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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische, neurodegenerative Erkrankung des zent-
ralen Nervensystems (ZNS) (Baecher-Allan et al., 2018), von der weltweit etwa 2,3 Milli-
onen Menschen betroffen sind (Haki et al., 2024). Sie ist die haufigste demyelinisierende
Erkrankung und fuhrt zu irreversibler Behinderung und friher Arbeitsunfahigkeit bei jun-
gen Erwachsenen (Dobson und Giovannoni, 2019). Die entzlindlichen Lasionen kénnen
in ihrer Lokalisation in Gehirn und Rickenmark stark variieren (Disanto et al., 2011).
Dies macht die MS zu einer heterogenen Erkrankung mit verschiedenen Symptomen,
deren Auspragung sich bei verschiedenen Patienten stark unterscheiden kann (Disanto
et al., 2011).

Bei der MS werden verschiedene Verlaufsformen unterschieden (Klineova und Lublin,
2018). Der haufigste Subtyp ist mit etwa 85 % die schubférmig remittierende MS (re-
lapsing-remitting multiple sclerosis, RRMS), die durch Schub- und Remissionsphasen
gekennzeichnet ist. Dabei wird ein Schub als eine innerhalb kurzer Zeit neu auftretende
oder sich verschlechternde neurologische Symptomatik definiert (McDonald et al.,
2001). Bei einem Groliteil der RRMS-Patienten entwickelt sich nach etwa 15 Jahren
eine sekundar-progrediente MS (secondary progressive multiple sclerosis, SPMS), die
sich durch permanente neurologische Defizite und ein kontinuierliches Fortschreiten der
Krankheitsaktivitat auszeichnet (Cree et al., 2021). Von der RRMS und SPMS abzu-
grenzen ist die primar-progrediente MS (primary progressive multiple sclerosis, PPMS),
bei der sich die Symptome von Erkrankungsbeginn an ohne Schubaktivitat verschlech-
tern (Pozzilli et al., 2023).

Bis heute ist eine kurative Therapie der MS nicht bekannt (Haki et al., 2024). Man unter-
scheidet zwischen einer Schubtherapie mit der Gabe von hochdosiertem Cortison und
der verlaufsmodifizierenden Therapie, zu der ein breites Spektrum immunmodulatori-
scher Substanzen verschiedener Wirksamkeitsstufen gehort (Haki et al., 2024). In den
letzten Jahren hat sich das Therapieprinzip ,Hit hard and early“ etabliert, das bereits friih



im Erkrankungsverlauf die entzindliche Aktivitat unterdricken und somit langfristig ei-

nen gunstigeren Erkrankungsverlauf bewirken soll (Selmaj et al., 2024).

Eine frlhe Diagnosestellung und die Zuordnung zu einem der Verlaufstypen sind fir
einen frlhen Therapiebeginn von entscheidender Bedeutung (Brownlee und Solomon,
2021). Die aktuellen Diagnosekriterien nach McDonald von 2017 beruhen auf klinischen
Symptomen, laborchemischen Parametern und bildgebenden Verfahren (Thompson et
al., 2018). Die Magnetresonanztomografie (MRT) hat sich in den letzten Jahren als
Goldstandard der bildgebenden Diagnostik etabliert (Wattjes et al., 2021). Dabei mus-
sen die Kriterien der zeitlichen Dissemination (neue Lasionen im Verlaufs-MRT oder
gleichzeitiger Nachweis von Kontrastmittel-anreichernden und nicht-anreichernden Lasi-
onen) und der raumlichen Dissemination (mindestens eine Lasion in mindestens zwei
von vier der typischen Hirnregionen) erflllt sein (Thompson et al.,, 2018). Im Rahmen
der ECTRIMS-Konferenz 2024 (European Committe for Treatment and Research in Mul-
tiple Sclerosis) wurden aktuelle Erkenntnisse zum diagnostischen Algorithmus unter-
sucht und Zusatzkriterien diskutiert, die zuktinftig die Diagnosestellung der MS erleich-
tern sollen. Dazu zahlen beispielsweise die Hinzunahme des Nervus opticus als flinfte
typische Hirnregion und das Ersetzen der zeitlichen Dissemination durch neue MRT-

Kriterien wie das Vorkommen von zentralen Venenzeichen in kortikalen Lasionen.

Die standardmalig angefertigten MRT-Sequenzen in der Beurteilung der MS sind die
T2- und FLAIR-Sequenzen (fluid-attenuated inversion recovery) sowie die T1-Wichtung
zunachst ohne und dann mit intravendser Gabe von Gadolinium (Filippi et al., 2016).
Daruber hinaus lassen sich auch mit anderen MRT-Wichtungen pathologische Verande-
rungen im ZNS MS-erkrankter Personen nachweisen. Dazu gehoéren beispielsweise
Suszeptibilitadts-gewichtete Sequenzen (susceptibility-weighted imaging, SWI) oder T2*-
Sequenzen, die Eisenablagerungen darstellen kénnen (Chavhan et al., 2009). Bereiche
mit Eisenanreicherungen lassen sich visuell anhand von hypointensen Punkten oder
ringformigen Strukturen erkennen (Chavhan et al., 2009). Solche Bereiche finden sich
bei MS-Patienten in Form von paramagnetischen Randlasionen (paramagnetic rim le-
sions, PRL), einer speziellen Unterform von chronisch-aktiven Lasionen (Martire et al.,
2022). PRLs gewinnen aktuell an klinischer Bedeutung, da ihr Nachweis im MRT mit

gesteigerten Schubraten und einer hdheren Wahrscheinlichkeit fur einen Krankheitsfort-
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schritt unabhangig von der Schubaktivitat (progression independent of relapse activity,
PIRA) assoziiert ist (Reeves et al., 2024).

Weiterhin kann man diffusionsgewichtete Sequenzen (diffusion tensor imaging, DTI)
zum Nachweis von Diffusionsstérungen im Gewebe nutzen (Grover et al., 2015). Die
fraktionelle Anisotropie (fractional anisotropy, FA) ist dabei ein Mal} fur gerichtete Diffu-
sion im Gewebe (Alexander et al., 2007). Parallel ausgerichtete, homogene Nervenfa-
serblndel generieren hohe FA-Werte (Alexander et al., 2007). DTI kann fir die Diagnos-
tik und Prognostik von Verletzungen des Rickenmarks herangezogen werden (Zanino-
vich et al., 2019). Es konnte auch gezeigt werden, dass FA-Werte in demyelinisierenden
Lasionen und Bereichen mit axonaler Schadigung bei MS-Patienten vermindert sind
(Sbardella et al., 2013).

Die Voxel-Guided-Morphometry (VGM) ist eine Technik zur Beurteilung von Volumen-
veranderungen in MRT-Scans (Raj et al., 2024). Dabei kénnen sowohl intraindividuelle
Vergleiche mit longitudinalen Scans Uber einen langeren Zeitraum als auch Gruppen-
vergleiche durchgefuhrt werden (Fox et al., 2016). Gegenuber anderen MR-
morphometrischen Methoden zeichnet sich VGM durch eine sehr hohe Genauigkeit aus
und ist lediglich begrenzt durch die Feldstarke des verwendeten MRT-Scanners und die
Auflésung der generierten MRT-Bilder (Raj et al., 2024). Untersuchungen an MS-
Patienten haben gezeigt, dass VGM in der Lage ist, sehr diskrete Strukturveranderun-
gen beispielsweise in schwelenden MS Lasionen (smoldering lesions, SL) automatisch
zu erkennen und Gewebealterationen in der Umgebung solcher und anderer MS-

bedingter Entzlindungsherde zu detektieren (Fox et al., 2016).

Neben der Bildgebung sind histopathologische Untersuchungen des ZNS-Gewebes er-
krankter Personen zum genaueren Verstandnis der MS unerlasslich (Kolb et al., 2022).
Die Erkrankung umfasst eine Vielzahl pathophysiologischer Veranderungen, insbeson-
dere Inflammation, Demyelinisierung, axonale Schadigung und reaktive Astrogliose
(Lassmann, 2018). Die Inflammation wird von diversen zelluldren und humoralen Media-
toren des angeborenen und erworbenen Immunsystems wie z. B. von T-Zellen, B-Zellen
und Plasmazellen unterhalten (Attfield et al., 2022). Bei MS-Erkrankten konnten
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demyelinisierende L&sionen in der weillen Substanz sowie eine Atrophie der grauen

Substanz nachgewiesen werden (Lassmann, 2018).

Schwierigkeiten bei der histopathologischen Charakterisierung von Lasionen sind die
begrenzte Verfugbarkeit von Gewebe aus Biopsien von MS-Patienten, sowie die fehlen-
de Moglichkeit Veranderungen im zeitlichen Verlauf zu beobachten (Kolb et al., 2022).
Die MRT bietet hier aufgrund der nicht-invasiven Technik Vorteile durch eine bessere
Verflugbarkeit und die Mdglichkeit zu longitudinalen Analysen (Kolb et al., 2022). Die
Untersuchung der Assoziation zwischen MRT-Bildgebung und Histopathologie spielt aus
diesem Grund in der MS-Forschung eine besondere Rolle (Filippi et al., 2019). Bisherige
Studien haben gezeigt, dass die MRT Ruckschlusse auf die Histopathologie des Gewe-
bes erlaubt. Die Interpretation dieser Zusammenhange sollte aber kontinuierlich Uber-
pruft und verbessert werden (Filippi et al., 2019). Ein Beispiel fir den Zusammenhang
zwischen Histopathologie und Neuroimaging ist die Detektion demyelinisierender Lasio-
nen durch hyperintense Signale in T2-gewichteten oder FLAIR-Sequenzen, die aus dem

klinischen Alltag langst nicht mehr wegzudenken ist (Absinta et al., 2016).

FUr die Untersuchung histopathologischer Veranderungen und deren direkter Korrelation
mit der MRT-Bildgebung kann man sich Tiermodelle zunutze machen (Blezer et al.,
2007). Ein haufig verwendetes Tiermodell der MS ist die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE), die durch Immunisierung mit diversen Antigenen in Mausen
induziert werden kann (Constantinescu et al., 2011). Die Tiere entwickeln aufsteigende
Paresen mit Beginn in der Schwanzspitze bis hin zur kompletten Tetraplegie in schwe-
ren Fallen (Constantinescu et al., 2011). Bei der Krankheitsinduktion mit humanem Mye-
lin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 1-125 (hMOGa-125) verlauft die Erkrankung chronisch
mit dem Erkrankungsgipfel um den 15. Tag nach Immunisierung und spaterem Plateau

der Symptome (Lyons et al., 1999).

Das Ziel dieser Studie war die Beobachtung MR-morphometrischer Veranderungen in
longitudinalen In-vivo-MRT-Scans von Mausen mit EAE im Vergleich zu einer gesunden
Kohorte. Der Fokus lag dabei auf dem lumbalen Rickenmark als Pradilektionsstelle in-
flammatorischer und demyelinisierender Vorgange in der hMOG1-12s-induzierten EAE

(Lyons et al., 1999). Im Anschluss an die In-vivo-Scans erfolgte die Perfusion des Ge-



12

webes und die Ex-vivo-Bildgebung mittels MRT. Danach wurden histologische und im-
munhistochemische Analysen durchgefihrt und die Ergebnisse der Ex-vivo-MRT-Scans
mit den histopathologischen Parametern korreliert. Wir stellten die Hypothese auf, dass
es bei immunisierten Mausen zur Entwicklung fokaler Lasionen kommt, die sich in der
akuten Erkrankungsphase durch eine Volumenzunahme im Sinne eines inflammatori-
schen Odems auszeichnen. Nach langerer Erkrankungsdauer postulierten wir ein hdhe-
res Ausmall an Gewebsatrophie verglichen mit der gesunden Kohorte und die Korrelati-

on der Volumenabnahme mit histopathologischen Markern.

1.2 Material und Methoden
1.2.1 Tierversuchsgenehmigung und EAE-Induktion

Die Genehmigung zum vorliegenden Tierversuch mit dem Aktenzeichen 81-
02.04.2022.A122 wurde gemaly § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) vom
Landesamt fur Natur-, Umwelt-, und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV)
erteilt. Alle Experimente standen im Einklang mit § 31 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung (TierSchVersV) und den ARRIVE-Richtlinien fur die Meldung
von Tierversuchen (Kilkenny et al., 2010). N = 20 weibliche Wildtyp-Mause vom Stamm
C57BL/6J (B6) (Charles River, Sulzfeld, Germany) wurden ab einem Alter von acht Wo-
chen im Tierstall des Deutschen Zentrums fur Neurodegenerative Erkrankungen (DZNE)
in Bonn unter spezifischen Pathogen-freien Bedingungen gehalten. N = 11 Tiere wurden
mit hMOGa-125 mithilfe eines Standard-Kits (Hooke Laboratories, Lawrence, MA, USA)
immunisiert. Es erfolgte die Gabe von 0,5 mg/ml hMOGa-125 als Emulsion mit komplet-
tem Freund-Adjuvans (complete Freund’s adjuvant, CFA mit 2-5 mg/ml Mycobakterium
tuberculosis, Stamm H37Ra) als subkutane Injektion von je 100 ul in beide Flanken. Zu-
satzlich erhielten die Tiere intraperitoneale Injektionen mit 110 ng Pertussis-Toxin in 100
ul steriler phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate-buffered saline, PBS, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) am Tag der Immunisierung und 24 Stunden spater. Die
Uberwachung der Tiere erfolgte durch tagliche Gewichtskontrollen und mithilfe des EAE-
Scores, einer klinischen Skala zur Einteilung der Symptomatik: 0 — symptomfrei; 1 —

Schwanzparese; 2 — komplette Schwanzparese und Schwache der Hinterlaufe; 3 —
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komplette Parese von Schwanz und Hinterlaufen; 4 — Tetraplegie; 5 — Moribund. Eine

Kontrollgruppe von N =9 Tieren wurde nicht immunisiert.

1.2.2 In-vivo-MRT

Alle MRT-Untersuchungen erfolgten am 11,7 Tesla Bruker Biospec® Kleintier-MRT (Ett-
lingen, Deutschland) am DZNE in Bonn. Die Etablierung der verwendeten MRT-
Sequenzen und In-vivo-Scans erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Serviceleiter des
MRTs Hardik Doshi. Alle Tiere erhielten ein Ausgangs-MRT vor Versuchsbeginn. Die
immunisierten Tiere wurden nach EAE-Induktion zu folgenden Zeitpunkten gescannt, um
verschiedene Phasen der Erkrankung abzubilden: 9 Tage (praklinische EAE), 14 Tage
(Erkrankungsmaximum), 23 Tage (subakute EAE), 30 Tage (Erkrankungsplateau) und
87 Tage (chronische EAE). Tiere der Kontrollgruppe erhielten nach 72 Tagen ein Ver-
laufs-MRT (Abb. 1).

Kon MRT MRT Praparation
-6 72 End
1 Il L JEnd- _| EvyivoMRT
Tag —j | | | | 1T punkt xvivo
-6 0 9 14 23 30 87 {
EAE  MRT hMOG ' | ' Histologie
MRT

Abb. 1: Versuchsaufbau

Uberblick tber den Versuchsaufbau. N = 9 Kontrollen wurden nicht immunisiert, bei N = 11 Tieren erfolgte
die EAE-Induktion mit hMOG1.125. Ein Ausgangs-MRT wurde im Mittel 6 Tage vor Immunisierung angefer-
tigt. Nach der In-vivo-MRT-Bildgebung erfolgten Ex-vivo-MRT und histologische Untersuchungen. Modifi-
ziert nach Figure 1 (Lowinski et al., 2025). EAE, experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; hMOG,
humanes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; Kon, Kontrolle; MRT, Magnetresonanztomografie.

Die Bildakquisition wurde mit einer planaren Oberflachenspule mit 15 mm Durchmesser
durchgefuhrt. In vivo wurde eine dreidimensionale isotrope T1-gewichtete Sequenz mit
einer Repetitionszeit (time of repetition, TR) von 50 ms, einer Echozeit (time of echo,
TE) von 2,5 ms und einer Auflésung von 0,13 mm x 0,13 mm x 0,13 mm verwendet.
Wahrend des einstlindigen Scans erfolgte die inhalative Sedierung der Tiere mittels Isof-

luran (Iso-vet®, 1000 mg/g, Bad Oldesloe, Deutschland). Mit einem Lokalisierungs-
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Programm der Bruker Paravision Software (ParaVision® 7) wurde der vierte Lumbalwir-

bel identifiziert, wobei das Os ilium als Orientierungshilfe diente (Harrison et al., 2013).

1.2.3 Perfusion und Praparation des Gewebes

Am Tag des letzten MRT-Scans erfolgten die transkardiale Perfusion der Tiere mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und die Praparation des
lumbalen Rickenmarks. Das dem vierten Wirbelkdrper benachbarte Segment konnte
dabei nicht exakt identifiziert werden, sodass ein grof3erer Abschnitt des lumbalen Ru-
ckenmarks enthommen wurde. Dieses Segment wird im Folgenden als Vertebra L4
(vL4) bezeichnet. Das enthommene Gewebe wurde Uber Nacht in 4 % PFA immersions-

fixiert und am nachsten Tag in 10 ml Spritzen mit 1 % Agarose eingebettet.

1.2.4 Ex vivo MRT

Die Durchfihrung der Ex-vivo-MRT-Scans erfolgte mit einer Kryoprobe (Bruker Bio-
Spec® CryoProbe™). Die folgenden Ex-vivo-MRT Sequenzen wurden verwendet: 3D
T1-FLASH mit TR = 30 ms, TE = 3,6 ms und einer Auflosung von 0.075 mm x 0.075 mm
x 0.1 mm; 3D isotrope T2-star (T2*) with TR = 30 ms, TE = 10 ms und einer Auflésung
von 0.1 mm x 0.1 mm x 0.1 mm; DTI mit echo-planarer Bildgebung (echo-planar ima-
ging, EPI) in 96 Diffusionsrichtungen und einer Auflésung von 0.1095 mm x 0.1099 mm

x 0.5 mm.

1.2.5 MRT-Auswertung

Fir die Auswertung der T1 In-vivo-Scans erfolgte zunachst die manuelle Segmentierung
von vL4. Die segmentierten Abschnitte wurden mithilfe der VGM-Software (VGMorph
GmbH, Mulheim an der Ruhr, Deutschland) durch die Entwickler Dr. Andreas Dabrin-
ghaus und Dr. Matthias Kraemer auf Volumenanderungen untersucht und als Warme-
karte dargestellt. Die Auswertung von Volumenanderungen in den T1-gewichteten Ex-
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vivo-Scans erfolgte mit VGM als Gruppenvergleichsanalyse. Mittels der Benjamini-
Hochberg-Prozedur (Genovese et al., 2002) ergab sich eine Signifikanzgrenze von P =
0.0079 (-log1o(P = 2.10)) fur statistisch signifikante Volumenanderungen. Fur jeden Ex-
vivo-MRT-Scan wurden funf transversale Schnittbilder entlang der Langsquartile des
Prapartes ausgewahlt. In T1-gewichteten Ex-vivo-Scans wurde die Flache des Vorder-
seitenstrangs (anterolateral tract, ALT) und des gesamten Rickenmarks ausgemessen.
Fur T2*-gewichtete Ex-vivo-Scans erfolgte die Analyse des Vorderseitenstrangs durch
Segmentierung und Bestimmung der mittleren Intensitat. Die ermittelten Werte wurden
in Relation zur mittleren Intensitat der grauen Substanz desselben Praparates gesetzt,
um eine interne Kontrolle der Grauwertinformation zu erméglichen. Die mit DTI erhobe-
nen Daten wurden mit rigid body transformation (Zhou et al., 2011) in ihrer Ausrichtung
angeglichen. Die Generierung von FA-Karten erfolgte mit der Software DSI-Studio Ver-
sion 2023.12.06. Fir jedes Tier wurde der mittlere FA-Wert im Bereich des Vordersei-
tenstrangs bestimmt. Zur Darstellung, Segmentierung und Analyse von Grauwertinfor-
mationen, Flachen und Volumina der MRT-Scans wurden die VGM-Software, MRIcron
Version 1.0.20190902 und ITKsnap Version 3.8.0 verwendet.

1.2.6 Paraffin-Einbettung

Nach dem letzten Ex-vivo-Scan erfolgte die Uberfiihrung in Paraffin mit dem Tissue-Tek
VIP 5 Jr. (Umkirch, Deutschland, Vakuum Infiltration Prozessor Sakura). Die Einbettung
erfolgte mit der Histocore Arcadia H (Leica, Nussloch, Deutschland) Einbettstation. Die
Praparate wurden mit einem halbautomatischen HistoCore Multicut Mikrotom (Leica)
seriell in transversale Schichten von 10 uym Dicke geschnitten und auf Superfrost®

(Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany) Objekttrager aufgezogen.

1.2.7 Hamatoxylin/Eosin-Farbung und Immunhistochemie

Jeder funfte Objekttrager wurde einer Farbung zugeordnet: (a) Die Objekttrager 1, 6, 11,
16, etc. wurden mit Hematoxylin/Eosin (HE) nach einem Standardprotokoll gefarbt (Fi-

scher et al., 2008). (b) Die Objekttrager 2, 7, 12, 17, etc. wurden immunhistochemisch
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auf basisches Myelinprotein (myelin basic protein, MBP) und den Oberflachenmarker
cluster of differentiation (CD) 3 untersucht. (c) Die Objekttrager 3, 8, 13, 18, etc. wurden
immunhistochemisch auf saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP)
und ionisiertes Calcium-bindendes Adaptermolekil 1 (ionized calcium binding adaptor
molecule 1, IBA1) untersucht. (d) Die Objekttrager 4, 9, 14, 19, etc. wurden immunhisto-
chemisch auf nicht-phosphoryliertes Neurofilamentprotein H (SMI-32) und Amyloid-
Vorlauferprotein (amyloid precursor protein, APP) untersucht. Die immunhistochemi-
schen Farbungen wurden nach einem von der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll
durchgefuhrt (Weier et al., 2022). Die gefarbten Schnitte wurden mit dem DMi8 Thunder
Imager Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) mikroskopiert und die Bilder mit der

LAS X Software (Leica Application Suite X 3.8.2.27713) als Tile Scans aufgenommen.

1.2.8 Auswertung der Histologie und Immunhistochemie

Die Auswertung der mikroskopierten Schnitte erfolgte mit der Software ImageJ Version
1.54f. Fur die Analyse der HE-Schnitte wurden finf Schnitte in analoger Lokalisation zu
den Schnitten der Ex-vivo-MRT-Analyse ausgewahlt. In den Schnitten wurden der Vor-
derseitenstrang und die Gesamtflache des Ruckenmarks segmentiert und die relative
Flache des Vorderseitenstrangs berechnet. In den Tile Scans der immunhistochemisch
gefarbten Schnitte wurde das Rickenmark manuell segmentiert. AnschlieRend wurden
fur jeden Farbkanal die folgenden Schwellenwerte gesetzt und die Flache der innerhalb
dieser Schwellenwerte liegenden Pixel gemessen: GFAP: 1.500-10.000; IBA1: 300-
10.000; MBP: 5.500-20.000; CD3: 200-400; APP: 800-1.500; SMI-32: 6.000-20.000. Die
Flache der gefarbten Areale wurde in Relation zur Gesamtflache des entsprechenden

Ruckenmarksquerschnitts gesetzt.

1.2.9 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 9.5.1, Dotmatics., Boston,
MA, USA) durchgefihrt. Fur jeden durch manuelle Segmentierung erhobenen Parame-

ter wurde ein Mittelwert pro Tier gebildet. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 % festge-
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legt. Alle Gruppenvergleiche wurden aufgrund der kleinen Gruppengrofe unabhangig
von der Verteilung der Werte mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgeflihrt. Die Korrelati-

onsanalysen erfolgten durch Bestimmung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman
(Rs).

1.3 Ergebnisse
1.3.1 B6-Mause entwickeln eine schwere EAE nach Immunisierung mit hMOG1-125

Die erhobenen klinischen Parameter sind in Tabelle 1 zusammengefasst, EAE-Score
und Gewicht sind in Abbildung 2 dargestellt. Alle immunisierten Tiere (N = 11) entwickel-
ten eine chronische EAE. Nach dem Erkrankungsgipfel erfolgte bei allen Tieren eine
partielle Remission mit anschlieRendem Wiederanstieg und Plateau des EAE-Scores.
Mit Beginn der Erkrankung trat ein Gewichtsverlust auf, von dem sich die Tiere wahrend

der Remissionsphase wieder erholten.
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Abb. 2: EAE-Score und Gewicht wiahrend des In-vivo-Versuchsteils.

Die Zeitpunkte der In-vivo-MRT-Scans sind rot markiert. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardfeh-
ler des Mittelwerts. Modifiziert nach Figure 1 (Lowinski et al., 2025). EAE, experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; hMOG, humanes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; MRT, Magnetresonanztomo-
grafie.
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Tab. 1: Klinische Parameter der EAE

EAE, experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis. Modifiziert nach Table 2, (Lowinski et al., 2025).

Parameter Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes
Tag des Erkrankungsbeginns 11,36 £ 0,20
Durchschnittlicher EAE-Score 1,99+0,12
Maximum EAE-Score 2,91 +0,09
Finaler EAE-Score 2,27 +£0,14

1.3.2 Die Analyse von In-vivo-MRT mit VGM zeigt keinen statistisch signifikanten Grup-

penunterschied flur Volumenanderungen

Abbildung 3 zeigt beispielhaft T1 Ex-vivo-Scans des lumbalen Rickenmarks eines ge-
sunden Tieres und eines Tieres nach EAE-Induktion. In Abbildung 4 ist die longitudinale
VGM-Analyse des lumbalen Riuckenmarkssegments vL4 flr ein Tier beispielhaft darge-
stellt. Abbildung 5 zeigt die relative Volumenanderung zwischen Ausgangs-Scan und
den Verlaufskontrollen. Es lie® sich bei beiden Versuchsgruppen eine relative Volumen-
zunahme im zeitlichen Verlauf nachweisen. Ein signifikanter Gruppenunterschied war

allerdings nicht vorhanden (P = 0,25).

| Kontrolle [ | EAE |

Abb. 3: Axiale Schnittbilder des In-vivo-MRT

Axiale Schnittbilder des lumbalen Riickenmarks im T1-gewichteten In-vivo-MRT in der chronischen Phase
der EAE (MRT 5). Modifiziert nach Figure 2 (Lowinski et al., 2025). EAE, experimentelle autoimmune En-

zephalomyelitis; MRT, Magnetresonanztomografie.
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Abb. 4: VGM-Analysen der In-vivo-MRT-Scans

In der mittleren Reihe sind longitudinale In-vivo-MRT-Scans des lumbalen Rickenmarks eines EAE-
Tieres in sagittaler Schnittflihrung dargestellt. Die roten Markierungen entsprechen manuellen
Segmentierungen von vL4. In MRT 5 sind die angrenzenden Bandscheiben mit schwarzen Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Die obere Reihe zeigt die VGM-Analysen als Warmekarten der relativen
Volumenanderungen im Vergleich zum Ausgangs-MRT, die untere Reihe im Vergleich zum vorherigen
MRT-Scan. Rechts oben sind zum Vergleich die Volumenanderungen bei einem Kontrolltier gezeigt. Mo-
difiziert nach Figure 2 (Lowinski et al., 2025). EAE, experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; Kon,
Kontrolle; MRT, Magnetresonanztomografie; VGM, Voxel-Guided-Morphometry.
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Abb. 5: Graphische Darstellung der relativen Volumenanderung in In-vivo-MRT-Scans

Durchschnittliche relative Volumenanderungen im Vergleich zum Ausgangs-MRT von EAE-Tieren (N = 6)
und Kontrollen (N = 9). Modifiziert nach Figure 2 (Lowinski et al., 2025). EAE, experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; hMOG, humanes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; Kon, Kontrolle; MRT, Mag-
netresonanztomografie; VGM, Voxel-Guided-Morphometry.

1.3.3 Auswertung der Ex-vivo-MRT-Scans

In Abbildung 6 sind Schnittbilder des Rickenmarks aus Ex-vivo-MRT-Scans und die
entsprechenden Gruppenanalysen dargestellt. Bei der Analyse der T1-gewichteten Ex-
vivo-Scans zeigte sich bei EAE-Tieren im Vergleich zur gesunden Kohorte eine statis-
tisch signifikante Reduktion der Flache des Vorderseitenstrangs (P < 0,001) und des
gesamten Rickenmarksquerschnitts (P = 0,013). In Ex-vivo-T2*-gewichteten Scans war
die relative Intensitat des Vorderseitenstrangs bei EAE-Tieren statistisch signifikant er-
hoht (P = 0,02). Bei Auswertung der Diffusions-Bildgebung zeigte sich kein statistisch
signifikanter Gruppenunterschied fur die gemessenen FA-Werte (P = 0,24). Abbildung 7
zeigt die Gruppenanalyse der Volumenunterschiede in T1 Ex-vivo-Scans mit VGM. Es

ist eine statistisch signifikante Volumenreduktion im Bereich des ALT erkennbar.
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Abb. 6: ALT-Quantifizierung in Ex-vivo-MRT-Scans

Axiale Schnittbilder des lumbalen Riickenmarks in ex vivo T1-, T2*- und DTI-Wichtung. Unter ALT Quanti-
fizierung sind die Gruppenvergleichsanalysen der relativen Flache, relativen Intensitat und FA-Werte des
ALT fir Kontrollen (N = 9) und immunisierte Tiere (N = 11) dargestellt. Rechts oben sind die absoluten
Werte flr ALT (graue Schrift) und RM (schwarze Schrift) als Gruppenvergleichsanalyse aufgefihrt. * P <
0.05; *** P < 0.005. Modifiziert nach Figure 3, (Lowinski et al., 2025). ALT, anterolateral tract; DTI, diffusi-
on tensor imaging; EAE, experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; FA, fraktionelle Anisotropie; Kon,
Kontrolle; MRT, Magnetresonanztomografie; RM, Riickenmark.
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Abb. 7: VGM-Analyse der Ex-vivo MRT-Scans

Gruppenanalyse des lumbalen Rickenmarks durch VGM. Links Darstellung des ex-vivo-MRTs als 3D
Projektion. In der Mitte Warmekarte der lokalen Volumenanderungen der immunisierten Tiere im Vergleich
zu Kontrollen. Rechts Darstellung statistisch signifikanter Bereiche durch rote Farbung mit einem Cut-off-
Wert von P < 0.0079 (or -logio(P) > 2.10). Modifiziert nach Figure 3, (Lowinski et al., 2025). MRT, Mag-
netresonanztomografie; VGM, Voxel-Guided-Morphometry.

1.3.4 Gruppenunterschiede bei der Untersuchung histopathologischer Parameter

In Abbildung 8 sind exemplarisch histologisch und immunhistochemisch gefarbte Schnit-
te sowie die zugehoérigen Gruppenanalysen dargestellt. Die HE-gefarbten Schnitte zeig-
ten eine statistisch signifikante Reduktion der relativen Flache der weilken Substanz bei
der immunisierten Kohorte im Vergleich zu der Kontrollgruppe (P < 0,001). In der IHC
waren die GFAP-positive (P < 0,001), IBA1-positive (P < 0,001) und CD3-positive (P =
0,006) Flache bei EAE-Tieren statistisch signifikant erhéht. Die Flache MBP-positiver
Areale war hingegen bei den Kontrolltieren groRer (P = 0,002). Fur die Marker SMI-32 (P
= 0,82) und APP (P = 0,66) fand sich kein statistisch signifikanter Gruppenunterschied.
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Abb. 8: Histologie und Immunhistochemie

Axiale Schnittbilder des lumbalen Rickenmarks in HE-, GFAP-, IBA1-, MBP-, CD3-, SMI-32- und APP-
Farbung exemplarisch dargestellt. Rechts Gruppenvergleichsanalysen fir Kontrollen (N = 9) und EAE-
Tiere (N =11). ** P<0,01; *** P < 0,001. Modifiziert nach Figure 4, (Lowinski et al., 2025). ALT, anterola-
teral tract, APP, amyloid precursor protein; CD3, cluster of differentiation 3; EAE, experimentelle autoim-
mune Enzephalomyelitis; GFAP, glial fibrillary acidic protein; HE, Hamatoxylin/Eosin; IBA1, ionisiertes
Calcium-bindendes Adaptermolekul 1; Kon, Kontrolle; MBP, basisches Myelinprotein; RM, Rickenmark;
SMI-32, nicht-phosphoryliertes Neurofilamentprotein H.
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1.3.5 Korrelation klinischer, bildgebender und histopathologischer Parameter

Abbildung 9 zeigt Korrelationsanalysen zwischen finalem EAE-Score, Ex-vivo-MRT-
Sequenzen und histopathologischen Parametern. Der finale EAE-Score korrelierte sta-
tistisch signifikant invers mit der Flache der weilen Substanz in Ex-vivo-T1 Scans (Rs =
-0,84; P < 0.001) und der Expression verschiedener histopathologischer Parameter. Die
Flache des Vorderseitenstrangs in Ex-vivo-T1-Scans korrelierte statistisch signifikant mit
der Flache des Vorderseitenstrangs in HE-gefarbten Schnitten (Rs = 0,77; P = 0.001).
Hyperintense Werte in T2* MRT-Scans korrelierten statistisch signifikant mit einer gré-
Reren SMI-32-positiven Flache (Rs = 0,75; P < 0.001). Die immunhistochemisch erho-
benen Parameter korrelierten statistisch signifikant untereinander, insbesondere GFAP
und IBA1 (Rs = 0,88; P < 0.001).
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Abb. 9: Korrelationsmatrix klinischer, bildgebender und histopathologischer Parameter

Auf der Diagonalen sind verschiedene Parameter der paarweisen Korrelation aufgelistet (grau hinterlegt).
Oberhalb der Diagonalen sind die Korrelationskoeffizienten nach Spearman (Rs) angegeben. Unterhalb
der Diagonalen sind Streudiagramme mit Regressionslinien und 95%-Konfidenzintervallen dargestellt. Die
x-Achse reprasentiert den Parameter aus der entsprechenden Spalte des Diagramms, die y-Achse den
Parameter aus der entsprechenden Zeile. Signifikante Korrelationen (P < 0,05) sind rot (positive Korrelati-
on) bzw. blau (negative Korrelation) markiert. Kontrollwerte werden als weile Kreise und EAE-Werte als
schwarze Kreise angezeigt. Modifiziert nach Figure 5, (Lowinski et al., 2025). APP, amyloid precursor
protein; CD3, cluster of differentiation 3; DTI, diffusion tensor imaging; EAE, experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; GFAP, glial fibrillary acidic protein; HE, Hamatoxylin/Eosin; IBA1, ionisiertes Calcium-
bindendes Adaptermolekiil 1; MBP, basisches Myelinprotein; SMI-32, nicht-phosphoryliertes Neurofila-

mentprotein H.
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1.4 Diskussion

Ziel dieser Studie war die VGM-morphometrische Analyse longitudinaler /n-vivo-MRT-
Scans bei Mausen nach EAE-Induktion und der Vergleich mit einer Kontrollgruppe. An-
schlielend erfolgten Ex-vivo-MRT-Scans und die Korrelation mit histopathologischen

Parametern.

Die mit hMOG1-125 immunisierten Tiere entwickelten wie erwartet eine chronische EAE.
Die Erkrankung verlief synchron bei allen Tieren. In den longitudinalen /n-vivo-MRT-
Scans des lumbalen Rickenmarks zeigte sich keine identifizierbare Lasion. Auch in der
VGM-Analyse fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen immunisier-
ten Tieren und Kontrollen. In der Fachliteratur wurde auf die Bedeutung der Feldstarke
des verwendeten MRT-Scanners zur Verbesserung der Bildauflésung und Verringerung
des Signal-Rausch-Verhaltnisses hingewiesen (Bilgen et al., 2005). Die Generierung
von MRT-Bildern mit hoherer Auflosung kdonnte potenziell die visuelle Darstellung von
Lasionen und deren Analysen mit VGM verbessern (Raj et al., 2024). Eine wichtige Limi-

tation ist dabei die Dauer der In-vivo-Scans durch die Narkosezeit der Versuchstiere.

Die Analyse des lumbalen Riuckenmarks mit VGM zeigte eine Volumenzunahme Uber
die Zeit der Versuchsdauer bei immunisierten Tieren und Kontrollen. Dies kann durch
eine Grdolkenzunahme der Tiere begriindet sein, ebenfalls suggeriert durch die in Abbil-
dung 2 dargestellte Gewichtszunahme. Eine andere mdgliche Erklarung ist ein Bias bei
der Segmentierung der analysierten Rickenmarkssegmente anhand des benachbarten

Wirbelkdrpers.

Die Analyse der Ex-vivo-T1-Scans und der HE-gefarbten histologischen Schnitte ergab
eine statistisch signifikante Reduktion der Flache des Vorderseitenstrangs, die auf einer
Atrophie der weiRen Substanz beruhte. Fur Mause mit EAE konnten fokale Atrophien
der weiflen Substanz im Gehirn bereits nachgewiesen werden (Hamilton et al., 2019).
Die immunhistochemische Analyse zeigte demyelinisierende Lasionen in diesem Be-
reich, die zur Volumenabnahme beigetragen haben (Trapp et al., 2018). Bei MS-
Patienten konnte gezeigt werden, dass eine Gewebsatrophie in der grauen und weil’en

Substanz des Gehirns mit einer schlechteren Prognose einhergeht und pradiktiv zu phy-
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sischen und kognitiven Defiziten fuhrt (Andravizou et al., 2019). Die Ursache dieser
Atrophie ist nicht vollstandig geklart, es wird ein Zusammenspiel aus Demyelinisierung

und axonalem Schaden vermutet (Hamilton et al., 2019).

In der T2*-Wichtung der Ex-vivo-MRT-Scans prasentierten sich bei den EAE-Tieren kei-
ne typischen Veranderungen im Sinne hypointenser Punkte oder Ringe. Stattdessen
zeigten die immunisierten Tiere statistisch signifikant hyperintensere Grauwerte im Be-
reich des Vorderseitenstrangs im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Diese Veranderung
kénnte moglicherweise durch demyelinisierende Prozesse und axonale Schadigung be-
dingt sein (Debette und Markus, 2010). Eine Steigerung der Grauwerte in T2*-
gewichteten MRT-Scans korrelierte statistsich signifikant mit einem Anstieg der SMI-32-
gefarbten Areale (Rs = 0,75; P < 0.001), was ebenfalls auf eine mogliche Assoziation

T2*-hyperintenser Signale und axonaler Schadigung hinweist (Parent et al., 2023).

Die Analyse der Ex-vivo-DTI-Scans ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied
fur die FA-Werte der Versuchsgruppen. Dies konnte auf eine ungenigende Bildauflo-
sung oder Bewegungsartefakte zurlickzufihren sein (Wu und Miller, 2017). Verringerte
FA-Werte werden in der Literatur fur demyelinisierende Lasionen in der weillen Sub-
stanz beschrieben und beruhen vermutlich auf einem axonalen Schadigungsmuster
(Sbardella et al., 2013). In unserer Studie liel3 sich allerdings keine statistisch signifikan-
te Korrelation der FA-Werte mit dem Vorkommen APP- oder SMI-32-positiver Areale in
der Histopathologie nachweisen. Veranderungen der fraktionellen Anisotropie sind mit
einer schlechteren Krankheitsprognose der EAE assoziiert und damit ein interessanter
Ansatz fur zukunftige Studien (Gilli et al., 2016).

Die immunhistochemischen Analysen zeigten pathologische Charakteristika, die fur EAE
Lasionen typisch sind: Demyelinisierung, Inflammation und Astrogliose (Constantinescu
et al., 2011). Interessant ist der fehlende Nachweis eines Gruppenunterschieds fur die
axonalen Degenerationsmarker APP und SMI-32. Fir APP wurde nachgewiesen, dass
es in aktiv demyelinisierenden Lasionen akkumuliert (Gehrmann et al., 1995). SMI-32 ist
ein Marker fur nicht-phosphoryliertes Tau-Protein, das in terminalen axonalen Ovoiden
nach Axotomie vorkommt (Dziedzic et al., 2010). In Studien an MS-Patienten wurde ge-

zeigt, dass APP und SMI-32 insbesondere in akuten Lasionen vorkommen und ihr Auf-
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treten im Laufe der Erkrankung abnimmt (Schirmer et al., 2011). Dies konnte eine mog-
liche Begrindung fur die fehlende statistische Differenz zwischen den Gruppen der

EAE-Tiere und der Kontrollen sein.

Unsere Analysen zeigten, dass klinische, Ex-vivo-MRT und histopathologische Parame-
ter miteinander korrelieren. Insbesondere bestatigt die statistisch signifikante Korrelation
zwischen T1-gewichteten Scans und HE-Schnitten, dass T1-Sequenzen gut zur Darstel-
lung anatomischer Strukturen geeignet sind (Bitar et al., 2006). Das Verstandnis patho-
physiologischer Veranderungen und deren Korrelate in der MRT-Bildgebung ist essen-
ziell, um mittels nicht-invasiver MRT-Diagnostik Rickschlisse auf die zugrunde liegen-
den Gewebseigenschaften ziehen zu kdnnen (Khodanovich et al., 2022). Eine Heraus-
forderung bestand in der exakten Lokalisation und Praparation des durch In-vivo-
Bildgebung dargestellten Ruckenmarkssegments, sodass eine Korrelation mit Ex-vivo
erhobenen Parametern nicht mdglich war. Ein Lésungsansatz einer anderen Studie war
beispielsweise die Untersuchung einer grolieren iatrogenen Lasion des Rickenmarks
uber mehrere Segmente, die sich in der In-vivo- und Ex-vivo-Bildgebung gut lokalisieren
lie und somit das exakte anatomische Wiederauffinden ermdglichte (Noristani et al.,
2015). Fir die Untersuchung kleinerer, disseminierter Lasionen bei EAE-Tieren bedarf

diese Methode jedoch weiterer Optimierung.

Die hier vorliegende Studie zeigt, dass sich klinische, bildmorphologische und histopa-
thologische Parameter korrelieren lassen. Die Anwendung von VGM ermdoglicht dabei
den Voxel-genauen Vergleich verschiedener MRT-Scans und deren Analyse auf Volu-
menanderungen. Die Verfeinerung der MRT-Auflosung und die exakte anatomische Zu-
ordnung der lumbalen Ruckenmarksregion vor und nach Praparation bieten dabei eine
Grundlage flr weitere Experimente. Die Optimierung der MRT-Bildqualitdt und die Ge-
nerierung Artefakt-freier Scans kdnnte zukulnftig die Verlaufsbeobachtung der Lasions-
entwicklung in vivo erleichtern und pradiktive Aussagen Uber den Erkrankungsverlauf

anhand friher MR-morphometrischer Parameter ermdglichen.
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1.5 Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die longitudinale Verlaufsanalyse des lumbalen Ru-
ckenmarks mittels In-vivo-MRT-Bildgebung, sowie die Korrelation von klinischen Para-
metern, Ex-vivo-MRT und histopathologischen Merkmalen in einem Tiermodell der Mul-
tiplen Sklerose. Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine autoimmune, chro-
nisch-entzundliche Erkrankung des zentralen Nervensystems, die eine haufige Ursache
fur Behinderungen im jungen Erwachsenenalter darstellt. Die Untersuchung gewebe-
spezifischer Veranderungen und ihrer bildmorphologischen Korrelate ist Gegenstand der

aktuellen Forschung.

In dieser Studie wurde bei N = 11 Mausen mit humanem Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoproteini-125 eine Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis induziert und T1-
gewichtete MRT-Scans des lumbalen Rickenmarks in verschiedenen Erkrankungspha-
sen durchgefuhrt. Eine Kontrollgruppe von N = 9 Tieren wurde zu Beginn und am Ende
der In-vivo-Versuche gescannt. Im Anschluss wurden die Tiere perfundiert und das lum-
bale Rickenmark prapariert. Es wurden T1-, T2*- und diffusionsgewichtete Ex-vivo-
MRTs sowie histologische bzw. immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. Die sta-

tistische Analyse erfolgte mittels Gruppenvergleichen und Korrelationsanalysen.

Die Ergebnisse zeigten eine Volumenzunahme des lumbalen Rickenmarks im Laufe
der Zeit bei beiden Kohorten. Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen in den In-vivo-MRT-Scans festgestellt. Die Auswertung der Ex-vivo-
T1-Scans ergab eine Reduktion der weillen Substanz bei den immunisierten Tieren,
wahrend T2*-gewichtete Bilder bei der immunisierten Kohorte Hyperintensitaten in der
weillen Substanz offenbarten. Die T1-gewichteten Ex-vivo-Scans korrelierten statistisch
signifikant mit einer Atrophie des Vorderseitenstrangs in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

und histopathologischen Markern fur Mikroglia-Aktivierung und Astrogliose.

Diese Studie zeigt, dass die MRT zum Nachweis einer Atrophie der weil3en Substanz im
Ruckenmark geeignet ist, die wiederum mit einem hoheren Krankheits-Score und aus-

gepragterer Histopathologie assoziiert ist. Es bleibt Aufgabe zukinftiger Studien die
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Bildauflosung der In-vivo-MRT-Scans zu verbessern und eine mogliche Korrelation mit

ex vivo erhobenen Parametern nachzuweisen.
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