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Zusammenfassung

Die Bedeutung mikroglialer Aktivierung als ein Aspekt in der Pathogenese von Erkrankungen des
Zentralen Nervensystems (ZNS) ist zunehmend in den Mittelpunkt des Interesses gerlickt. Mehrere
praklinische Studien haben gezeigt, dass eine gezielte Bekampfung der infiltrierenden, von Monozy-
ten stammenden Zellen in der akuten Phase den Schweregrad der experimentellen Autoimmun-
Enzephalomyelitis (EAE), dem Tiermodell der Multiplen Sklerose (MS), erheblich verringert. Dabei
werden den ansadssigen Mikroglia sowohl schadliche als auch positive Wirkungen zugeschrieben.

Die konfokale Scanning-Laser-Ophthalmoskopie (cSLO) ist eine nicht-invasive Technik zur Echtzeit-
bildgebung der Netzhaut. In dieser Arbeit haben wir einen halbautomatischen Algorithmus entwi-
ckelt, der cSLO-Bilder verwendet, um myeloische Zellen in CX3C-chemokine-receptor-1-grin-
fluoreszierenden-Protein-Méausen (CX3CR1-GFP-Mdausen) zu bewerten. Die Tiere exprimieren griin
fluoreszierendes Protein (GFP) unter Kontrolle des endogenen CX3C-Chemokinrezeptor-1-Locus. Wir
identifizierten cSLO-Parameter, die es uns ermdoglichten, Tiere mit experimenteller Autoimmun-
Enzephalomyelitis (EAE) von scheinbehandelten und unbehandelten Tieren zu unterscheiden. Die
Zellzahl (CC) und die Gesamtflache der Mikroglia (SuA) erwiesen sich hierfir als zuverldssige Parame-
ter. Beim Vergleich der cSLO-Ergebnisse mit klinischen Parametern fanden wir signifikante Korrela-
tionen zwischen dem klinischen EAE-Score und der SuA. Darliber hinaus zeigten sich Korrelationen
zwischen der mittels optischer Koharenztomographie (OCT) gemessenen Dicke der inneren Netz-
hautschicht und der CC sowie der SuA. In einem letzten Schritt fihrten wir eine immunhistochemi-
sche Untersuchung durch, um zu bestatigen, dass die GFP-exprimierenden Zellen, die mit dem cSLO
sichtbar gemacht wurden, Ibal-positiv sind, und validierten den Algorithmus durch manuelle Zah-
lung.

Wir prasentieren einen halbautomatischen Algorithmus, der ein Gleichgewicht zwischen schneller
Datenauswertung und angemessener Genauigkeit bietet, da der Untersucher die Moglichkeit hat,
den Kontrastschwellenwert manuell anzupassen. Dies kann fir zahlreiche Forschungsfragen zur Rolle
der Mikroglia-Aktivierung in Modellen von entzilindlichen und degenerativen ZNS-Erkrankungen mit
Beteiligung der Netzhaut nitzlich sein.



Summary

The importance of microglial activation as an aspect in the pathogenesis of central nervous system
(CNS) diseases has increasingly moved in the focus of interest. Several preclinical studies have dem-
onstrated that targeting the infiltrating monocyte-derived cells during the acute phase substantially
reduces the severity of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) while both detrimental
and beneficial effects have been attributed to the resident microglia.

Confocal scanning laser ophthalmoscopy (cSLO) is a non-invasive technique for real-time imaging of
the retina. In this work, we developed a semi-automatic algorithm using c¢SLO images to evaluate
myeloid cells in CX3CR1°™ mice, expressing green fluorescent protein (GFP) under control of the en-
dogenous CX3C chemokine receptor 1 locus. We identified cSLO parameters allowing us to distin-
guish animals with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) from sham-treated and naive
animals, while particularly cell count (CC) and total microglial area (SuA) turned out to be reliable
parameters. Comparing the cSLO results with clinical parameters, we found significant correlations
between the clinical EAE score and the SuA and between the inner retinal layer thickness, measured
by optical coherence tomography, and the CC as well as SuA. As a final step, we performed immuno-
histochemistry to confirm that the GFP-expressing cells visualized by the cSLO are Ibal positive and
validated the algorithm by manual counting.

We present a semi-automatic algorithm with a balance between fast data evaluation and adequate
accuracy due to the option for manual adaption of the contrast threshold by the observer. This may
be useful for numerous research questions on the role of microglial activation in models of inflamma-
tory and degenerating CNS diseases involving the retina.
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1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Im Gegensatz zu anderen neurologischen Erkrankungen wie beispielsweise der Epilepsie finden sich
fir die Multiple Sklerose (MS), eine chronisch-entziindliche demyelinisierende Autoimmunerkran-
kung des Zentralen Nervensystems (ZNS) (1), erst relativ spat historische Belege, was unter anderem
an dem vielseitigen klinischen Erscheinungsbild der Krankheit liegen kénnte. Erst Anfang des 19.
Jahrhunderts liegen in den Tagebichern eines Cousins der Konigin Viktoria von England, Augustus
D’Este (1794-1848), konkrete autobiograpische Quellen als Zeugen fiir eine MS vor. Relativ zeitgleich
aber unabhangig voneinander beschrieben der britische Pathologe Sir Robert Carswell (1793-1857)
und sein franzosischer Kollege Jean Cruveilhier (1791-1874) "graue Degeneration in Hirnstamm,
Rickenmark und Kleinhirn", ohne allerdings eine Verbindung zwischen klinischer Prdsentation der
Betroffenen und pathologischem Korrelat zu ziehen (2). Eine Zusammenschau von Klinik und Patho-
logie gelang dem franzosischen Neurologen und Pathologen Jean-Marie Charcot (1825-1893), der
unter der Bezeichnung "Sclérose en Plaques" vor Arzten des Pariser Hospitals "Salpétriére" 1877 den
Symptomkomplex aus skandierender Sprache, Intentionstremor und Nystagmus als Spezifikum des
MS beschrieb, der als "Charcot Trias" in die Lehrblicher einging (3, 4).

1.1.1 Klinik

Nur ca. 15 % der an MS-Erkrankten prasentieren allerdings diese klinischen Symptome aus dem For-
menkreis des Kleinhirns, weshalb die beschriebene Trias eher auf das Betroffensein von Kleinhirn-
strukturen anstatt spezifisch auf die MS hindeutet (5). Da die MS grundsétzlich alle zentralnervésen
Strukturen befallen kann, ist ihr klinisches Bild entsprechend vielseitig, worauf ihr Beiname "Krank-
heit der tausend Gesichter" hindeutet (6, 7). Statistisch oft und damit flr die MS typisch zeigen sich
Friihsymptome der MS, die auf das Betroffensein des Hirnstamms, des Riickenmarks oder des einsei-
tigen Befalls des Nervus Opticus zurlickgehen (8, 9). Neben den bereits thematisierten zerebellaren
Symptomen wie Dysarthrie, Ataxie und Intentionstremor kdnnen als Erstmanifestationen der MS
motorische Stérungen wie eine Mono- oder Hemiparese, Sensibilitatsstérungen wie Dys- oder Hypas-
thesien oder Blasenstérungen auftreten (10). Geistige und korperlich gesteigerte Ermudbarkeit, die
in einem Uberproportionalen Verhaltnis zur geleisteten Arbeit stehen werden unter dem Schlagwort
der Fatigue zusammengefasst, die das haufigste Friihsymptom einer MS darstellt und laut Befragun-
gen von MS-Patienten diese am stédrksten in ihrem Alltagsleben einschranken (11). Daneben manifes-
tiert sich die MS wie bereits erwahnt haufig beim Sehen: Sowohl Doppeltsehen (12) als auch vori-
bergehende Sehstorungen auf einem Auge mit begleitendem intraorbitalem Schmerz, wie durch die
Opticus Neuritis (ON) beschrieben, sind hier zu nennen. Die ON ist so eng mit der MS verbunden,
dass von einer "typischen" ON gesprochen wird, wenn die Sehbeschwerden auf eine MS zurtickzu-
flhren sind, wohingegen andere Ursachen wie Neurolmyelitis optica oder vaskulitische Erkrankungen
als "atypische" ON deklariert werden (13).

Von den Frilhsymptomen der MS ist die spatere Klinik im Krankheitsverlauf zu unterscheiden, bei der
Blasenstérungen und Fatigue weiterhin prasente Erscheinungsformen darstellen, Spastik, sexuelle
Dysfunktion und Einschrankungen der Gehfahigkeit allerdings starker in den Vordergrund ricken.

1



Dies spiegelt sich beispielsweise in den Instrumenten zur Beurteilung der Verlaufsform der MS wider.
Zwar bertcksichtigt der von Kurtzke 1983 etablierte "Expanded Disability Status Scale" (EDSS) (14)
mehrere funktionelle neurologische Systeme, setzt jedoch einen klaren Fokus auf die Gehfahigkeit
zur Beurteilung des Voranschreitens der MS (15). Dieser Zentrierung des EDSS auf die Gehfahigkeit
zur Bewertung des Krankheitsprogresses versuchen zahlreiche alternative Bewertungsskalen zu be-
gegnen. Beispielhaft ist hier der "Multiple Sclerosis Functional Composite" zu nennen, der klinische
Symptome der voranschreitenden MS breiter berlicksichtigt und dessen genaue Items bis heute Ge-
genstand wissenschaftlicher Diskussion sind (16).

1.1.2 Verlaufsformen und Epidemiologie der MS

Die im Vorangegangenen geschilderte Klinik der MS manifestiert sich zeitlich in mehr oder weniger
deutlich voneinander abgrenzbaren Verlaufsformen, weshalb die National Multiple Sclerosis Society
1996 die Unterscheidung von vier verschiedene Formen vorschlug, von denen heute Uberwiegend-
drei verwendet werden (10, 12, 15, 17-19):

a) Mit gut 80 % stellt die "schubformig remittierende MS" (RRMS) die haufigste Verlaufsform dar. Sie
bricht typischerweise zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr das erste Mal aus und ist gekennzeichnet
durch voneinander abgrenzbare Schiiben mit vollsténdiger Remission der Krankheitsaktivitat zwi-
schen den Schiiben.

b) Etwa 10 % der MS-Patienten weisen eine stetige klinische Progredienz ohne Remission der Symp-
tome und ohne schubférmige Krankheitsepisoden auf. Interessanterweise sind diese Patienten meist
dlter - die Erstmanifestation einer "primar chronisch progredienten MS" (PPMS) liegt um das 40.
Lebensjahr.

c) Deutlich mehr als die Halfte der RRMS Patienten (ca. 60 %) geht innerhalb von ungefdhr 15 Jahren
in die "sekundar chronisch progrediente MS" (SPMS) Uber, bei der sich die Krankheitsbetroffenheit
nicht mehr zurickbildet.

Von den drei Verlaufsformen, bei denen das Grundleiden der MS bereits diagnostisch gesichert ist,
muss das "klinisch isolierte Syndrom" (KIS) unterschieden werden. Bei ihm weisen Patienten typische
Frihsymptome einer MS auf, ohne allerdings die McDonald-Kriterien in ihrer Ganze zu erfillen (s.
"Diagnostik").

Die klinische Unterscheidung zwischen den beschriebenen Verlaufsformen ist nicht immer einfach.
Auch bei SPMS-Patienten kdnnen Ladsionen wie bei der RRMS via Schadel-MRT nachgewiesen und
Uberlagerte klinische Schibe manifest werden, was fir das Ineinandergreifen der verschiedenen
Formen anstatt ihrer strengen Trennung spricht (12). Dennoch hat sich die klinische Unterscheidung
der Verlaufsformen bewahrt. Sie ermoglicht eine Kategorisierung von Forschung und klinischem All-
tag und entfaltet Konsequenzen bis auf therapeutische Ebene.

Beispielhaft hierfiir ist die SPMS zu nennen, fiir die eine weitere Untergliederung in eine SPMS-Form
aktuell mit und eine Form aktuell ohne Schilbe empfohlen wird (19, 20). Wahrend die Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie flir die SPMS mit Schiben die Indikation fiir eine therapeuti-
sche Intervention stellen, soll laut derselben fiir die SPMS ohne Schiibe keine Basistherapie erfolgen
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(19). Dies hat unter anderem den Hintergrund, dass bei Schiiben im spéateren Verlauf einer MS wahr-
scheinlich vor allem Mikroglia ursachlich aktiv ist, weshalb insbesondere Basistherapeutika verwen-
det werden sollen, die einen Einfluss auf Mikroglia entfalten (21-24). Naheres hierzu in den Kapiteln
zur Pathologie der MS, Therapie der MS und zur Bedeutung von Mikroglia in EAE und MS (s. 1.1.4,
1.1.5,1.1.6.1und 1.1.6.2).

Unberihrt davon stellt die MS in Nordamerika und Europa die haufigste Ursache fir nichttraumati-
sche Behinderung bei jungen Erwachsenen dar, wodurch sich ihre immense Bedeutung erklart (4, 12,
25). Mit Ausnahme der sekundar SPMS tritt die MS bei Frauen in einem Verhaltnis von 3:1 gegeniber
den Ménnern auf, wohingegen das Verhiltnis bei der SPMS mit leichter Uberbetonung des mannli-
chen Geschlechts einhergeht (10, 12, 17, 18, 25).

1.1.3 Diagnostik

Um eine spezifische Verlaufsform der MS abgrenzen zu kénnen, muss zuerst die Diagnose der MS an
sich gestellt werden. In der Diagnosestellung der MS haben sich die Prinzipien der "Dissemination in
der Zeit" (DIT) sowie der "Dissemination im Raum" (DIS) gepaart mit der zusatzlichen Forderung nach
einem Ausschluss von Differenzialdiagnosen einer MS seit der ersten Bestimmung von MS-
Diagnosekriterien in den Schumacher-Kriterien etabliert und Gber die Poser- bis hin zu den aktuell
geltenden McDonald-Kriterien in der Fassung von 2017 erhalten (6, 8-10, 20, 26). Grundsatzlich kann
demnach die Diagnose einer MS gestellt werden, wenn ein Pat. zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
Symptome bietet, die mit einer MS vereinbar sind (DIT), wenn sich darlber hinaus in der Bildgebung
via MRT an zwei unterschiedlichen aber fiir die MS typischen Stellen im Gehirn Lasionen finden (DIS)
und wenn sich keine klinischen oder diagnostischen Hinweiszeichen auf das Vorliegen einer anderen
Erkrankung ergeben, die die aktuelle Klinik eines Patienten besser erklart als eine MS.

Aus der aktuellsten von Thompson et al. Gberarbeiteten Version der McDonald-Kriterien 2017 erge-
ben sich Moglichkeiten, eine MS-Diagnose auch dann zu stellen, wenn entweder nur zu zwei ver-
schiedenen Zeitpunkten ms-typische Symptome objektivierbar (DIT) oder nur in der Bildgebung zwei
typische MS-Lasionen an verschiedenen MS-typischen Orten detektierbar sind (DIS) (9, 20):

a) Ist die DIT gegeben, kann die Erfiillung der DIS erreicht werden, wenn sich in der Schadel-MRT
Lasionen in der T2-Sequenz an mindestens 2 der 4 typischen MS-Lasionsorten zeigen, also entweder
(juxta-)kortikal, periventrikular, infratentoriell oder spinal. Alternativ dazu kénnen die 2 verschiede-
nen Ldsionsorte auch ohne Bildgebung indirekt tber die Klinik erschlossen werden, wenn beispiels-
weise ein Patient eine intranukledre Ophthalmoplegie und eine unilaterale Visusminderung bietet.

b) Ist die DIS gegeben, kann die Erfullung der DIT erreicht werden, wenn sich in der Schadel MRT in
der T1-Sequenz hypointense altere Lasionen und hyperintense frische kontrastmittelaufnehmende
Lasionen an den oben benannten typischen Lokalisationen zeigen oder in einem zweiten Schadel-
MRT in der T2-Sequenz eine im Vergleich zur ersten MRT neue Lasion zu sehen ist. Wieder kann liber
die klinische Prasentation allein ohne Bildgebung die DIT indirekt erflllt werden, beispielhaft durch
ein zweites ms-typisches klinisches Ereignis, welches mindestens 30 Tage Abstand zu einer vorange-
gangenen Prasentation zeigt. Alternativ reicht ergdnzend zu einer Schadel-MRT mit ms-typischem
Befund der Nachweis von im Liquor isoliert vorliegenden oligoklonalen Banden aus.
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c) Sind DIS und DIT erfillt, muss allerdings noch das Vorliegen von Differentialdiagnosen ausgeschlos-
sen werden, welche die klinische Symptomatik und Bildgebung eines mdéglichen MS-Patienten besser
erklaren kénnten. So wird von vielen Autoren darauf hingewiesen, dass beispielsweise das Krank-
heitsbild der akuten disseminierten Enzephalomyelitis ebenso entzlindliche Ldsionen in der mr-
tomographischen Bildgebung hervorbringen kann wie auch Erkrankungen aus dem neuromyelitis-
optica-Spektrum, weshalb bei entzlindlichen Lasionen in der Bildgebung nicht automatisch auf die
Diagnose einer MS verfallen werden darf. Auch Migrane, die noch dazu eine im Vergleich zur Nor-
malbevolkerung hohere Pravalenz im Kollektiv der MS-Patienten aufweist, kann T2-
Hyperindensitdten in der Schadel-Bildgebung bewirken (26—28). Diesen Herausforderungen versu-
chen die Diagnosekriterien nach McDonald 2017 auf zweifache Weise zu begegnen. Einerseits wird
empfohlen, die McDonald-Kriterien nur auf typisch-klinische Prasentationen der MS anzuwenden
und auf eine Anwendung bei atypischer Klinik wie z. B. episodischem Erblinden auf beiden Augen,
Kopfschmerz und Areflexie zu verzichten (20, 27). Andererseits wird der Wert paraklinischer Unter-
suchung wie durch motorisch -, sensorisch - und visuell evozierte Potenziale, Liquorpunktion, Labor-
diagnostik und optischer Kohadrenztomographie betont. Durch sie kdnnen anamnestische Angaben
des Patienten bzgl. potenzieller MS-Manifestationen in der Vergangenheit teilweise bestatigt und
damit in ihrer Aussagekraft gestdrkt werden. Darliber hinaus ermdoglicht es die Umfelddiagnostik,
mogliche differenzialdiagnostische Hinweiszeichen wahrzunehmen und in die Uberlegungen einzube-
ziehen. (20)

Neben der Beschriankung der McDonald Kriterien auf typisch klinische Prasentationen der MS ist
auch ihr Adressatenkreis beschrankt. Unter 11 Jahren gelingt es den Kriterien nicht suffizient, eine
Unterscheidung der MS zu eher padiatrischen Erkrankungen wie der akuten demyelinisierenden En-
zephalomyelitis zu leisten, tiber 60 Jahre sorgen vor allem mit vasosklerotischen Veranderungen ein-
hergehende Veranderungen der MRT-Bildgebung zu einer erschwerten Anwendbarkeit der Mc-
Donald-Kriterien. Erschwerend kommt der Umstand hinzu, dass die Kriterien vor allem aus Daten
eines nordamerikanisch-europdischen Kollektivs heraus entwickelt wurden, sodass MS-
Erscheinungen in nicht kaukasischen Bevolkerungen nicht adaquat reflektiert werden (20, 26, 29).

1.1.4 Pathologie

Bis heute ist die Pathogenese der MS nicht bis ins Detail verstanden. Es herrscht jedoch ein weitge-
hender Konsens tUber immunologische Aspekte vor, die zur Entstehung der MS beitragen. Sie sollen
im Folgenden skizziert werden:

Ausgeldst durch ein aktuell noch nicht aufgeklartes Zusammenspiel multipler intrinsischer (z. B. gene-
tische Varianten) und extrinsischer (z. B. EBV-Infektionen, Vitamin D-Mangel etc.) Ursachen kommt
es im menschlichen Kérper zu einer autoreaktiven Aktivierung peripherer Immunzellen wie CD8"-T-
Zellen, TH-17-Zellen und CD4"*-T-Zellen. Diese immigrieren (iber meningeale GefidRe oder Plexus-
choroideus-Strukturen lber die Blut-Hirn- bzw. Blut-Liquor-Schranke und greifen korpereigene Struk-
turen des ZNS an (7, 12, 18, 30—33). Flankiert wird der Prozess der Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
von einem Untergewicht immunhemmender Komponenten des Immunsystems, wobei sowohl ein
guantitativer Mangel an T-Reg-Zellen als auch deren Missfunktion aufgrund einer neu entwickelten
Resistenz von autoreaktiven T-Zellen diskutiert wird (7, 18). In den Prozess der Entstehung von Auto-

4



reaktivitat sind essentiell auch B-Zellen eingebunden, welche durch Antigenprasentation erst die
Ausgangslage flir T-Zell-Proliferation bieten und dartber hinaus durch Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine einen autoreaktiven Prozess unterhalten und verstarken (34). Jenseits der Blut-Hirn-
Schranke spielt im ZNS dariber hinaus angeborene Mikroglia eine wichtige wenn auch in ihrem De-
tail nicht vollstandig verstandene Rolle fiir den Progress der MS. So wirkt Mikroglia kontextabhangig
einerseits ZNS-protektiv, indem Neuronenerholung Uber Phagozytose abgestorbener Zellen oder
Modulation von synaptischen Verbindungen gefordert wird, andererseits ZNS-destruktiv Uiber die
Regulation von Zytokin- und Chemokin-Ausschittung zugunsten zusatzlicher Rekrutierung von Mak-
rophagen und Lymphozyten, die einen vorhandenen autoimmunen Entziindungsprozess des ZNS
verstarken (21, 22, 30, 35-37). Insbesondere im spateren Verlauf der MS wird Mikroglia ein ent-
scheidender Beitrag zu klinischem Progress oder auch schubfreiem Voranschreiten der Erkrankung
zugeschrieben (21, 23), wobei der genaue Beitrag bisher nicht im Detail verstanden ist. Unter ande-
rem deswegen setzten wir uns in dieser Arbeit das Ziel, durch die Etablierung einer Methodik zum
Live-Tracking von Mikroglia in der EAE einen Beitrag zu leisten, um die differenzierte Rolle von mik-
roglialer Aktivierung im Prozess der MS besser zu verstehen.

Alles in allem kommt es durch die beschriebenen Prozesse zu einer Freisetzung reaktiver Sauerstoff-
und Stickstoffspezies, die Gber eine Schadigung von Mitochondrien zu Proteinfehlfaltungen im En-
doplasmatischen Reticulum und einem allgemein herabgesetzten Energielevel von neuronalen Zellen
fihren (7, 38—40). Weiterhin wirken Makrophagen und T-Zellen destruktiv tGber Antikorper und die
Aktivierung des Komplementsystems an der Oberflache von Neuronen (18). Somit kommt es im Lau-
fe der MS zuerst zu einem temporaren Verlust von Oligodendrozyten, der als Plaquesbildung mikros-
kopisch imponiert und konsekutiv zu einem axonalen Verlust mit anschlieBender Hirnatrophie (7).

1.1.5 Therapie

Bei der medikamentdsen Therapie der MS muss grundlegend zwischen zwei Interventionsszenarien
unterschieden werden: Auf der einen Seite gilt es, das akute Schubereignis einer MS zu behandeln,
auf der anderen Seite ihren chronischen Verlauf mittels Immunmodulation giinstig zu beeinflussen
(6, 10, 13, 17-19). Im Folgenden sollen beide Strategien skizziert werden.

In der Schubtherapie muss zuerst ein MS-Schub von moglich alternativen Ereignissen wie beispiels-
weise einem Pseudoschub abgegrenzt werden. Ein Schub liegt demnach vor, wenn eine neu aufget-
retene MS-typische Klinik 24 Stunden am Stiick besteht, 30 Tage Abstand zu einer davon differenten
ms-verdachtigen korperlichen Manifestation aufweist und nicht durch eine Erhéhung der Korper-
temperatur erklart werden kann, wie sie beispielsweise durch Sport, warme Badder oder einen Infekt
bewirkt wird ("Uhthoff-Phanomen"). Sind die Bedingungen erfiillt, kommt als Erstlinientherapie die
Behandlung mit 1 g Methylprednisolon Gber 3-5 Tagen unter Beachtung kortisontypischer Nebenwir-
kungen wie Schlafstorungen, Stimmungsschwankungen, erhéhte Blutzucker-, Thrombozyten- und
Blutdruckwerte sowie Odembildung zum Einsatz (41). Bei Erfolglosigkeit im Sinne einer mangelnden
Regression der initialen Symptomatik kann die Erhohung der CortisonstoRdosis oder die Anwendung
weiterer Verfahren wie die Plasmapherese bzw. Immunabsorption erwogen werden (6, 10, 17, 19,
41). Durch die Schubtherapie kénnen akute Verschlechterungen des Zustandes eines MS-Patienten
abgemindert oder sogar vollstandig regredient gestaltet werden. Verbesserungen von Langzeitbe-



hinderung, die pathologisch weniger durch akute Entziindungsprozesse als durch axonale Degenera-
tion bewirkt wird, ist von der geschilderten Schubtherapie allerdings nicht in signifikantem Mal zu
erwarten (19).

Auf dem Feld der Modulation insbesondere des adaptiven Immusystems steht mittlerweile dank der
intensiven Forschungsarbeiten des letzten Jahrzehnts eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen zur
Verfligung, wobei sich ihre Anwendung an der konkreten klinischen Verlaufsform der MS orientiert
(6,17, 19, 42, 43). Im Weiteren sollen kurz die Therapiestrategien fir die jeweiligen Verlaufsformen
kurz erlautert werden. Fiir detaillierte Informationen zu den einzelnen immunmodulatorischen Me-
dikamenten sei auf entsprechende Fachliteratur verwiesen (6, 14, 17, 19, 41-45).

Bei der Behandlung der RRMS und des KIS kann entsprechend der deutschen Leitlinien zur Therapie
der Multiplen Sklerose auf ein dreistufiges Konzept von immunmodulatorischen Substanzen zuriick-
gegriffen werden, wobei der jeweils hoheren Stufe ein groRerer Effekt auf die Reduktion einer
Schubrate zugeschrieben wird. Stufe 1 (Beta-Interferone, Dimethylfumarat, Glatimeracetat, Teriflu-
nomid) wird eine 30-50 %ige Reduktion der MS-Schubrate im Vergleich zu einem Plazebo zugespro-
chen, Stufe 2 (Cladrigin, Fingolimod, Ozanimod) eine 50-60 %ige Reduktionsrate, Stufe 3 (Ocrelizu-
mab, Natalizumab, Alemtuzumab) eine groRer 60 %ige Rate (19). Ist eine RRMS nach den McDonald-
Kriterien bestatigt, herrscht Einigkeit Gber die Empfehlung, eine immunmodulatorische Therapie zu
beginnen. Ob diese allerdings mit vergleichsweise schwachen aber dafiir nebenwirkungsarmeren
Substanzen aus Stufe 1 gestartet und bei neu auftretendem Schub im Sinne eines Wechsels zu einer
hoheren Stufe modifiziert werden soll ("Eskalationsansatz") oder ob sofort in einer hoheren Medi-
kamentenstufe begonnen werden soll ("Hit-hard-and-early-Ansatz") ist bisher noch nicht abschlie-
Rend beantwortet. Grund fir die Differenz in den Therapieansatzen ist das Dilemma, dass es zwar
retrospektive Studien gibt, die fiir einen langfristigen Nutzen einer friihen verscharften Immunmodu-
lation sprechen, dass aber ebenso verlassliche Daten vorliegen, welche auf das lebenslange Vorhan-
densein von nur leichten Verlaufsformen der MS hinweisen (19, 45). Wahrend eine Tendenz zu ei-
nem Hit-hard-and-early-Ansatz an spezialisierten MS-Zentren zu beobachten ist, hangt die endgiiltige
Klarung von den Ergebnissen zukinftiger prospektiver Studien zu der strittigen Fragestellung ab. Bei
Hinweiszeichen auf einen zuklinftig hochaktiven Verlauf einer MS, wie z. B. unvollstandiger Riickbil-
dung von Schubsymptomatiken nach StofRtherapie, hoher Schubfrequenz oder Beteiligung von Pyra-
midenbahnen empfiehlt die Leitlinie allerdings heute schon den Beginn einer immunmodulatorischen
Therapie mit Substanzen aus Stufe 2 und 3 (19).

Eine Dreigliederung von Medikamenten findet sich bei den Behandlungsschemata fiir die SPMS nicht.
Vielmehr stellt sich die Frage nach einer SPMS mit oder ohne Schiiben als essentielles Kriterium fir
die Entscheidung Gber eine medikamentdse Intervention (19). Bei einem SPMS-Verlauf mit Schilben
konnen mehrere Medikamente (Beta-Interferon, Siponimod, Ocrelizumab) zulassungsgerecht zur
Anwendung kommen. Es fallt auf, dass gerade in der spaten Phase der MS Medikamente starker in
den Fokus riicken, die mindestens einen indirekten Einfluss auf Mikroglia haben (23). Dies hangt mit
der essentiellen Bedeutung von Mikroglia vor allem fiir den spaten Krankheitsverlauf der MS ab, bei
dem die Bedeutung von T-Zell- oder Monozyteninvasion an Bedeutung verliert. Am deutlichsten zeigt
sich dieser Fokus fiir Siponimod, das Uber die Blockade des Sphingosinl-P-Rezeptors direkt auf Mik-
roglia Einfluss nehmen kann, die diesen Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren. Neuerdings wer-
den dariber hinaus Brutokinase-Inhibitoren in den spaten Krankheitsverlaufen der MS als therapeu-
tische Option erprobt, die B-Zell-Aktivierung blockieren, dartiber hinaus aber auch Mikrogliaaktivie-
rung beeinflussen (22-24).



Fehlt eine Krankheitsaktivitat hingegen, existiert zum aktuellen Zeitpunkt keine zugelassenen medi-
kamentosen Behandlungsmoglichkeiten fiir die SPMS, was den dringenden Forschungsbedarf in die-
sem Bereich offenbart. Darliber hinaus entwickelt sich die SPMS aus der RRMS, sodass der Fall gege-
ben ist, dass meistens schon eine immunologische Basistherapie eingenommen wird. Bei einer Modi-
fizierung der vorbestehenden Medikation gilt es dabei besonders, spezifische Eigenschaften von
Substanzen unter Abwéagung der klinischen Konstellation zu berticksichtigen. So waren Natalizumab
beispielsweise beim Ubergang in die SPMS zu ersetzen. Da sein Absetzen allerdings mit einer erhéh-
ten Reboundwahrscheinlichkeit der Krankheitsaktivitdt einhergeht, muss dieser Schritt sorgfaltig
evaluiert werden (19, 45).

Auch fir einen Auslassversuch einer medikamentdsen Behandlung gilt die Notwendigkeit des Abwa-
gens von Nutzen und Risiken. Laut Leitlinie kann er erwogen werden, wenn der Patient schon vor der
medikamentdsen Therapie eine geringe Krankheitsaktivitdt aufwies und unter Behandlung mit Im-
munmodulatoren der Kategorie 1 mindestens funf Jahre schubfrei ist. Zu anderen Konstellationen
duBert sich die deutsche Leitlinie hingegen nicht (19).

1.1.6 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) und Mikroglia in der MS-
Forschung

Der oben genannte Fortschritt in der Therapie der MS durch Immunmodulation wurde durch intensi-
ve Forschung erreicht, die neben in-vitro nicht zuletzt auch das Feld tierexperimenteller Forschung
einbezog und weiterhin einbezieht. Von besonderem Interesse ist hierbei die EAE, die als autoimmun
entziindliches Modell pathologische Prozesse, wie sie sich auch in der MS ereignen, im Tiermodell
greifbar macht. Zurecht wurde darauf hingewiesen, dass die Tier-EAE als monophasischer Krank-
heitsverlauf mit einem Schwerpunkt auf der Entziindung des Riickenmarks vornehmlich verursacht
durch CD4"-T-Zellen entscheidende Unterschiede zu dem Verlauf der MS beim Menschen aufweist,
der schubférmig vor allem mit Schwerpunkt von CD8*-T-Zellen das ZNS befillt (7, 30, 46). Ebenso
unbestritten sind allerdings auch die praktischen Erfolge in der Entwicklung von Medikamenten wie
Natalizumab und Glatirameracetat, die in der EAE erprobt und evaluiert wurden, sodass der Erfolg
der Methode ihre RechtmaRigkeit in der MS-Forschung bestatigt. Am Ende bildet die EAE bestimmte
ausgewahlte pathogenetische Aspekte der MS ab (47). Weitere Aspekte kommen in alternativen MS-
Tiermodelle zur Darstellung (s. 3.1.3). In Ubereinstimmung mit bereits etablierten Zugéngen in der
MS-Forschung nutzt auch diese Arbeit die durch Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein Fragment
35-55 (MOGss.55) induzierte ON als Zugangsfenster zu dem Prozess von Entziindung, Demyelinisie-
rung und Neurodegeneration des gesamten ZNS (48). Dafiir kommen nach der EAE-Induktion per
MOG die Methoden der optischen Kohdrenztomographie (OCT) und der konfokale Scanning-laser-
Ophthalmoskopie (cSLO) zum Einsatz, um den zeitlichen Verlauf der EAE Uber die Veranderung der
Retina eines EAE-Versuchstier zu monitoren. Beide Techniken werden im Weiteren knapp erlautert.
Vorher soll die Bedeutung von Mikroglia im ZNS im Allgemeinen und in der EAE im Speziellen thema-
tisiert werden, zumal wir in dieser Arbeit speziell die Moglichkeit untersuchten, mikrogliale Aktivie-
rung in der EAE in Echtzeit zu monitoren und in ihrer Dynamik zu quantifizieren.



1.1.6.1 Mikroglia als Teil des angeborenen Immunsystems des ZNS

Mikroglia als Teil des angeborenen Immunsystems des Menschen bezeichnet spezifische im ZNS an-
sassige Immunzellen, die wahrend der Embryogenese aus dem embryonalen Dottersack hervorgehen
und von dort in den Neuronenschlauch einwandern (21, 23, 30, 36, 37, 49). Histologisch imponieren
diese Zellen durch ihre verzweigte Struktur, wobei beispielsweise bei Eindringen von Bakterien oder
anderen korperfremden Entitaten ihre Transformation zu einer amobenartigen Struktur mit konseku-
tiver Polarisation hin zu dem entsprechenden Fremdkorper zu beobachten ist (30, 50-52). Allerdings
besteht die Funktion von Mikroglia nicht allein in der Protektion gegen duRere Fremdkorper. Viel-
mehr kommt Mikroglia eine komplexe Bedeutung zu, die sie Uber Regulation von Zytokinmilieusei-
nerseits und Ausschittung von reaktiven Sauerstoffspezies andererseits sowohl in pro- und antiinf-
lammatorischer aber auch regulatorischer Weise in der Entwicklung und Homdostase des ZNS erfullt
(21, 35, 53).

Flr die homoostatische Funktion ist exemplarisch die Sekretion von Insulin-like growth factors durch
Mikroglia zu nennen, durch die unter anderem die fiinfte kortikale Schicht des ZNS erhalten wird. Ein
Beispiel flir eine antiinflammatorische Funktion ist der Prozess der Phagozytose abgestorbener Zellen
beispielsweise nach einem inflammatorischen Prozess oder im Rahmen von Wachstum des ZNS. Neu-
ronales Wachstum erfahrt durch mikrogliale Aktivitat dartber hinaus Unterstiitzung, indem Mikroglia
Uber Sekretion von Proteinen Synapsenausbildung und -modulierung unterstitzten (36, 37).

Auf der anderen Seite nimmt Mikroglia eine wichtige immunologisch-inflammatorische Funktion im
ZNS wahr. Durch Ausschittung von reaktiven Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid-Radikalen
werden als fremd erkannte Entitdten bekdmpft (21, 38, 40), (iber die Regulation von Zytokinleveln
Makrophagen aus dem peripheren Blutsystem rekrutiert (54, 55) und darlber hinaus T-Zellen tber
Antigenprasentation in ihrer Transformation unterstitzt (21, 37).

Zusammenfassend kommt Mikroglia als Teil des gesamten Immunsystems eine ausdifferenzierte
Bedeutung innerhalb des ZNS zu. Dies zeigt sich unter anderem im Verlauf der EAE, in der Mikroglia
ganz unterschiedliche Effekte zugeschrieben werden.

1.1.6.2 Mikroglia im MS-Modell der EAE

Durch cSLO-Echtzeitbildgebung flankierte Transkriptionsanalysen wahrend eines EAE-Verlaufs zeigen
zwei Anstiege von mikroglialen Clustern: Ein erster zu Beginn der klinischen Symptome der EAE und
spater im Verlauf ca. 60 Tage nach MOG-Immunisierung bei bereits nachlassender klinischer Symp-
tomatik (22, 53). Uber die Analyse von Zytokinprofilen kann gezeigt werden, dass die Mikroglia des
ersten Peaks proinflammatorisch wirkt wohingegen die zweite mikrogliale Aktivierung eher antiinf-
lammatorisch in den EAE-Prozess einzuordnen ist. Auch wenn die Zuordnung nicht streng dichotom
sondern eher als voribergehende Manifestationsformen von Mikroglia zu verstehen ist, hat sich in
der wissenschaftlichen Debatte das Bild etabliert von einer proinflammatorischen M1-Antwort der
Mikroglia zu Beginn und von einer antiinflammatorischen M2-Antwort im spateren Verlauf (21-23,
30, 56).

Aus diesen Erkenntnissen heraus wird der Verlauf der EAE wie folgt charakterisiert: Im Anschluss an
eine MOG-Immunisierung kommt es in der Peripherie zu einer Aktivierung von T-Zellen wohingegen
sich im ZNS eine M1-Antwort residenter Mikroglia auf den MOG-Stimulus im Sinne einer proinflam-
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matorischen Reaktion ausbildet. Auch wenn das genaue Zusammenspiel von peripherem und zentra-
lem Reagieren auf die Immunisierung noch nicht hinreichend geklart ist, kommt es im weiteren Ver-
lauf der EAE zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und zu einer konsekutiven Invasion
von T-Zellen aber auch peripherer Monozyten in das ZNS. Letztere werden vor allem von einem ver-
anderten Zytokinniveau angezogen, auf das Mikroglia einen entscheidenden Einfluss hat. Im Laufe
der Zeit vollzieht sich nach einer ausgepragten autoimmunologischen Reaktion seitens T-Zellen, Mik-
roglia und Makrophagen, die beispielsweise Uber die Freisetzung von Reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffmonoxid-Spezies zu einer Zellschadigung des ZNS fihren, ein Wandel innerhalb des Profils
mikroglialer Zellen hin zu einer M2-Antwort. Bei dieser (bt Mikroglia wiederum (ber die Beeinflus-
sung von Zytokinleveln antiinflammatorische Funktionen aus und tragt Gber Phagozytose zur Regene-
ration des ZNS bei. Wahrend Mikroglia standig im Gehirn prasent sind, lasst die Zahl der aus der
Blutbahn immigrierten Makrophagen mit der Zeit nach (22, 36, 39, 53-55, 57). Auch wenn eine Echt-
zeitunterscheidung von Makrophagen und Mikroglia nicht ohne weiteres moglich ist (s. 3.2.3), lasst
sich die Dynamik myeloider Zellen im EAE-Prozess per konfokaler Scanning-laser-Ophthalmoskopie
(cSLO) nachvollziehen und ihre Auswirkungen auf die Schichten der Retina in der optischen Koha-
renztomographie (OCT) studieren. Im Folgenden sollen beider Verfahren nédher erldutert werden.

1.1.6.30CT

Die OCT nutzt prinzipiell den Sachverhalt, dass biologisches Gewebe einfallendes Licht auf eine fir
das Gewebe einmalige Weise an seiner Oberflache bricht und reflektiert. Diese somit spezielle Ref-
lektion wird mit einer genormten Referenzreflektion Uberlagert, wodurch ihre Spezifitat quantifizier-
bar und in ein zweidimensionales Bild lbertragbar wird. Aus diesem zweidimensionalen Bild lassen
sich beispielsweise einzelne Retinaschichten einer Mausabgrenzen und ihre spezielle Dicke bestim-
men.

Die fiir den skizzierten Vorgang benotigte ReferenzgrofRe wird in der technischen Anordnung des
Michelson-Interferometers realisiert: Hier wird das von einer Diode ausgestrahlte infrarote Licht kur-
zer Koharenz (s. "Broad bandwidth source" in Abbildung 1) durch einen Spiegel zu 50 % in einen Re-
ferenz- (s. "A" in Abbildung 1) und zu 50 % in einen Messarm (s. "B" in Abbildung 1) geteilt. Wahrend
das Licht des Referenzarmes auf einen genormten Referenzspiegel trifft, wird das Licht des Messarms
auf das zu untersuchende Objekt (z. B. eine Mausretina) gegeben. Beide Lichtstrahlen werden jeweils
reflektiert. Wie jedoch oben erwédhnt bricht das zu untersuchende Objekt das Licht des Messarms
aufgrund seiner mikrobiologischen Beschaffenheit auf spezifische Weise und es kommt zu einer Wel-
lenldngendifferenz und damit zu einem Unterschied zwischen dem reflektierten Licht von Referenz-
und Messarm. Werden beide Lichtarme anschlieRend wieder zusammengefiihrt und in einer Interfe-
renz Uberlagert (s. "C" in Abbildung 1), hat sich das urspriingliche von der Diode ausgesandte Licht-
feld aufgrund Verstarkung oder Ausloschung bestimmter Bereiche des Feldes verandert. Aus der
Veranderung konnen Amplitude und Zeitverzogerung des Lichtes detektiert und mit diesen Parame-
tern auf die Beschaffenheit des Probegewebes des Messarmes zuriickgeschlossen werden (58—60).
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Abildung 1.: Funktionsprinzip der OCT (vgl.Hogg et al. 2006 - modifiziert durch M. J. Frenger). Das von einer Diode ausgest-
rahlte infrarote Licht wird ber einen Spiegel in einen Mess- (A) und einen Referenzarm (B) aufgeteilt. Nachdem beide
Strahlen aufgrund der spezifischen Beschaffenheit ihrer Zielobjekte unterschiedliche Wellenlangen aufweisen, werden sie
Uber einen Detektor zusammengefiihrt und tberlagert (C).

Die Ergebnisse hieraus werden in Bilder transformiert: Driickt der axiale Scan (A-Scan) die spezifische
Reflektion des Lichts des Probearms aus, so bilden eine Reihe von A-Scans mit unterschiedlichen
transversalen Positionen einen zweidimensionalen B-Scan. Mehrere zweidimensionale B-Scans nach
Art einer Rasterabtastung aneinandergefiigt ergeben dann letztendlich ein dreidimensionales OCT-
Bild. (58)
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Abbildung 2: Generierung eines dreidimensionalen OCT-Bildes. Durch transversale Ausrichtung von A-Scans wird aus eindi-
mensionalen Bildern in ein zweidimensionales Bild erschaffen (B). Durch Zusammenfiigung der zweidimensionalen Bilder
nach Art einer Rasterabtastung eines Objekts entsteht schlieBlich ein dreidimensionales Bild (C).
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1.1.6.4 ¢SLO

Weiterhin leiteten wir neben Retinaeschichtdicken Auflichtbilder von denselben Retinae per cSLO ab.
Zum besseren Verstandnis der ¢cSLO wird im Folgenden zuerst deren Prinzip anhand des Wegs des
Lasers in der cSLO von seiner Quelle bis zum Detektor als Endpunkt der Bilderzeugung nachverfolgt.

Von einer Laserquelle(s. "A" in Abbildung 3) tritt der Laser durch einen Strahlenteiler (BSP) in eine
Scannereinheit, die zwei synchronisierte oszillierende Spiegel enthélt (s. "B" in Abbildung 3), welche
die Oberflache eines zu untersuchenden Objektes (s. "C" in Abbildung 3) systematisch abtasten. Ein
Spiegel realisiert die horizontale schnelle Ablenkung des Lasers (x-Achse) auf dem zu untersuchenden
Objekt, der andere die vertikale Zeilenverschiebung (y-Achse). Die Eindringtiefe in das Untersu-
chungsobjekt kann dartiber hinaus in gewissem Umfang durch ein Teleskop bestimmt werden, das
zwischen das Objekt und den beschriebenen Scanspiegel eingebracht ist.

LASER

A FILTER DETEKTOR
LOCHBLENDE
D

XY-SCAN

C
RETINA B

Abbildung 3: Funktionsprinzip der cSLO (vgl.Dithmar et alt. 2008 - modifiziert durch M. J. Frenger). Von einer Laserquelle (A)
tritt der Laser durch einen Strahlenteiler (BSP) in eine Scannereinheit, die zwei synchronisierte oszillierende Spiegel enthalt
(B), die die Oberflache eines zu untersuchenden Objektes (C) systematisch abtasten. Ein Spiegel realisiert die horizontale
schnelle Ablenkung des Lasers (x-Achse) auf dem zu untersuchenden Objekt, der andere die vertikale Zeilenverschiebung (y-
Achse). Das emittierte Licht wird zuriick Gber den BSP und die Lochblende (D) rotgefiltert dem Detektor zugefiihrt.

Trifft der Laser nun beim Abtasten der Mausretina auf ein Fluoreszenzmolekul, wie es von der Mik-
roglia der CX3C-chemokine-receptor-1-griin-fluoreszierenden-Protein-Mausen (CX3CR-1°7) expri-
miert wird, wird dieses durch Photonen in einen héheren elektronischen Zustand gebracht und emit-
tiert beim Rickgang in seinen elektronischen Grundzustand Lichtquanten, deren Wellenlange griin-
verschoben ist.

Das emittierte Licht wird zurlick Gber den BSP durch einen Filter, der nur rotverschobene Wellenlan-
gen passieren ldsst, in den Detektionsarm der cSLO Uberfiihrt. In diesem ist die Kombination von
Fokuslinse und Lochblende entscheidend, die der Scanning-Laser-Ophthalmologie den Namen "kon-
fokal" verleiht: Die Lochblende kurz vor dem Detektor (s. "D" in Abbildung 3) befindet sich genau in
der Brennweite der Fokuslinse und lasst damit nur einen speziellen abgebildeten Punkt innerhalb der
fokalen Objektebene zum Detektor durch. Licht aus tieferen oder héheren Ebenen als der Fokalebe-
ne kdnnen hingegen die Lochblende nicht passieren, wodurch es zu einer Kontrastverbesserung des
Bildes kommt (61-63).
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1.2 Tierversuchsantrage

Fir die in dieser Arbeit vollzogenen Tierexperimente lag vor deren Beginn die bendtigte Tierver-
suchsgenehmigung (Landesamt fir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz NRW: AZ 84-
02.04.2016A137) vor. Samtliche Handlungen geschahen in Ubereinstimmung mit der Européischen
Richtlinie 2010/63/EU des européischen Parlamentes und des Rates vom 22. September 2010 zum
Schutz der flir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere.

1.3 Ziele der Arbeit

Nach dieser einleitenden Darstellung kann die Zielsetzung der Arbeit dargestellt werden. Sie beab-
sichtigt, die Dynamik von Mikrogliaaktivierung als wichtigen pathogenetischen Teilaspekt der MS im
MOG induzierten EAE-CX3CR-1°""-Mausmodell per nicht invasiver cSLO in Echtzeit zu untersuchen.
Spezifische Zwischenziele hierzu sind

I.) die Charakterisierung der makroskopischen Dynamik von Mikroglia bei EAE in der cSLO
II.) die Entwicklung eines halbautomatischen Algorithmus fiir das In-vivo-Tracking per cSLO und

[Il.) die Etablierung geeigneter cSLO-Tracking-Parameter und die Beschreibung der Beziehung dersel-
ben zu anderen Messwerten wie derjenigen der OCT und des klinischen Scorings.
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2. Frenger et al. 2021. Semi-Automated Live Tracking of Microglial Activation in
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Semi-Automated Live Tracking of
Microglial Activation in CX3CR1¢FP
Mice During Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis

by Confocal Scanning Laser
Ophthalmoscopy

Maritr J. Frenger !, Christina Hacker', Mustafa Sindi’, Andrea lssherner’,
Hans-Peter Hartung %, Sven G Meuth ', Michael Dietrich "™ and Philipp Albrecht ™

! Deyrwrdment of Mo by, Hamic'rHame Unieeriy Dossobion Medios' Faosdy, Olsebiod, Gemnary, & Bran and g
Cordew, Lbtrarnly of Sechey, Swiiney; K5 Ausieds, T Deperdmond of Noomiogy, Meschca’ Uriberady of Vieons, Vieone, Ausis

Confocal scanning laser ophthaimoscopy (o500} is a non-invasive technigue for real-ime
imaging of the retina We developed a step-by-step protocal for the semi-automatic
evaluation of myelcid cells in cSLO images fom CX3CR1®™ mice, expressing green
fiuorescent protain §5FF) under control of the endogenous CR3C chemokdne receptor 1
incus. Weidentified c51L0 paramaters aliowing us to distinguish animals with expeasmant al
autoimmune encephalomyeditis (EAE} from sham-teated’naive animas. Especially call
count (OC) and the fotal microgiial area {SuA) turned out 10 be refisble parameters.
Comparng the cSLO results with dinical parameters, we found significant cormlations
between the dinical EAE score and the Sud and of the inner retinal layer thickness,
measured by optical coherence tomography, with the O as well as the Sub. Asa fina
step, we parformed immunchistochamistry to confirm that the GFF-expressing cells
visualired by the ¢SO are bbal positive and validated the step-by-stap protocol against
manuai counting. \We present a semi-automatic step-by-step protocol with a batance
between fast dats evaluation and adequate accuracy, which is optimized by the option to
manualy adapt the contrast threshold. This protocol may beusefl for numenous research
qQuestons on the role of microgial polanzation in modetsof nflammatory and degenemting
NS diseases involving the retina

Keoywordss confocal scanning laser ophthalmoscopy, miorogiin, CXICA1-GFP, experimental autoimmune:
ancaphalomyalis, lvwe-tracking

Abhreviations: ATNC, Area wnder the amwe; AvA, Awnge cdl arm; BAF, Mo min fluorescence ©C, Cell comnt; CFA
complete Frennd® ad povamts; CRE Cantral nervous spetems cE10, condncal smnmning laser oph thalmasonpy, CURCH 1, OO
chemanicne receptor 1. EAE, Fxpenmental minimmuns encephalomyeditic. {EpGFF, {Enhanced) green fluoresent protein
TBAL, Ionized calonm:hinding adapior malsmie 1; IRL Inner retina byers MOB, Manmal ol brightness; MOG, Mydin
aligndendrocyte glvaoprotan; M5, Multiple sclerosic MVL Average cdl brghtness, OME Opomotor response; PTL
Pertssis doocin; Sn A, Tota! microghial area; TRT, Total retinal 1 doness.
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INTRODUCTION

The chemokine receptor and chemokine ligand axis mediates
chemotaxis of immune cells, These mechanizms apply to
immune but also non-immune cells throughout the whole
body, but the exact expression pattern is cell type specific for
theparticular organ {1 ). In the central nervous system (CHES), the
CX3C chemokine receptor | (CX3CK1) is mainly expresed on
the developmentally yolk sac-derived microglial cells or, in
pathological conditions, on infiltrating monocytes and
macrophages, whereas chemokine ligands are predominantly
expressed on neurons (2, 3. The higher the concentration of
-3 -C motif chemaokine ligand 1 on cells, the more pronounced
the chémotaxis of CX3ICRI-bearing myeloid cells (4, 5). The
importance of microglial polarization as an aspect in the
pathogenesis of CNS disesses has increasingly moved in
the focus of interest and has been studied specfically in ex-
vivo modek (6). Several preclinical studies have demonstrated
that targeting the infiltrating monooyte-derived cells during the
acute phas substantially reduces the severity of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) (7-9), ananimal modelof
multiple sclerosis (MS), while both detrimental (10) and
beneficial {3) effects have been attributed to the resident
microglia. In the remission phase, microglia may play an
important mle in regulating mmune fundions and restoring
function by facilitating repair and remyelination, ultimately
preventing chronic neurodegeneration. At the same time,
chronic microglial activation may very well drive
demyelination and neuromonal loss during progressive phases
(L1). Transcriptome analyses of single microglial cells from
different regions of the CN5 from demyelination models in
mice have led to the identification of specific microglial
clusters that appear to be assodated with certain CNS diseases.
Furthermare, it was possible to extract microglial clusters from
human tissue of M5 patients that display similarities with the
dusters of the demyelinating mouse models (12). Owerall,
microglial activity, with its reactive oxygen spedes-mediated
phagocytosis, but also with its cytokine- and chemokine-
modulating function presents itself a5 a crudal aspect of the
M5 pathogenesis. It has been assndated with blood-brain barrier
permeability, dysregulated Tcell activation and modulating
eftects on B-celk {13-19). Using non-invasive, in wive confocal
scamning lazer ophthalmoscopy (SLOY, microglial adivation can
also be amessed in the reting of CXICR1ST mice in the cantext
of EAE {20).

We therefore aimed to develop a protocol to fadlitate the
mvestigation of the dynamics of microglial activation in the
myelin oligodendrocyte glycoprotein, fragment 35-55
(MOGz 5:) EAE model using &SLO a2 a non-invasive tool for
live cell tracking in CX3CRI™™ mice (21, 22). The spedific aims
of the study were to 1.) further characterize the macroscopic
dynamics of microglial activity in EAE: TL) develop a semi-
antomated method for @ wvo tracking and 111) correlate the
SLO-based parameters with one another and against other
readonts, such as the retinal thicknes measured by optical
coherence tomaography ((CT) and histalogy.

We developed a detailed instruction to simplify and
standardize the tracking of mveloid cell changes in wvo.

MATERIAL AND METHODS

Mouse Strain and Animal Housing

All experiments were performed in §-week-old female and male
heterozypous mice of strain B6129P)(Cg)-Cederl™ ™) (The
Jackson Laboratory, Stock No: 005582), hereafter referred to as
CX3CR1ST, Mice were bred in-house under standard
conditions in temperature-cantrolled rooms under a 12412
light/dark schedule, with lights on at 06:00 h until 1800 h. In
this strain, an enhanced green fluorescent protein (EGEF)
sequence replaces the first 390 base pairs of the second
CXICR] exon, which encodes the W-terminus of the seven G-
coupled transmernbrane receptors of the family (1, 4). Animal
experiments were performed in compliance with the
experimental guidelines approved by the regional authorities
(State Agency for Mature, Environment and Consumer
Protection; AZ 402042004, 4059, AY £4-02.04. 20164137,
AZ B1-02.042019.A063) and conform to the European
directive 2010/63/EU on the protection of animals used for
scientific purposes.

Experimental Groups and EAE
Immunization

The animals were divided in three experimental gronps. In the
first experimental group, we induced EAE by suboutaneous
injection of 200 pg of mydin oligedendrocyte glycoprotein,
fragment 35-55 (MOGaz:: Biotrend) enulsified in complete
Freund’s adjuvant (CFA) in CX3CRI™ "mice as previously
described (23), Two intraperitoneal injections of 200 ng of
pertussis toodn (FTX, Sigma-Aldrich) followed on the same day
and two days after immunization. For the second group,
CGCRI™™ mice only received CFA and PTX serving as
control group, hereafter called Sham-treated. The third group
consisted of untreated X3CR1T mice (naive group). To rate
the EAE severity of the mice, we determined the dinical EAE
soore daily using the following criteria: (0 no disease; (0.5) mild
tail paresis; (1) obvions tail paresis or plegia; (1.5) tail plegia and
no righting reflex; (2) mild signs of hind limb paresis with clumasy
gait; (1.5) obvious dgns of hind limb paresis; (3 ) hind limb plegia,
maouse drags one leg behind; (3.5) hind limb plegia, mouse drags
both legs behind: (4) mild signz of gquadriparesis; (4.5)
quadriplegia;: and (5) death or moribund (23, 24),

Optical Coherence Tomography and
Confocal Scanning Laser

Ophthalmoscopy Acquisition

For in vio imaging, we anesthetiwed the mice with isoflumne
(Firamal critical care, Mumbai, Indis 3% at 2L 02'min) using a
vaporzer. We then wrapped the anesthetized animal in paper
tizsue to protect it from cooling and positioned it on the custom-
made device. Eye drops with phenylephrine {2.5%)-tropicamide
(0.5%) were administered to dilate the mouse pupils and were
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replaced after approximately one minute by Visc-Ophtal eyve gel
(Dr. Winzer, Berlin, Germany) to prevent comeal desiccation,
Finally, we applied a custom-made contact lens (+4 dinpters) to
the eye betore OOCT and SLO measurement for better image
resolution as previously described (24-26).

T methodology is reported according to the updated
APOSTEL recommendations (27, 28). Like in previous OCT
studies (23, 24, 29, 30], we performed volume scans (25 x 257 to
determine retinal layver thicknesses using a Spectralisw
HEA+OCT device (Heidelberg Engineering, Germany) under
ambient light conditions and excduded images with a guality
below 20 decibels. We determined the thickness of the total
retinal layer thickness (TRT) and of the inner retinal layer (IRL),
which is composed of the retinal nerve fiber layer (RINFL),
ganglion cell layer {GCL), and inner plexiform layer (IPL},
uzing H:l_:;uautomatlc segmentatinn of the Heideberg Eve
Explorer  software (version 1.9.1000) Segmentation errors
were corrected by a blinded examiner. Previous studies have
demonsarated the usefulness of combining the three layers into
the IRL (25, 30},

The Spectralis™ HRA+OCT device (Heidelbery Engineering,
Germany) includes the option for ¢SLO (31-33), and
measurement of the CXICE-19F mice was performed as
described above following the OCT imaging. The HRA+OCT
device was set to blueautofluorescence (B AF) mode (A = 488 nm,
harrier filter tocapture fundus emissions above A= 500 nm) [34),
manually maximizing the image saturation while the reflected
fight image of the retina was averaged from 30 real-time reflected
light imagez,

Image Analysis and Semi-Automatic
Step-By-Step Protocol

We developed a step-by-step instruction on how to semi-
antormatically analyze microglial dynamics in vive udng the
open source Java image processing software Image] (version:
1.53g: providedin the public domain at hitps: imagej.nih gowij’
index.html by the Mational Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). This two-part step-by-step instruction

ecnables the transition of a mouse retina cSLO image
(Figmre 1A} into quantifiable parameters by Image].

In the first step, we created a mask from the ariginal image by
increasing the contrast using Image], which delineated the GFP
expressing microglia cell: from the darker background aof the
miouse reting, This was achieved by harmonizing the background
uzing the Image] command “Substract Backround” sefting the
“rolling ball radins" to 500 pixels and then filtered the resilting
image vig a Fast Fourier Transform (Image] command: “FFT
bandpass filter”), setting the limits for large structures at 30 picels
and for small structupes at 3 pivels. We then manually adjusted
the threshald (Image] command: “Threshald") to delineate the
microglial cells from the background (Figure 1B). As this is a
step-wise process, the procedure requires an evalmtor who &
blinded for the experimental groups, especially to determine the
separation threshald for microglia and the background.
The threshald then serves as a verifiable criterion for the
transformation of the qualitative picture into quantitative data.

In the second step, the mask obtained in step 1 is
superimposed on the original image and the parameters area,
maximum and minimum brightness, diameter of the area
separated by the template and its Feret diameter can be
obtained from the original image, using the mask (Figure 1C).
A detailed step-by-step description with the standardized
threshaold values can be found in the Supplementary Data.

Immunohistochemical Staining of Retinal
Cross-Sections

In addition to the GFP signal from CX3CRI®™ retinae,
immunohistochernical Thal (ionized calcium binding adapter
molecule 1) staining of retinal sections was used for
histological detection of myeloid cells After the mice were
sacriticed, we confirmed that the GFF signal indeed indicates
activated myelnid cells by additional Thal staining. A detailed
protocol can be tound in the Supplementary Material. In hrief,
the eyes were dissected from 6 representative animals per group
12 weeks after immunization and processed as previously
described (35), After paraffin embedding, eyes were
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longitndinally sectioned at 5 pm and stained with Thal (1500,
Wakn chemicalz) and Cy5 anti-rabbit (1:500, Millipore) as
secondary antibody. 40 retinal sdions per mouse were analyzed.

Statistical Analysis

Statistical anabysis was performed using Prism 5.0 (Graphpad,
San Diego, USA) and SP55 Statistics 20 (1BM, Endicott, TTSA).
P-values were considered significant with p=<{.025 resulting from
a Bonferroni correction for multiple testing,

Linear Regression (Prism) was used to analyze the following
correlations: 1.) The correlation between manual and sutomated
counting of cells by Image], IL) the correlation between Thal
histology and cSL0 data at 12 weeks, 111} the correlation
between the SLO parameters total microglial area (5uA) and
cell count (CC) and the clinical score, and IV.) the carrelation
between cSLO parameters [SuA, CC, Average cell brightness
(MVT), Maximal cell brightness { MCB), Average cell area {AvA )]
and the retinal thickness parameters (TRT, IRL) meazured
by OCT.

The area under the curve (AUC) was applied to assess the
predictive power of the individnal &SLO parameters (Sud, CC,
MWL MCB, AvA) with regard to the presence and severity ofan
active EAE, Each ¢ 51O parameter was subsequently transformed
into a Z-score, allowing the combination of individual
parameters into a compaosite score from multiple parameters.

Differences of the cSLO and OCT parameters between means
af the EAE sham and naive groups were analyzed using
generilized estimating equations (GEE) with an exchangeable
correlation matrix, considering the specification of the mouse eye
[right or left) az a within-muhject variable. The mumber of weeks
after immunization was induded as an additional within-subject
variable when amalyzing the assodation between OCT and
L0 parameters.

The differences between the microglial cell counts of the three
treatment groups in Ihal hisgalogy at the 12-week time point
were investigated by one-factor ANOVA, followed by
Bonferroni correction.

RESULTS

The cSLO Parameters Separate EAE and
Sham-Treated Animals
To establish a quantitative image analysis wing the Image] step-
by-step protocol described above, we evalnated 130 cSLO-
CX3CR1™ retinal images manually determining the cell
number for each image by a blinded investigator {gold
standard) and by a second investigator using the new step-hy-
step protocol. A Pearson correlation of the cell counts obtained
by hath approaches revealed an excellent correlation coefficient
of B 0997 {p0.001, Figuee 2A), with results ranging from 22 to
660 cells across all images.

‘Wethen analyzed the SSLOY images of the EAE (n=34), sham
{n = 21), and naive (n = 20) CXICR-1T" mice to capture the
cSLO parameters at weeks 0, 1, 2, 4, 6, & and 12
after immunization.,

The most profound changes for these measurements were
observed in weeks 4, 6, and B, the peak of each ¢SLO parameter
was meached in week 6 (Figores 2B-F). ‘While the parameter
vahies did not differ significantly between the three treatment
groups at the beginning and at the end of the ohservational
perind, significant diferences weére ohserved in weecks 4 to B,
especialy for the OC and Sus. EAE mice showed the highest
total values, while sham-treated and naive animak presented
similar results with a significant difference to EAE mice
{p=.025) (Figures 3D, E). The brightness parameters MV
and MCE did not reveal a significant difference hetween the
experimental groups with the exception of the baseline
measurements of the sham-treated compared to the MO 2z
immunized mice (Fignres 2B, C). The AvA reflected the results
of the OC and Sud, however, without reaching significant levels
for naive'sham-treated mice compared to EAE mice for the
different timepaints (Figure 2F).

While the IRL thickness and TRT of sham-treated and nalive
mice remained almost constant, the retimal thickness of EAE
mice slightly decreased initially, followed by retinal swelling at
week 2 and then continmoushy progressing degenermtion over the
course of the expedment. The thicknes change of the EAE
animals differed significantly compared to the baszeline
measurement and differed significantly (p<0025) compared to
the two other groups from week 4 onwards. (Figores 3G, H).

Starting at week 2, EAE mice presented progressive EAE
disability scores, reaching a peak at week 6, and a show recovery
with & rather chronic progression until the end of the
experiment. Sham-treated and maive mice did not develop a
clinical score throughout the experiment, while the MOG-
immunized group presented dgnificantly higher dinical EAE
scores (p<{.025; Figure 20).

The Cell Count and the Sum of Area
Reflect Microglial Activation

Since microglial activation has been associated with retinal
degeneration in inflammatory CNS disorders (11, 36) we
addressed the question to what extent the c5LO parameters CC
and SuA can differentiate MOHG- from sham-treated ar naive
mice, For this purpose, we walculated receiver operating
charactedstics (R s) af the test variables CC and SuA for the
variahle MOWG mmunization (Figores 3A, B). Based on the
AUC for each week the CC (AUC week [W) 4: T7.85%, W
B5.95%, Wh: 73.05%, W12 7585% - for all values p< Q025
proved to beslightly better suited to separate the groups than the
Sud (AUC Wd: 77.8%, Wa: 79.27%, WE: 68.45%, W1 64 5% -
for all values p<0u025). However, the combination of both
parametérs to a composite soore resubted in an increase of the
diagnostic disciminatory power compared to each of the criteria
alone (AUC We: BE2% > W4 81.4% = WE: 77.0% > W12 T5.0%
- tor all vahies p=0u025), explaining 88.2% (W& of all cases in the
best case and 75% (W12) in the worst case (Figare 3C). In
summary, depending on the requirements for senstivity or
specificity, a cut-off of 06547 for week 6 [(sensitivity 77.6%,
specificity 81.9%, see alzo Table 52) can be determined wsing the
composite score combining the CC and Sua, which allows the
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separation of EAE immunization against sham-treated/naive
mice based on a retinal fundus image with fluorescence-labeled
cells. For week & and 12 we determined a cut-off value of 0.439
{week &, sensitivity 71.6%, specificity 69.5%) and 0.5704 (week

12, sensitivity 72.3%, specificity 67.1%) respectively in order to
achieve a balanced ratio of sensitivity and spedificity. By
modifying the cut-off values, the ratio of sensitivity and
specificity can be adapted, depending on the requirements of
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the individual researchers (see Tables 52, 54, 56 for cut-off
values with corresponding sensitivities and specificities in the
Supplementary Material).

Retinal Degeneration Correlates With
cSLO Readouts

We then investigated the correlations between the cSLO
pamameters and the dinical score as well as the OCT readouts,
For baoth correlations, only the ¢ 300 parameters SuA and COC were
taken into account, as only these two revealed significant
differences between the treatment groups, The correlation
analysis of ¢SLO with the clinical score for the period of
maximmm microglial acivation from week 4 to 8, only revealed
a positive comrelation with the dinical EAE score for the parameter
SuA (R* between 02 and 0.4 p<0.025 Figures 4A-C). Only
immunized EAE mice were included, as the other groups
presented no cinical scome (Figuee 20). Investigating the retinal
layer thickness meamured by OCT, 5ud and OC revealed
dgnificant negative comelations over all weeks: When the CC
increased, the IRL thickness decreased (R* = 0.1, p<0.025;
F‘ﬁm 4D); when the Sud increased, the TRT also decreased
(R” =(Ll1, p=0.025; Figure 4E). In summary, the Sud correlated
positively with the dinical scoring of the mice and negat tvely with
the TRT, while the CC correlated negatively with the inner retinal
layer thickness (Figare 4).

The Semi-Automated Step-By-Step
Protocol Can Be Validated by

Histological Analysis

As a final confirmatary step, we validated the microglial cSLO
readouts by a histological assessment. For this purpose, retinaeof

I8 representative mice (6 EAE, 6 sham-treated & naive mice)
were immunohistochemically stained with Ihal 12 weeks after
immunization and evaluated by a hlinded observer | Figare 5A).
Differences in microglial cell number at 12 weeks were analyzed
by AMOYV A, The cSLO imaging revealed significantly higher cell
numbers in the EAE gronp compared to the ather two groups
(Figure 5B). In line with these findings, the histological
assessment mevealed higher microglial cell mmbers in the EAE
animal compared to the sham-treated and naive mice, which
did not differ between each other, confirming the results of the
CSLOY measurement (Figure 5C). A positive correlation between
the cell count in the cSLOY image and the histological analysis was
demonstrated at 12 weeks after immunization (R = 0.177
p=0 {125, Figure 5D).

DISCUSSION

The reting represents an easily accessible compartment of the
CMS for in vive imaging by OCT as well as fundns imaging and
live-cell tracking by cSLO (26, 37). Longitadinally tracking the
microglial ¢SLO outcnmes revealed a steadily increasing CC and
Sud of all experimental groups over the perind of 12 weeks,
although the sham-treated and maive mice were not MO Gsss
imrnnized. Of note, the CC and SuA were significantly ower in
nafve and sham mice compared to EAE animals in the period of
maximun microglial activation (4-8 weeks post immunization|.
It sems reasonable to azsume that the increase in microglial cell
numbers and cell area in non-immunized animals can be
explained by the maturation of the animals (38). This should
be taken into acoount when planning experiments fooising on
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retinal microglia dynamics in mice of this age. In addition, the
genetic background of the animal stmin has to be considered
when performing experiments on brain myeloid cells, as it was
demonarated that genetic diversity significantly alters features
and dynamics of microglia, already in baseline newroimmune
funictions (39, 40). Theretore, these results obtained in mice with
a C5TBLS] background may not be transterable and will have to
be confirmed in other mouse grains,

While the 51O measurements presentsd a constant ncrease
in almost all parameters, the time courses of the retinal thickness
change measured by (0T showed an initial thickness loss one
week after immunization in EAE mice suggesting retinal damage
by early inflammatory processes. The thickness increase at week
Zcan be explained by edema linked to early microglial acivation
and astrogliosis. The tollowing decrease of the total retinal
thickness and IRL reflects the chronic neurodegeneration after
axonal demyelination and the acute inflammuatory insult (30, 411,

Technically, the challenge of keeping the optic nerve head
tocused and light saturation exactly identical during the
measurement and across the different time points of the mice
arose during the aptimization process of the study (36) The
image evaluation nsing cSLO is strongly influenced by
parameters such as image illumination and the laser angle an
the reting of the stamined animal, even leading to significant
differences between the baseline brightness values of the sham-
treated and EAE mice. In laboratory practice, it proved to be

025 for EAE w sharmraxind by GEE wilh Bonfamn cormacion,

extremely difficult to keep these parameters exactly identical over
repeated measurement sessions spanning several weeks,
Theretore, we decided to indude an adaptable threshold for
evaluation of the images. After the sub-step of contrasting the
microglia from the background, a threshold was manually set to
seprarate the microglial cell area from the background by means
of the mask {zee Figmre 1B). This approach of semi-automated
segmentation allowed the evaluator to compensate for variations
in illumination or tocus. At the same time, itisa potential sounce
of bias. This is why it is of the wmost importance, that the
investigator & blinded for the experimental groups. The step-by-
step protoonl was validated by histological retinal sections
stained with Ibal, which were manually counted and showed a
significant correlation with the results abtained by the cSLO.
Oither approaches opted for a fully automated segmentation
using constant thresholds at this paint of data acquisition (36, 42,
13). To delineate the microglia by a constant threshald, a fived
algorithm is applied based on parameters such as the cell
morphology to decide whether a microglial cell & “activated”
ar nat (36, 43). However, inaccurate and inconzsistent saturation
and focus settings can lead to artefacts in the GFP detection when
evaluating the images by a fully antomatic algorithm withowr the
possibility of correction. The semi-automatic step-by-step
pratocal presented here retains the possibility of correction by
the blinded observer, it it is more ime-consuming than a fully
automatic algorithm. In order to make it more time-etficient,
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future research should focus on developing a software tool for
automating the microglia masking proces.

The main challenges for the design of an automatic step-ty-
step protocol to evaluate the SLO-CXICR-19T images also
arose from the morphological changes of microglial cells during
activation. Upon activation, the cell shift from small cell somata
with long, ramified branches to an amoeha-like structure with
short cell processes (40, 42—44). This morphology can easly be
identified in histological sections, but may be challenging to
detect in c5L0OY images depending on the image focus and overlay
aof other microglial cellz during massive infiltration in the context
of EAE 42 ). However, compared to histology, the cSLO-method
allows to investigate the retinal microglial activation non-
invasively and longitudinally, reduding the number of animals
required, avoiding the inter-subject variability and opening
up opportunities to react promptly to the dynamics of
an experiment.

Orther researchers used cSLOY to investigate the morphological
changes of microglial cell in non-inflammatory models (45).
Dtifferent and possibly fully astomated algorithms may be
applicable to such model: where microglial activation and
miyeloid cell infiltration is les intense than it & in MOG EAE
where the huge number of microglia cells per image with
overlapping somata make the differentiation of individual
shapes extremely difficult. Therefore, in inflammatory models,
semi-automatic tracking by oSLO still requires histological
supplementation for morphological condusions.

Optomator response (OMR) i a method for investigating
dinical changes of the visual system which uses the optokinetic
mystagmus of the animals (24, 42). This conld provide a closer
link between clinical and microglial readouts in future gudies
than iz achieved with the clinical score and its focus on
locomotor change.

In summary, we identified cSLO parameters, which can help
to discriminate EAE animals trom sham-treated/nabre mice
based on retinal fundus images with CX3ICRI-GFP
fluorescence-labeled cells. CC and SuA were increased in EAE
and revealed correlations with the retinal thidmess changes
measured by OCT and with the clinical score, Our semi-
automated gep-by-step protocal can be helpful for numerous
research questions and may contribute to further decipher the
role of microglial polarization in models of inflammatory and
degenerating CHS diseases involving the retina
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3. Diskussion

In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse der Arbeit diskutiert, wobei zur besseren
Ubersicht eine Unterteilung in einen methodischen und einen inhaltlichen Diskussionsschwerpunkt
vorgenommen wird. Um die Anknlpfpunkte der Vertiefung leichter nachvollziehen zu kénnen wer-
den vorher knapp die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit anhand der in Kapitel 1.3 formulierten Ziel-
fragen rekapituliert:

I.) Charakterisierung der makroskopischen Dynamik von Mikroglia bei EAE in der cSLO

Im MS-Modell der EAE hat sich ein Zeitraum von 12 Wochen als Beobachtungszeitpunkt fir mikrog-
liale Aktivierung als geeignet herausgestellt, da sich vor allem in den Versuchswochen 4 bis 8 signifi-
kante Unterschiede in der Aktivitat von Mikroglia zeigen, die durch die MOG3;s.ssimmunisierung be-
sonders stark getriggert werden. Dariber hinaus fiel auf, dass auch die Kontrollgruppen (Naive,
Sham) eine konstant zunehmende Mikrogliaktivierung tber die Zeit von 12 Wochen zeigten, die al-
lerdings signifikant hinter derjenigen der Versuchsgruppe (EAE) zuriickblieb.

II.) Entwicklung eines halbautomatischen Algorithmus fiir das In-vivo-Tracking per cSLO

Aufgrund der histologischen Bestdtigung der Relation der drei Versuchsgruppen zueinander, wie sie
durch die cSLO im Hinblick auf die mikrogliale Aktivierung vorgegeben war, stellt sich das In-vivo-
Tracking von Mikrogliaktivitat tiber die Methode der cSLO in Verbindung zum halbautomatischen
Imagel-Algorithmus als addaquater und praktikabler Zugang dar, der im Gegensatz zur histologischen
Herangehensweise die Beobachtung eines Versuchstieres Gber die Zeit hinweg erméglicht und weni-
ger zeitintensiv ist.

[Il.) Etablierung geeigneter cSLO-Tracking-Parameter und die Beschreibung der Beziehung derselben
zu anderen Messwerten wie derjenigen der OCT und des klinischen Scorings.

Als geeignetste Tracking-Parameter fiir mikrogliale Aktivierung in der cSLO erwiesen sich Zellzahl (CC)
und Gesamtflache der Mikroglia (SuA). Helligkeitsparameter prasentierten sich hingegen als nicht
zielfihrend. In einem total Score kombiniert kann die Trennscharfe in der Unterscheidung von MOG-
Tieren und deren Kontrollgruppen deutlich im Vergleich zu der separierten Verwendung von SuA und
CC erhoht und somit mikrogliale Aktivierung genauer bestimmt werden. Korreliert man die fiir die
cSLO geeigneten Parameter mit Parametern von in der EAE etablierten Untersuchungsmethoden so
zeigen SUuA und CC eine negative Korrelation zu den Parametern der OCT reprasentiert durch die
totale Retinaschichtdicke (TRT) und die innere Retinenschichtdicke (IRL). Eine positive Korrelation
ergibt sich zum klinischen Scoring der Versuchstiere.

3.1 Methodendiskussion

3.1.1 Monitoring der funktionellen Beeintrachtigung per Optomotorischer Reaktion (OMR)

Das klinische Scoring der CX3CR-1°"-Mause wahrend der 12 Versuchswochen ist wichtig, um das
tatsdchliche funktionelle Outcome der auf Gewebeebene nachvollzogenen Entziindungsreaktion
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einschatzen zu kénnen. Es zeigt sich, dass die Mause mit zunehmender Entzindungsaktivitat starker
in ihrer lokomotorischen Aktivitat eingeschrankt werden.

Der genuine Zugangspunkt dieser Arbeit besteht darin, durch intensives Monitoring der Retinae der
Versuchstiere auf pathologische Prozesse des Ganzen ZNS zurilickzuschlieRen (48, 64, 65). Um eine
moglichst enge Ndhe zwischen den Bewertungsebenen fir funktionelle Betroffenheit einerseits und
fiir pathologischen Prozess andererseits zu realisieren, bietet es sich fiir zukiinftige Studien an, das in
dieser Arbeit verwendete klinische Scoring mit seinem Fokus auf dem Bewegungsapparat der Ver-
suchstiere um das Verfahren der OMR zu erganzen. In dieser wird der optokinetische Nystagmus
eines Versuchstieres verwendet, um die Beeintrachtigung seines visuellen Systems zu erfassen (66,
67). Somit ware der visuelle Pfad zugleich Zielobjekt fur die funktionelle und pathologische Bewer-
tung.

3.1.2 Semiautomatisch versus vollautomatisch

In dieser Untersuchung benutzen wir einen halbautomatischen Algorithmus fiir das Echtzeit in-vivo-
Tracking mikroglialer Aktivierung, was im Vergleich zu einem vollautomatischen Vorgehen mit einem
hoheren Zeitaufwand verbunden ist. Der halbautomatische Ansatz resultiert aus der Notwendigkeit
der manuellen Setzung eines Thresholds zur Eingrenzung der zuvor durch Kontrastverstarkung ge-
schaffenen Maske auf mikrogliale Fldache. Er kann zwischen unterschiedlichen cSLO-Bildern variieren.

Andere Ansatze entscheiden sich fiir eine vollautomatische Segmentierung mit konstantem Thres-
hold. Sie wenden einen festen Algorithmus auf Grundlage von Parametern wie der Zellmorphologie
und -helligkeit an, der jeder Zelle einen bestimmten Wert zuordnet. Uberschreitet dieser Wert den
festgelegten konstanten Threshold, gilt die Zelle als "aktiviert" und geht in die Detektion ein (66, 68,
69).

Den intrinsischen Schwierigkeiten bei der Erfassung mikroglialer Aktivierung kdnnen beide Ansatze
begegnen. So wandeln sich Mikrogliazellen bei ihrer Aktivierung von kleinen Zellsomata mit langen,
verzweigten Asten zu einer amdbenartigen Struktur mit kurzen Zellfortsatzen (50, 66, 69, 70).

Bei der Anfertigung von cSLO-Bildern begegnen jedoch auch extrinsische Herausforderungen. In der
Praxis hat sich gezeigt, dass es nicht realisierbar ist, den Kamerawinkel auf den Sehnervenkopf tGber
die verschiedenen Messzeitpunktehinweg exakt identisch zu halten. Gleiches gilt fur die Lichtsatti-
gung wahrend der Messung, die auf die Qualitat der cSLO-Bilder ebenfalls Einfluss nimmt (68). Somit
kénnen inkonsistente Sattigungs- und Fokuseinstellungen (ber die Versuchszeit zu Artefakten bei der
Mikrogliadetektion fiihren. Ein vollautomatisches Vorgehen, welches ungefiltert Parameter wie Zell-
morphologie und Helligkeit heranzieht, um liber die Detektion einer Zelle zu entscheiden, kann auf
die Herausforderungen der Bildakquisition nicht gesondert reagieren. Der hier verwendete halbau-
tomatisierte Algorithmus lasst durch die manuelle Festsetzung eines Thresholds Raum fiir Korrektu-
ren. Dem Nachteil des héheren Zeitaufwandes steht der Vorteil einer besseren Adaption der Bild-
auswertungssoftware auf die Qualitat der cSLO-Bilder gegeniiber. Damit das manuelle Setzen des
Thresholds allerdings nicht Einfallstor fir einen Untersucherbias wird, muss auf eine Untersucher-
verblindung beim Auswerten der Daten ebenso geachtet werden, ebenso wie auf die explizite Anga-
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be des gewihlten Threshold bei der Datenauswertung, die eine intersubjektive Uberpriifbarkeit er-
moglicht.

Nichtsdestotrotz ware es lohnenswert, in Zukunft halbautomatische und vollautomatische Algorith-
men anhand gleicher Bilder gegen einen Goldstandard zu vergleichen, um die Tragweite des geschil-
derten Problems besser einschdtzen und entsprechende Konsequenzen ziehen zu kénnen.

3.1.3 Notwendigkeit einer Einbeziehung von weiteren Tierstammen und MS-Modellen

Grundlage unserer Untersuchung war ein MOGssss induziertes EAE-Modell in B6.129P2(Cg)-
Cx3cr1®?-Mausen. Wie bereits erwdhnt zeichnet sich das spezifische Krankheitsprofil dieses auf
Black6-Mdause gestiitzten EAE-Modells durch einen monophasischen Verlauf mit Entziindung des
Riickenmarks und einem Schwerpunkt von CD4*-T-Zellen aus (7, 30, 46). Hierdurch entsteht ein Un-
terschied zu dem Verlauf der RRMS im Menschen.

Andere tierexperimentellen MS-Forschungsarbeiten zeigen eine Vielzahl alternativer Zugange im
Hinblick auf Versuchstierstamm und krankheitstauslésendes Antigen auf: So kdnnen basisches Mye-
linprotein, myelinspezisches Proteolipid-Protein und der Transfer spezifischer T-Zellen verwendet
werden, um entziindliche MS-Modelle zu induzieren. Ebenso herrscht eine Variabilitat bzgl. der Ver-
suchstiere, bei denen auch Ratten wie beispielsweise Lewis- oder Brown-Norweger-Rattenstimme
zum Einsatz kommen konnen (31, 48). Mit differenten Antigenen und Stammen lassen sich unter-
schiedlich geartete entziindliche Krankheitsverlaufe nachahmen, beispielsweise auch solche, die dem
Verlauf der PPMS sehr nahe kommen (71). Somit liegt eine Fllle unterschiedlicher MS-Tiermodelle
vor, die bestimmte Aspekte menschlicher MS-Verlaufsformen besser abbilden als andere.

Es wurde von verschiedener Seite darauf hingewiesen, dass die Unterschiedlichkeit von Tiermodellen
und Induktionsmethoden sich bis auf die Ebene mikroglialer und astrozytarer Beschaffenheit nieder-
schldgt und hier zu Unterschieden in quantitativer Ausstattung und qualitativem Verhalten von Mik-
roglia fuhrt (70, 72). Sogar verschiedene Mikrobiome rufen bei Tieren des gleichen Stamms unter-
schiedliche Verlaufe eines entziindlichen Modells hervor (32).

Aus diesen Uberlegungen ergeben sich mehrere Schlussfolgerungen: Wenn sich die Wahl von Tier-
stamm, Induktionsmethode und Mikrobiom auf mikrogliale Aktivitat auswirkt, gilt es, fir weitere
Forschung auf dem Feld der Mikrogliaaktivitdt in der MS die wichtigsten Mausstamme und Indukti-
onsmethoden unter der Fragestellung ihrer mikroglialen Bedeutung hin zu charakterisieren. Da jeder
Zugang eine spezielle Facette des MS-Verlaufs besonders gut nachahmt, kann durch die Kombination
verschiedener MS-Modelle die Rolle von Mikroglia im Gesamtverlauf der MS umfassender betrachtet
werden.

Auch aus dem Nachweis des Mikrobiomeinflusses eines Tieres auf seinen Krankheitsverlauf ergeben
sich Implikationen: Einerseits muss zwecks einer besseren Vergleichbarkeit unterschiedlicher For-
schungsprojekte versucht werden, die Vereinheitlichung der tierexperimentellen Versuchsbedingun-
gen bis auf die Ebene des Futters und der umgebenden mikrobiologischen Flora zu treiben. Auf der
anderen Seite eroffnen die Erkenntnisse den umgekehrten Weg, indem durch gezielte Beeinflussung
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der umgebenden Umweltfaktoren ihr Einfluss auf den Verlauf mikroglialer Aktivierung in einem MS-
Modell untersucht wird.

3.2 Ergebnisdiskussion

Wurden im ersten Teil der Diskussion die methodischen Zugange des Experiments reflektiert, geraten
nun die Ergebnisse desselben zwecks kritischer Einordnung in den Blick.

3.2.1 Einfluss von Korperwachstum auf mikrogliale Aktivierung

Wie zu erwarten unterscheiden sich die EAE-Gruppe in der cSLO-Bildgebung im Zeitraum grofSter
Entzlindungsaktivitat zwischen Woche 4 bis 8 besonders stark von der Naive- und Sham-Gruppe, was
sich in den Parametern der Zellzahl (CC) und der Mikrogliagesamtflache (SuA) signifikant widerspie-
gelt. Uberraschend ist der Umstand, dass sich in allen drei Versuchsgruppen iiber die Gesamtheit des
Experiments eine kontinuierliche Zunahme von SuA und CC zeigt, obwohl nur die EAE-Gruppe mit
MOG behandelt wurde. Fir die Sham-Gruppe lieRe sich diese Zunahme erklaren, indem wir dem
verwendeten Freundschem Adjuvanz und Pertussistoxin einen entziindungstreibender Einfluss zu-
schreiben, der sich in einer gesteigerten myeloiden Aktivitat niederschlagt. Allerdings zeigt sich auch
bei den unbehandelten Mausen ein Anstieg in SUA und CC lber die Zeit, sodass die Erklarung abseits
hiervon zu suchen ist.

Wahrend der Anstieg in der cSLO-Parameterstarke bei den EAE-Tieren besonders stark mit der Ent-
ziindungsstarke zu korrelieren scheint, gestaltet sich die Zunahme von SuA und CC bei Sham- und
Naive-Gruppe beinahe kontinuierlich. Dies legt den Verdacht nahe, die Entwicklung myeloider Aktivi-
tat mit dem kontinuierlichen Wachstum der Versuchstiere zu verbinden (37). Trifft diese Erklarung
zu, so mussen fir zukinftige Experimente zu Mikrogliaaktivitat feste Alterszeitrdume der Versuchs-
tiere definiert werden, um einerseits eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Experimenten zu
gewahrleisten und andererseits bei gewissen Altersstufen der Tiere mit bestimmten Ausgangswerten
von Mikrogliaaktivitat zu rechnen.

3.2.2 Diskontinuierliche Abnahme von TRT und IRL bei MOG-Tieren

Bei der Zusammenschau der Entwicklung von OCT- und cSLO-Daten tber 12 Wochen imponiert dari-
ber hinaus ein auffalliger Unterschied zwischen den Ergebnissen beider Zugange: Wahrend die Para-
meter der c¢SLO weitestgehend konstant Uber die Zeit hinweg steigen zeigen sich in der OCT eine
Unterbrechung der TRT- und IRL-Abnahme in Woche zwei, in der die Schichtdicken der Retina sogar
wieder zunehmen, um danach allerdings wieder kontinuierlich abzunehmen. Wie lasst sich diese
episodische Zunahme der Schichtendicke bei mit Blick auf die cSLO-Daten offensichtlich konstant
zunehmender Entziindungsaktivitat erklaren?
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Wir gehen davon aus, dass die Schichtendickenabnahme der ersten Woche aus friihen Netzhaut-
schaden aufgrund eines initialen Entziindungsprozesses resultiert. Die vorlibergehende Schichtdi-
ckenzunahme der Retina erklaren wir durch die Annahme einer Odembildung, wie sie beispielsweise
durch Mikrogliaaktivierung und Astrogliose erklarbar ist (73, 74). Konsekutive Neurodegeneration mit
axonaler Demyelinisierung konnte der Grund fiir die wieder kontinuierlich Retinaeschichtdickenab-
nahme ab Woche 4 in der OCT bei weiter bestehender mikroglialer Aktivierung sein.

3.2.3 Residente Mikroglia oder infiltrierende Monozyten?

Immunzellbewegung im Ganzen wird lGber komplexe Achsen von Chemokinrezeptoren und ihren
Chemokinliganden vermittelt. Dabei gestaltet sich das genaue Expressionsmuster der Achsen zell-
und organspezifisch (35, 75). Der in dieser Arbeit untersuchte CX3C-Rezeptor 1 findet sich in Bezug
auf das zentralnervose Immunsystem sowohl auf Mikrogliazellen mit ihrer entwicklungsgeschichtli-
chen Herkunft aus dem Dottersack als auch auf infiltrierenden Makrophagen bzw. Monozyten, die in
ihrer Genese dem hamatopoetischen System zuzuordnen sind. CX3C-Liganden sind dagegen ubiqui-
tar auf Neuronen des ZNS ausgepragt (30, 35-37, 52, 70, 76).

Von besonderem Interesse in der Erforschung autoimmuner entziindlicher ZNS-Prozesse ist unter
anderem die Interaktion myeloischer Zellen. Dabei stellt sich auch immer die Frage nach der genauen
Beziehung von aus der Peripherie infiltrierenden Monozyten und der im ZNS residenten Mikroglia.
Wadhrend einige Autoren bei autoimmunen Prozessen des Nervensystems initial eine Interaktion von
T-Zellen und residenter Mikroglia annehmen, der eine Phase von Monozyteninfiltration ins Gehirn
folgt (30, 36, 54), priorisieren andere eine Monozyteninfiltration lber die Blut-Hirn-Schranke als an-
fangliches Ereignis eines autoimmunen Entziindungsprozess, an das sich erst sekundar eine Mikrog-
liaaktivierung bzw. -interaktion anreiht (39, 49, 77). Wie bereits erwahnt pragen sowohl Monozyten
als auch Mikroglia CX3C-1-Rezeptoren auf ihrer Oberflache aus, weshalb eine Unterscheidung beider
Zelltypen per cSLO, die das in den Rezeptor eingebrachte griin fluoreszierende Protein detektiert, in
vivo mit den Mitteln der hier angestrengten Untersuchung nicht moglich ist (49, 52). Zwar wurde
darauf hingewiesen, dass beispielsweise zu Beginn einer EAE Mikroglia vornehmlich CX3C-R-1 aus-
pragen wahrend Monozyten CC-R2 aufweisen, doch kommt es im Laufe des Entziindungsprozesses
zu einer zlgigen Angleichung im Sinne einer Ausprdagung von CX3C-R-1 auch auf Monozy-
ten/Makrophagen (49). Mit den vorliegenden Mitteln ist demnach beim Echtzeit-Tracking von myelo-
ischen Zellen per cSLO keine Unterscheidung von Mikroglia und peripher eingewanderten Immunzel-
len moglich. Soll das Verhdltnis der beschriebenen Zellen ndher charakterisiert werden, muss das
Setting flr die Untersuchung modifiziert werden. Beispielhaft ist hier ein Ansatz von Heppner et al.
zu nennen, bei dem Uber Bestrahlung von Versuchstieren und anschlieRender Knochenmarkstrans-
plantation die Koexistenz von aciclovirresistenten Monozyten und aciclovirsensibler Mikroglia in ei-
nem Versuchstier erreicht wurde, was Raum fir die Modifikation und Erforschung des Zusammen-
spiels beider Komponenten des Immunsystems lasst (77). Alternativ ist ebenfalls die Kombination
von cSLO- mit Transkriptionsanalysen zur Unterscheidung von Mikroglia und Monozyten denkbar,
wie Cruz-Herranz et al. aufzeigen (22).
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3.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend ist es uns in der vorliegenden Arbeit gelungen, einen halbautomatischen Algo-
rithmus zu prasentieren, der ein Gleichgewicht zwischen schneller Datenauswertung und angemes-
sener Genauigkeit bietet, indem der Untersucher die Moglichkeit erhdlt, den Kontrastschwellenwert
manuell anzupassen. Dieser Algorithmus kann den Forschungsprozess zur Rolle der Mikroglia-
Aktivierung in Modellen von entziindlichen und degenerativen ZNS-Erkrankungen mit Beteiligung der
Netzhaut unterstitzen.

Auf die MS bezogen tragt die Arbeit dazu bei, einen Aspekt der komplexen Pathologie der Krankheit
naher zu erforschen und dadurch sowohl die Entstehung der MS als Ganzes besser zu verstehen als
auch mogliche therapeutische Angriffspunkte zu eruieren. Mit den sich zur Zeit in Zulassungsstudien
befindlichen Brutonkinase-Inhibitoren stehen eventuell erfolgversprechende Substanzen zur Verfi-
gung, die sowohl auf B- als auch auf myeloische Zellen wirken und somit die MS-Therapie mit ihrem
bisherigen Schwerpunkt auf T- als auch B-Zellen ergédnzen (24, 78).

Weiterhin kénnte genauere Kenntnis Uber die vielfdltige Rolle von Mikroglia im ZNS dabei helfen,
nicht nur die MS, sondern allgemeiner degenerative Prozesse des Gehirns besser zu verstehen. Hie-
raus ergaben sich dann moglicherweise Anknlipfpunkte fiir die Frage, wie nicht nur Degeneration
vermieden werden, sondern sogar Regeneration unterstitzt werden kdnnte, ein Gebiet, auf dem
trotz immenser Forschungsarbeit leider bisher nur rudimentare Erfolge erzielt werden konnten.
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