischen 

EAE-Kohorte ebenfalls neuroprotektive bzw. -regenerative Effekte erzielbar sein könnten. 

Auf lichtmikroskopischer Ebene zeigte sich weder eine signifikante Reduktion der 

demyelinisierten Areale in der LFB-Färbung noch der SMI-32+-axolytischen Axone. Dies 

ist gut vereinbar mit den fehlenden klinischen Effekten der Anti-mCD52-AK-Therapie in 

der chronischen EAE-Kohorte, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben. Unsere Arbeitsgruppe 
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ergänzte im Rahmen der Erstpublikation zudem die Serumspiegel der phosphorylierten 

schweren Kette des Neurofilaments (pNF-H) mittels ELISA als Biomarker für axonale 

Schäden, unter anderem in Neuritis optica und MS (Gresle et al., 2014; Petzold et al., 

2004; Shaw et al., 2005). Zwar zeigten sich die pNF-H-Serumspiegel in den chronischen 

MP4-EAE- gegenüber nicht-immunisierten Versuchstieren erhöht, ein signifikanter 

Unterschied zwischen Anti-mCD52-AK- und Isotyp-behandelten Tiere fand sich jedoch 

nicht (Simon et al., 2018).  

Die lichtmikroskopische LFB- und SMI-32-Färbung ermöglicht einen Überblick über das 

Ausmaß von Demyelinisierung und axonaler Pathologie, jedoch erlaubt erst die 

ultrastrukturelle Analyse mittels Elektronenmikroskopie die exakte Analyse einzelner 

Nervenfasern und deren Myelinscheide (Simon et al., 2018). So zeigten sich in 

ergänzenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe sowohl auf RM-Ebene als auch im 

Cerebellum eine signifikante Reduktion des axonalen Schadens (Simon et al., 2018). Ein 

wahrscheinlicher Mechanismus, der auf ultrastruktureller Ebene nachweisbaren 

Neuroprotektion nach Anti-mCD52-AK-Therapie, ist die in Abschnitt 3.5 beschriebene 

Depletion von Immuninfiltraten, insbesondere B-Zell-Aggregaten, da diese durch 

Sekretion neurotoxischer Substanzen Neurodegeneration in angrenzendem Gewebe 

auslösen bzw. verstärken können (Lisak et al., 2012; Lisak et al., 2017; Magliozzi et al., 

2007). Die Reduktion der lymphozytären ZNS-Infiltration in mit Anti-mCD52-AK 

behandelten Versuchstieren kann somit durch einen Rückgang neurotoxischer 

Substanzen zu einer Verringerung des axonalen Schadens führen. Auch die von Turner 

et al. (2015) beschriebene Neuroprotektion in der Frühphase der MOG35-55-EAE ist 

wahrscheinlich durch die Suppression der Inflammation zurückzuführen. So zeigte eine 

ultrastrukturelle Analyse des MOG35-55-EAE-Modells, dass zu Beginn der 

Symptomausprägung die Läsionen innerhalb der WM im lumbalen RM durch ausgeprägte 

Infiltration von Immunzellen und Gewebsödem charakterisiert waren (Recks et al., 2013). 

Allein die Lymphozytendepletion kann somit die beschriebene Reduktion der 

Demyelinisierung und SMI-32+-Segmente gut erklären (Turner et al., 2015). Ob weiter die 

Sekretion neuro- sowie oligotropher Faktoren durch Lymphozyten nach Anti-mCD52-AK 

in eine Rolle spielt, ist aktuell ungeklärt. 

Im Gegensatz zur axonalen Pathologie wurde der fehlende Einfluss der Anti-mCD52-AK-

Therapie auf das Ausmaß an Demyelinisierung in der lichtmikroskopischen LFB-Färbung 
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im lumbalen RM elektronenmikroskopisch bestätigt (Simon et al., 2018). Auch in dieser 

Methode zeigten sich weder auf RM-Ebene noch im Cerebellum eine reduzierte 

Demyelinisierung in Anti-mCD52-AK-behandelten Versuchstieren (Simon et al., 2018). 

Während in der Frühphase der MOG35-55-EAE die Demyelinisierung Läsionen des Typs I 

nach Lucchinetti et al. (2000) entspricht und somit geprägt ist von T-Zellen und 

Makrophagen, entsprechen jene des MP4-EAE Modells Läsionen des Typs II, da hier die 

Pathologie klar AK-abhängig ist (Kuerten et al., 2011a; Prinz et al., 2015; Recks et al., 

2013). Da sich die MP4-spezifische AK-Produktion durch Anti-mCD-52-AK nicht 

beeinflussen ließ (siehe Abschnitt 3.3) und sich auch kein Effekt der Behandlung auf die 

Mikrogliafunktion feststellen ließ, (Ellwardt et al., 2020) ist somit nachvollziehbar, dass 

keine Effekte auf die Demyelinisierung in diesem Stadium der EAE detektierbar waren 

(Simon et al., 2018). 

Auch Remyelinisierung kann über die Wiederherstellung der axonalen Myelinscheide, der 

Verbesserung der Nervenleitung und trophische Unterstützung der Nervenzelle ein 

Hinweis auf Neuroprotektion und -regeneration darstellen (Lubetzki et al., 2020). Mögliche 

Effektorzellen stellen Olig2+ Oligodendrozyten dar, welche sich aus 

Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs) differenzieren können (Lubetzki et al., 2020; 

Zawadzka et al., 2010). im Rahmen der Differenzierung zu Oligodendrozyten und 

Remyelinisierung kommt es passager zur Expression von APC, sodass Olig2+APC+ 

Zellen ein Korrelat für Regeneration darstellen können (Lang et al., 2013). Es zeigte sich 

kein signifikanter Effekt von Anti-mCD-52-AK auf die Zahl Olig2+ oder Olig2+APC+ und 

somit auf die Oligodendrozytenregeneration bzw. Remyelinisierung im RM der 

chronischen MP4-EAE. Auch ultrastrukturell, mittels elektronenmikroskopischer 

Darstellung, konnte in dieser Kohorte keine Steigerung der Zahl remyelinisierender 

Axone, weder im RM noch im Cerebellum, festgestellt werden (Simon et al., 2018). Dies 

ist insbesondere relevant, da generell im Krankheitsverlauf der chronischen MP4-EAE in 

der ultrastrukturellen Analyse keine gesteigerte Remyelinisierung feststellbar war, die 

über das Maß in gesunden B6-Versuchstieren hinausging (Prinz et al., 2015). Eine 

signifikant gesteigerte Remyeliniserung wäre somit direkt auf die therapeutische 

Intervention mittels Anti-mCD52-AK zurückführbar. 

Interessanterweise ist ein solcher neuroregenerativer Mechanismus für Obinutuzumab, 

einem Typ-II Anti-CD20-AK, in der MP4-EAE festgestellt worden (Breakell et al., 2020). 
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Hierbei kam es nach Applikation in der elektronenmikroskopischen Analyse sowohl zur 

verminderten Demyelinisierung als auch zur Steigerung der Remyelinisierung um 

779,8 % (Breakell et al., 2020). Auf welchen neuroregenerativen Mechanismen dies 

beruht und ob dies ebenfalls für MS-Patient*innen einen klinisch relevanten Mechanismus 

von Obinutuzumab darstellen könnte, bleibt jedoch zu klären. Es bestätigt jedoch, dass 

eine therapeutische Intervention in die B-Zell-vermittelte Immunreaktion durchaus einen 

neuroprotektiven Effekt vermitteln kann. 

Insgesamt konnten wir keinen ausgeprägten neuroprotektiven oder neuroregenerativen 

Effekt von Anti-mCD52-AK feststellen, der nicht durch den primären Mechanismus der 

peripheren Lympozytendepletion erklärbar wäre (Simon et al., 2018). Auch nachfolgende 

EAE-Studien zeigten keine Neuroprotektion durch von Immunzellen freigesetzten Brain- 

Derived Neurotrophic Factor (Demir et al., 2019) oder durch Veränderung der neuronalen 

Mikrogliafunktion nach Anti-mCD52-AK (Ellwardt et al., 2020). Da jedoch EAE-Studien nie 

die MS in ihrer Komplexität abbilden können, sind neuroprotektive Mechanismen durch 

Alemtuzumab, die im Tiermodell nicht detektierbar sind, nicht auszuschließen. Hierüber 

könnte die aktuell noch andauernde ALAIN01-Studie (Alemtuzumab in Autoimmune 

Inflammatory Neurodegeneration: Mechanisms of Action and Neuroprotective Potential; 

Clinicaltrials.gov: NCT02419378) Aufschluss geben, die erstmals detailliert und 

longitudinal Schlüsselmechanismen der Wirkung von Alemtuzumab in MS-Patient*innen 

beschreiben soll (Ruck et al., 2016). 

4.4 Ausblick 

Die Behandlungssituation von RR-MS-Patient*innen hat sich in den letzten Jahren durch 

die zunehmende Anzahl hochwirksamer DMTs zunehmend verbessert (Hauser und Cree, 

2020; Ransohoff et al., 2015). Obgleich bereits Lucchinetti et al. (2000) die Heterogenität 

der demyelinisierenden Läsionen in MS-Patient*innen beschrieben, gibt es bis heute 

keine routinemäßig verfügbaren Biomarker, die eine Auswahl der Therapeutika anhand 

von individuellen immunpathologischen Charakteristika ermöglichen, sondern beruht 

aktuell auf einem Trial-and-Error-Ansatz und der klinischen Aktivität (Grossman et al., 

2017). Da jedoch insbesondere eine frühe effektive Therapie Einfluss auf den langfristigen 

klinischen Verlauf hat, sind evidenzbasierte Biomarker für eine adäquate 
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Erstlinientherapie dringend erforderlich (Brown et al., 2019; Grossman et al., 2017; He et 

al., 2020). 

Wir konnten im MP4-EAE-Modell zeigen, dass durch die Depletion von CD52+ 

Lymphozyten eine Reduktion von lymphozytären ZNS-Infiltraten in der akuten und 

chronischen EAE zu erreichen war, was in weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe in einen 

diskreten Rückgang von axonalen Schäden auf ultrastruktureller Ebene resultierte (Simon 

et al., 2018). Dies könnte einen möglichen individuellen Angriffspunkt für den Einsatz von 

Alemtuzumab in MS-Patient*innen darstellen. So wäre die Beurteilung des Einflusses 

einer Alemtuzumabtherapie auf leptomeningeale Signalanhebungen in 

kontrastmittelverstärkten hochauflösenden T2-FLAIR MRT-Sequenzen möglich. Diese 

gelten als potenzielles Korrelat für meningeale Immuninfiltrate und somit indirekt auch für 

B-Zell-Aggregate (Absinta et al., 2015; Bhargava et al., 2019) und könnten somit 

einerseits als Parameter für die Therapieeffektivität, als auch zur spezifischeren Selektion 

von Patient*innen für eine Therapie mit Alemtuzumab herangezogen werden. 

Eine andere Möglichkeit ist der Nachweis einer B-Zell-dominanten Immunpathogenese 

mittels ELISPOT als möglicher prädiktiver Parameter für die Wirksamkeit von DMTs 

(Kuerten et al., 2014). Unsere Arbeitsgruppe konnte diesbezüglich bereits zeigen, dass 

der B-Zell-ELISPOT die Wirksamkeit von GA im Vergleich zu IFN-ß als Erstlinientherapie 

voraussagen kann (Rovituso et al., 2015; Tacke et al., 2021). Aktuell wird auch der B-Zell-

ELISPOT als prädiktiver Marker für die Wirksamkeit von Anti-CD20- und Anti-CD52-AK 

untersucht. 

Wir hoffen durch die Kombination der Ergebnisse des Anti-mCD52-AK in der MP4-EAE in 

Kombination mit den aktuellen ELISPOT-Studien einen Beitrag zur zukünftigen Auswahl 

eines Patient*innekollektivs beitragen zu können, für das Alemtuzumab trotz der 

ausgeprägten UAWs eine wertvolle Eskalations- bzw. Erstlinientherapie sein kann.
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5. Zusammenfassung 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmunvermittelte Erkrankung des zentralen 

Nervensystems (ZNS) und die häufigste Ursache für atraumatische Behinderung im 

jungen Erwachsenenalter. Die Pathologie ist gekennzeichnet durch Inflammation, 

Demyelinisierung und axonale Schäden, die zeitlich und räumlich disseminiert im ZNS 

auftreten und zu einer Vielzahl neurologischer Symptome führen. Galt die MS lange als 

primär T-lymphozytär vermittelte Erkrankung, sorgte u.a. die Etablierung von B-Zell-

depletierenden monoklonalen Antikörpern (AK) für eine zunehmende Aufmerksamkeit für 

die Relevanz der B-Zell-vermittelten Immunpathogenese. Weiter zeigten sich vor allem in 

den Meningen von sekundär-progredienten MS-Patient*innen B-Zell-Aggregate, welche 

Hinweise auf lymphozytäre Reifungsprozesse aufwiesen und mit rascherer klinischer 

Progredienz und ausgeprägter Neurodegeneration einhergingen.  

Die durch ein MBP-PLP-Fusionsprotein (MP4) in C57BL/6-Mäusen induzierte 

experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Tiermodell der MS und weist 

ebenfalls eine B-Zell-vermittelte Pathologie und die Entstehung von B-Zell-Aggregaten 

auf. Alemtuzumab ist ein monoklonaler Anti-CD52-AK, der insbesondere T- und B-

Lymphozyten depletiert und für die schubförmige MS zugelassen ist. Ziel dieser Studie 

war es den Einfluss eines murinen Anti-CD52-AK auf das MP4-EAE-Modell insbesondere 

auf die B-Zell-Aggregate zu untersuchen. Hierfür wurden die Tiere entweder zum 

Maximum der klinischen Symptomatik (akute EAE) oder ca. 60 Tage nach 

Symptomausprägung (chronische EAE) behandelt. 

Es zeigte sich eine effektive Depletion von T- und B-Lymphozyten im Blut, ohne jedoch 

einen Effekt auf die MP4-spezifischen AK-Spiegel im Blut oder die MP4-spezifische B-

Zell-Antwort in Lymphknoten zu erzielen. Die Reduktion peripherer Lymphozyten war 

assoziiert mit einem diskreten klinischen Effekt in der akuten, nicht jedoch in der 

chronischen EAE. Weiter zeigten sich auch die Immuninfiltrate im ZNS deutlich reduziert, 

insbesondere waren weder in der akuten noch in der chronischen EAE B-Zell-Aggregate 

nachweisbar. Diese Reduktion der ZNS-Inflammation hatte bei Behandlung in der 

chronischen EAE jedoch keinen Einfluss auf Demyelinisierung, axonale Pathologie oder 

Remyelinisierung in der lichtmikroskopischen Analyse. Jedoch zeigte sich in 
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nachfolgenden elektronenmikroskopischen Versuchen eine diskrete Reduktion der 

axonalen Pathologie. 

Insgesamt konnten wir zeigen, dass ein muriner Anti-CD52-AK effektiv lymphozytäre 

Infiltrate des ZNS und insbesondere B-Zell-Aggregate sowohl in der akuten als auch in 

der chronischen EAE reduziert. Ein klinischer Effekt ist jedoch nur in der Frühphase der 

Erkrankung zu erzielen, da wir keinen Einfluss der Lymphozytendepletion auf bereits 

vorhandene neuronale Schäden oder auf neuroregenerative Mechanismen feststellen 

konnten. Unsere Studie verdeutlicht somit einerseits die Notwendigkeit einer frühzeitigen 

effektiven immunmodulatorischen Therapie vor der Entstehung irreversibler neuronaler 

Pathologie, zum anderen könnten Patient*innen mit ausgeprägter meningealer 

Inflammation und somit evtl. B-Zell-Aggregation besonders von einer frühzeitigen 

Therapie mittels Alemtuzumab profitieren. Weitere Studien sind notwendig, um einen 

Biomarker zu implementieren, der die klinische Effektivität vorhersagen kann, um somit 

eine geeignetes Patient*innenkollektiv zu definieren, das deutlich von einer Behandlung 

mit Alemzutumab profitiert.  

 

Summary 

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system and the 

most frequent cause of atraumatic disability in young adults. The immunopathology of MS 

is characterized by inflammation, demyelination and axonal damage which are 

disseminated in space and time and lead to a variety of neurological symptoms. For a long 

time, MS has been regarded as a primarily T-cell mediated disease, which was questioned 

by the implementation of B cell-depleting monoclonal antibodies (mAB), which triggered 

a growing interest in the B cell-dependent immunopathology. Furthermore, B cell 

aggregates were detected in the meninges of MS patients with secondary progressive 

disease course, which showed signs of lymphocyte maturation and were associated with 

a faster clinical progress and more pronounced neurodegeneration. MBP-PLP fusion-

protein (MP4)- induced experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal 

model of MS which also shows a B cell-dependent pathology including the development 

of B cell aggregates during the disease course. Alemtuzumab is an anti-CD52 mAB that 
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depletes primarily T and B lymphocytes and is an approved therapy for MS patients with 

a relapsing-remitting disease course. 

The objective of this study was to investigate the effects of a murine anti-CD52 mAB on 

the MP4-induced EAE model with focus on B cell aggregation. To this end, mice were 

either at the peak of clinical disease severity (acute EAE) or 60 days after development of 

symptoms (chronic EAE). 

We detected a significant depletion of T and B lymphocytes in the blood without significant 

impact on MP4-specific antibody levels in the blood or the MP4-specific B cell response 

in the lymph nodes. The reduction of peripheral lymphocyte counts was further 

accompanied by a mild attenuation of clinical disease severity in the acute but not chronic 

EAE animals. In addition, there was a profound reduction in the number of immune cell 

infiltrates in the CNS and a complete absence of B cell aggregates in both acute and 

chronic EAE. The reduced number of CNS infiltrates had no impact on demyelination, 

axonal pathology or remyelination in light microscopic analysis of chronic EAE animals. 

However, there was a slight reduction of axonal pathology on the ultrastructural level as 

shown in in later studies by electron microscopy. 

While anti-CD52-mAB effectively depletes lymphocytes peripherally and reduced CNS 

immune infiltrates both in the acute as well as in the chronic EAE, attenuation of disease 

severity was achieved only in the acute EAE with no effects on established neuronal 

damage or neuroregenerative mechanisms. This underlines the importance of an early 

effective immunomodulatory therapy before irreversible neuronal pathology is 

implemented. Furthermore, patients with a pronounced meningeal inflammation might 

especially benefit from a timely alemtuzumab treatment. Further studies are needed to 

establish a biomarker to predict clinical effectiveness and hence select a suited group of 

patients benefitting from alemtuzumab. 
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