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Bei der Entstehung und Progression
einer so komplexen und heteroge-
nen Erkrankung wie der Multiplen
Sklerose (MS) ist eine Vielzahl sowohl
genetischer als auch verschiedener
Umweltfaktoren beteiligt. Beson-
dere Aufmerksamkeit kommt dabei
seit Kurzem dem Mikrobiom zu,
welches vor allem im Darmgewebe
starken Einfluss auf das menschli-
che Immunsystem hat und dessen
Zusammensetzung und Eigenschaf-
ten sowohl wiederum durch den
menschlichen Wirtsorganismus und
vorliegende immunologische Ent-
ziindungsprozesse als auch durch
viele Umweltfaktoren beeinflusst
wird.

Hintergrund

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine hiu-
fige Erkrankung des Nervensystems, bei
der lokale Entziindungsherde im Ge-
hirn und Riickenmark entstehen, welche
langfristigNervenzellen und Axone schi-
digen. An den Entziindungsprozessen
sind verschiedenste Immunzellen betei-
ligt, als treibende Kraft werden jedoch
seit Jahrzenten autoreaktive T-Zellen
und - aufgrund des Erfolgs B-Zell-
gerichteter Therapien in den letzten Jah-
ren — auch B-Zellen gehandelt. Dabei
ist unklar, welche Autoantigene von
T- und B-Zellen erkannt werden. Zwar
sind einzelne Autoantigene, wie z.B.
das  Myelin-Oligodendrozyten-Glyko-
protein (MOG), beschrieben und aus-
fuhrlich in Tiermodellen im Hinblick
auf ihre Enzephalitogenitit untersucht
worden, jedoch lassen sich nur bei ei-
nem Bruchteil der MS-Patienten MOG-
spezifische T-Zellen und/oder B-Zel-
len bzw. Antikérper nachweisen. Dies
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kénnte zum einen daran liegen, dass bei
verschiedenen Patienten unterschiedli-
che Autoantigene erkannt werden. Zum
anderen werden durch einen einmal in
Gang gesetzten Entziindungsprozess und
die damit verbundenen Gewebeschiden
neue Antigene freigesetzt, und somit
kénnen auch Lymphozyten mit ande-
ren Antigenspezifititen zum Zeitpunkt
der Untersuchung dominieren, wohin-
gegen die Reaktivitit gegeniiber dem
urspriinglichen Antigen eventuell nicht
mehr detektierbar ist. Jedenfalls weist die
klonale Expansion CD8-positiver und
CD4-positiver T-Zellen sowie die Pri-
senz oligoklonaler Banden (Antikorper)
im Liquor darauf hin, dass die Entziin-
dungsprozesse im Zentralnervensystem
(ZNS) von antigenspezifischen Lym-
phozyten vorangetrieben werden [14,
15].

» Uber das GALT steht die
intestinale Mikrobiota in Kontakt
mit dem Immunsystem

Wann, wie und wo aber kommt es iiber-
haupt zu einer Aktivierung autoreakti-
ver T- und B-Zellen? Autoreaktive Lym-
phozyten sind auch im Repertoire ge-
sunder Menschen enthalten und wer-
den bei Patienten durch eine Kombinati-
on von genetischen und Umweltfaktoren
aktiviert. Bei den Umweltfaktoren wer-
den neben den schon linger bekannten
Faktoren wie z.B. Rauchen, Vitamin-D-
Mangel und EBV(Epstein-Barr Virus)-
Infektion in der letzten Zeit auch die Ein-
fliisse der Mikrobiota diskutiert, welche
sich aus Millionen verschiedener Spezi-
es aus dem Reich der Bakterien, Archaea
und Pilze zusammensetzt. Dabei kommt

der intestinalen Mikrobiota eine beson-
dere Rolle zu, da sie iiber das darmasso-
ziierte lymphoide Gewebe (,,gut-associ-
ated lymphoid tissue, GALT) besonders
in Kontakt zum Immunsystem steht.

Unter GALT fasst man die Ansamm-
lung von Immunzellen in der Lamina
propria, in der Epithelschicht sowie in
den Peyer-Plaques des Darms zusam-
men (B Abb. 1). Diese Strukturen sind
iiber Lymphgefifle mit den assoziierten
Lymphknoten und von dort aus mit dem
gesamten Immunsystem des Korpers
verbunden. Das GALT enthilt sowohl
antigenprésentierende Zellen (APCs) als
auch T-Zellen, B-Zellen und Antikérper
und dient der Kontrolle von Pathogenen
bei gleichzeitiger Toleranz gegeniiber
niitzlichen Mikroorganismen. Die APCs
im GALT prozessieren und prisentieren
neben aus Nahrungsmitteln stammen-
den Proteinen eine Vielzahl mikrobieller
Antigene. Basierend auf dieser Viel-
falt von Antigenen wurde die Theorie
entwickelt, dass aufgrund molekularen
Mimikrys Fremdantigene auch zur Ak-
tivierung einer autoreaktiven adaptiven
Immunantwort fithren koénnen. Zu-
satzlich stimuliert die Mikrobiota tiber
verschiedenste Signalwege die unspezi-
fische Immunantwort, was wiederum zu
einer antigenunabhéngigen Basisakti-
vierung der Lymphozyten fithren kann.
Auflerdem beeinflussen die Stoffwech-
selprodukte (Metabolite) der Mikrobiota
wie z.B. kurzkettige Fettsduren (,,short
chain fatty acids‘, SCFA), die bei der
Zersetzung faserreicher Nahrung durch
bestimmte mikrobielle Spezies entste-
hen, ebenfalls das Immunsystem und
kénnen - je nach Metabolit — proinflam-
matorische oder regulatorische Wirkung
haben.
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Zusammenfassung - Abstract

Insgesamt ist zu beachten, dass sich
die Zusammensetzung und Funktion der
Mikrobiota in verschiedenen Regionen
des gastrointestinalen Systems erheblich
verdandert. Dies hingt unter anderem
mit dem unterschiedlichen pH-Wert,
Wasser- und Sauerstoffgehalt und Nahr-
stoffangebot des Darminhaltes sowie mit
unterschiedlichen Passagezeiten in den
verschiedenen Segmenten zusammen.
Grundsitzlich nehmen die Bakterien-
dichte sowie der Anteil der anaeroben
Bakterien longitudinal bis zum Dick-
darm hin immer mehr zu. Zusitzlich ist
die Dichte im Darmlumen am hdchsten
und nimmt radial zu den Darmwénden
hin ab.

Die Darmwinde sind von einer
Schleimschicht (Mukus) bedeckt, die
sowohl durch die mechanische Barriere
als auch durch darin enthaltenen anti-
mikrobiellen Molekiile unter anderem
dazu dient, den menschlichen Organis-
mus vor dem Eindringen der Mikrobiota
zu schiitzen. Auch die Schleimschicht
unterscheidet sich in ihrer Dicke und
Zshigkeit zwischen den verschiedenen
Darmsegmenten. Trotz ihrer Barriere-
funktion ist sie diinn mit spezialisierten
Spezies besiedelt, welche aufgrund des
nahen Kontaktes das Immunsystem be-
sonders beeinflussen (8 Abb. 1).

Die longitudinalen und radialen Un-
terschiede im Mikrobiom sind verkniipft
mit immunologischen Unterschieden im
GALT. Dies zeigt sich beispielsweise an
der Differenzierung der T-Helferzellen
in Untergruppen. So beherbergt die
Schleimschicht im Ileum eine besonders
hohe Konzentration an kommensalen
Bakterien, welche im Tiermodell die
Differenzierung von T-Helferzellen in
Th17-Zellen fordern (in der Maus vor
allem SFB [,,segmented filamentous bac-
teria“]). Dies hat zur Folge, dass der
Anteil an Th17-Zellen im GALT des
Ileums hoher ist als im GALT der an-
deren Darmsegmente. Im GALT des
Dickdarms hingegen ist der Anteil an
regulatorischen T-Helferzellen hoher als
in anderen Darmsegmenten.

Zusétzlich variiert die Zusammen-
setzung des Mikrobioms natiirlich auch
stark interindividuell. Zum einen be-
einflussen genetische Faktoren vor al-
lem tber das Immunsystem auch die
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Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entziindli-
che Erkrankung des zentralen Nervensystems,
die malgeblich von autoreaktiven Lymphozy-
ten gepragt ist. Ein Faktor, der zur Aktivierung
dieser autoreaktiven Lymphozyten beitragen
konnte, ist der Einfluss der intestinalen Mi-
krobiota oder ihrer metabolischen Produkte
auf die Immunzellen im Darmgewebe. Hier
fassen wir den aktuellen Stand der Forschung
zusammen und beleuchten einerseits Studi-
en, welche anhand humanen Materials das
Mikrobiom von MS-Patienten untersuchen
und charakterisieren. Andererseits stellen wir
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Studien vor, die klassische oder humanisierte
Tiermodelle nutzen, um den Einfluss
bestimmter Mikrobiotaspezies oder Mikrobio-
tazusammensetzungen auf das Immunsystem
und den Krankheitsverlauf zu definieren

und eventuelle Kausalzusammenhénge
aufzudecken.

Schliisselworter

Autoreaktive Lymphozyten - Darmassoziiertes
lymphoides Gewebe - Experimentel-

le autoimmune Enzephalomyelitis -
Stuhltransplantation - Metabolite

Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory
disease of the central nervous system driven
by autoreactive lymphocytes. Due to its close
contact with the gut-associated lymphoid
tissue, the intestinal microbiota and/or their
metabolites may be one of the factors that
influence the activation of autoreactive
lymphocytes. This article summarizes and
discusses the current research efforts to
characterize the microbiome of MS patients
using human material. In addition, we present
research studies that utilized classical or

Microbiota and multiple sclerosis

humanized animal models to determine the
influence of certain microbiota species or
compositions of microbiota on the immune
system and disease progression and to define
possible causal associations.

Keywords

Autoreactive lymphocytes - Gut-associated
lymphoid tissue - Experimental autoimmune
encephalomyelitis - Fecal transplantation -
Metabolites

Mikrobiota. Zum anderen wirken sich
Umweltfaktoren wie z. B. der Einsatz ver-
schiedener Antibiotika und Probiotika,
Erndhrung (Fett-, Salz-, Ballaststoffge-
halt) und orale Medikamente stark auf
die Zusammensetzung der Mikrobiota
aus.

Die Hypothese eines kausalen Zu-
sammenhanges der Interaktion des
Immunsystems mit einem dysbioti-
schen Mikrobiom in der Entstehung
von Autoimmunerkrankungen wird u. a.
durch die Beobachtung einer weltweit
steigenden Privalenz von MS und ent-
ziindlichen Darmerkrankungen gestarkt,
insbesondere aber in Landern mit einem
verdnderten Lebensstil und einherge-
hender Veranderung der Ernihrung,
wie z.B. in Japan. Auflerdem verandern
wahrscheinlich akute und chronische
Entziindungsprozesse, die sich bei der

MS, aber auch bei anderen Erkrankun-
gen iber lange Zeitrdume entwickeln,
iiber das verdnderte Immunsystem auch
die Zusammensetzung der Mikrobio-
ta. Daraus resultieren Bemiihungen,
bestimmte Zusammensetzungen oder
einzelne Spezies zu identifizieren, die
mit dem Krankheitsbild assoziiert sind,
in der Hoffnung die Eigenschaften der
Mikrobiota zum Wohle des Patienten
relativ einfach und nichtinvasiv mani-
pulieren zu kénnen. Hier fassen wir den
aktuellen Stand der Forschung sowohl
an MS-Betroffenen als auch in Tiermo-
dellen zusammen, die darauf zielt den
Einfluss der Mikrobiota auf Entwicklung
und Progression der MS zu verstehen
(B Tab. 1).
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Abb. 1 A Mikrobiom in verschiedenen Darmregionen. a Zusammensetzung und Dichte der Mikrobiota verdndern sich tiber
die gesamte Lange des Darms. b Ein Querschnitt aus dem lleum zeigt die unterschiedliche Zusammensetzung und Dichte in
Lumen und Schleimschicht sowie den engen Kontakt zwischen Mikrobiota und GALT in der Lamina propria. APCs antigenpra-
sentierende Zellen, GALT ,gut-associated lymphoid tissue”, MLN mesenteriale Lymphknoten, SFB ,segmented filamentous
bacteria”, Th T-Helferzellen, Tregs regulatorische T-Zellen

Studien an MS-Patienten

In verschiedenen Studien (iberwiegend
kleinere Fallserien mit Kontrollgruppen,
einfache Analyse der Zusammensetzung
des Mikrobioms in Stuhlproben anhand
16S RNA-Sequenzierung) konnte gezeigt
werden, dass MS mit Verinderungen in
der Zusammensetzung des Mikrobioms
einhergehen kann (eine gute Ubersicht
liefert der Review von Probstel und Ba-
ranzini [25]). Jedoch zeigten sich die be-
schriebenen Assoziationen unterschied-
licher Bakterien mit MS sehr hetero-
gen und nicht immer reproduzierbar. Li-
mitierenden Einfluss hat hierbei sicher-
lich die niedrige Anzahlder untersuchten
Proben in genetisch heterogenen Eth-
nizititen mit unterschiedlichen Ernih-
rungsgewohnheiten sowie die vielen offe-
nen Fragen, wie unterschiedliche Fakto-
renwie z. B. MS-Therapien oder auch eine
Vitamin-D-Supplementation das Mikro-
biom beeinflussen. Eine MS-definieren-
de ,,Dysbiose”konnte daher bislang nicht
charakterisiert werden.

In zwei voneinander unabhingigen
Studien wurde versucht, die Einflussfak-
toren durch den Vergleich von unbehan-
delten MS-Patienten mit gesunden Kon-
trollen aus dem gleichen Haushalt oder

dem gesunden Zwilling eines fiir MS dis-
kordanten monozygoten Zwillingspaares
bestmoglich zu kontrollieren, und hier
konnte jeweils ein hoherer Anteil von
Akkermansia muciniphila bei den MS-
Patienten detektiert werden [1, 6]. Eine
Zunahme von Akkermansia hatte sich
bereits auch in zwei kleinen Fallserien
abgezeichnet [5, 16]. Akkermansia wird
zuden mukusdegradierenden Spezies ge-
zéhlt, die Funktion ist jedoch nur un-
vollstindig verstanden. Moglicherweise
kommt es durch den Abbau der Mukus-
schicht in der Darmwand zur Exposi-
tion mikrobieller Antigene, die dadurch
in Kontakt mit dem Immunsystem treten
6, 8, 10].

Allerdings liefern die bislang bei MS-
Betroffenen beschriebenen Veranderun-
gen des Mikrobioms aktuell keine Er-
klarungen der Entstehungsmechanismen
und fithren auch keinen Kausalitétsbe-
weis. Zudem ist unklar, ob die beobach-
teten Veranderungen evtl. auch sekun-
dére Folgen der Erkrankung sein konn-
ten. Beispielhaft hierfiir sind die teilweise
kontroversen Ergebnisse und damit asso-
ziierten Hypothesen beziiglich der Rol-
le von Akkermansia muciniphila: Einer-
seits konnte die in mehreren Studien be-
schriebene Zunahme von Akkermansia

muciniphila bei MS-Patienten mit einer
Verstirkung der proinflammatorischen
Th1-Zellantwort assoziiert sein [6]. An-
dere Daten weisen hingegen auf einen ge-
genregulatorischen protektiven Mecha-
nismus hin: So konnte eine Anreiche-
rung einer bestimmten microRNA (miR-
30d) im Stuhl unbehandelter MS-Patien-
ten und MS-Patienten im Schub nachge-
wiesen werden. Anschliefende Kolonisa-
tionsexperimente sowie orale Applikati-
on von miR-30d fithrten sowohl zu einer
Anreicherung von Akkermansia mucini-
phila als auch zu einer Aktivierung re-
gulatorischer T-Zellen und dadurch zu
einem milderen Verlauf der EAE (expe-
rimentelle autoimmune Enzephalomye-
litis; [20]).

» MS Patienten zeigen eine
Zunahme von Akkermansia
muciniphila im Mikrobiom

Des Weiteren stellt sich die Frage in-
wiefern das Mikrobiom unabhingig
von initialen Triggermechanismen im
Verlauf der MS variiert und Krankheits-
verlauf/-aktivitit modifizieren konnte. In
einer kiirzlich publizierten Studie wurde
ein Zusammenhang des Mikrobioms
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Tab. 1

Wichtige Studien zum Zusammenhang zwischen Mikrobiota und Multipler Sklerose

Orale Therapie mit verschiedenen Antibiotika im EAE-Modell

Reduktion der spontanen EAE-Inzidenz in der GF-RR-Maus, Anstieg nach

Kolonisation von GF-Mausen mit kommensalen SFB verschlimmert aktive
EAE durch Induktion proinflammatorischer Zytokine (IL-17A und IFN-y) und

Transfer spezifischer humaner Darmbakterien (Prevotella histicola) fiihrt zu ei-
ner Suppression der aktiven EAE durch Reduktion von Th1-Zellen und Anstieg
der antiinflammatorischen regulatorischen T-Zellen

Mikrobiomanalyse von 34 monozygoten Zwillingspaaren mit Diskordanz

fiir MS zeigt einen Anstieg von Akkermansia muciniphila bei unbehandelten
MS-Patienten, Transfer des humanen Mikrobioms in GF-RR-Maus triggert EAE
in Abhédngigkeit des Erkrankungsstatus des Donors

MS-Patienten (n=71) weisen im Stuhl eine Vermehrung von Akkermansia
muciniphila und Acinetobacter calcoaceticus auf; im Transfermodell induziert
A. muciniphila die Differenzierung von Th1-Zellen und A. calcoaceticus sup-

Serum und Stuhlproben von MS-Patienten zeigen Reduktion von Propion-
saure sowie eine Reduktion SCFA-produzierender Bakterien (Butyricimonas);
Supplementation mit Propionsaure induziert regulatorische T-Zellen

Anstieg von microRNA miR-30d im Stuhl von MS-Patienten und EAE-Mdusen
bei hoher Krankheitsaktivitat; Kolonisation von Mausen mit zum Zeitpunkt
hoher Krankheitsaktivitdt entnommenem fakalem Material mildert den EAE-
Verlauf ab; oral verabreichte synthetische microRNA fiihrt zu einem Anstieg
von Akkermansia muciniphila und regulatorischen T-Zellen und mildert den

Im Blut von SPMS-Patienten (n = 34, RRMS n = 33) zeigt sich eine Reduktion
von durch das GALT und Mikrobiom verinderten CCR9*CD4*-T-Zellen

Analyse von Stuhlproben von MS-Patienten (n = 98) und gesunden Kontrollen

Untersuchte Referenz  Methode und Beobachtung
Spezies
Mausmodell  Ochoa-

Reparaz et

al.[23]
Mausmodell  Berer et al.

[3] bakterieller Rekolonisation
Mausmodell  Leeetal.

[19]

Aktivierung von Th17-Zellen

Mausmodell Mangalam

etal. [21]
Humane Berer et al.
Proben/ [1]
humanisierte
Mduse
Humane Cekana-
Proben/ viciute et
humanisierte  al. [6]
Mduse primmiert die regulatorischen T-Zellen
Humane Duscha et
Proben/ al.[9]
Mausmodell
Humane Liuetal.
Proben/ [20]
Mausmodell

EAE-Verlauf

Humane Kadowaki
Proben etal.[17]
Humane Reynders
Proben etal. [26]

(n=120), Vergleich in 5 Subgruppen; Reduktion des ,dysbiotischen” Entero-
typs Baceroides2 bei IFN-behandelten und unbehandelten MS-Patienten im
Schub, Assoziation einer Reduktion von Butyricicoccus mit Schweregrad der
Erkrankung

Hauptaussage

Antibiotikatherapie moduliert die pe-
riphere Immuntoleranz und reduziert
die EAE-Inzidenz

Intestinales Mikrobiom triggert EAE
liber Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
im Darm

Kolonisation mit kommensalen Bakteri-
en verschlimmert EAE

Spezifische humane Darmbakterien
supprimieren EAE

Ein humanes ,MS-Mikrobiom” kann die
Erstmanifestation der EAE triggern

Humanes ,MS-Mikrobiom” fiihrt zu
einer Dysregulation von T-Zell-Antwor-
ten

Supplementation mit Propionsaure
zeigt positive Effekte auf den Krank-
heitsverlauf von RRMS-Patienten

Komposition des Mikrobioms kann
Uiber microRNA reguliert werden;
Mikrobiomveranderungen konnen
gegenregulatorische Funktionen dar-
stellen und protektive Mechanismen
aufweisen

Identifikation einer gestorten Im-
munregulation von aus dem GALT
stammenden proinflammatorischen
T-Zellen bei SPMS-Patienten

Unterschiede im Mikrobiom von
MS-Patienten in Abhdngigkeit von The-
rapie, Krankheitsverlauf und Schwere-
grad

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, GF ,germfree” Th T-Helferzellen, IFN Interferon, IL Interleukin, RR ,relapsing-remitting’, RRMS ,relapsing
remitting multiple sclerosis’, SCFA ,short chain fatty acids’, SFB ,segmented filamentous bacteria’, SPMS sekundar progrediente Multiple Sklerose

mit verschiedenen ,,MS-Phinotypen®
beschrieben [26]. 98 MS-Patienten wur-
den in 5 Untergruppen eingeteilt (un-
behandelte RRMS [, relapsing remitting
multiple sclerosis“], unbehandelte RRMS
wihrend eines Schubes, unbehandelte
milde MS, Interferon(IFN)-behandelte
RRMS und PPMS [primir progredi-
ente Multiple Sklerose]) und mit 120
gesunden Kontrollen verglichen. In der
Gruppe der IFN-behandelten und der
unbehandelten MS-Patienten im Schub
zeigte sich insgesamt eine Reduktion
der Dichte und Variabilitit des Mikro-
bioms (,,microbial richness®). Auflerdem
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erfolgte eine Beurteilung der verschie-
denen Enterotypen mit einer hoheren
Privalenz des als ,dysbiotisch® einzu-
ordnenden Enterotyps Bacteroides2 in
der Gruppe der IFN-behandelten Pa-
tienten. Eine inverse Korrelation von
Butyricicoccus mit dem Schweregrad der
Erkrankung sowie eine Reduktion bei
Patienten mit PPMS implizieren Bu-
tyricicoccus hingegen als potenziellen
Kandidaten fir ein Probiotikum.

Auch fiir SPMS (sekunddr progredi-
ente Multiple Sklerose) gibt es Hinweise
auf eine gestérte Inmunregulation durch
GALT-assoziierte Lymphozyten: Im Blut

von SPMS-Betroffenen konnte eine Re-
duktion einer Subgruppe von CD4*-Me-
mory-T-Zellen identifiziert werden, die
sowohl den Chemokinrezeptor CCR9 als
auch das Adhésionsmolekiil a4 7 mitho-
her Affinitit zum GALT exprimieren, so-
wie einen (durch Signale des intestinalen
Mikrobioms) verinderten funktionalen
Phinotyp aufweisen mit Verlust regula-
torischer Funktionen zugunsten proin-
flammatorischer Eigenschaften [17, 29].

In einer internationalen multizentri-
schen Studie (international MS microbio-
me study, www.imsms.org) erfolgt aktuell
die Analyse des MS-Mikrobioms in einer


http://www.imsms.org
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grofien MS-Population (Ziel >1000 Pati-
enten) und jeweils einer gesunden Kon-
trolle aus dem gleichen Haushalt, um das
»MS-Mikrobiom“ und den Einfluss von
MS-Therapeutika genauer zu charakteri-
sieren [28].

» SCFAs kénnten den positiven
Effekt eines eubiotischen
Mikrobioms ,imitieren”

Anstelle der Modifikation des Mikro-
bioms durch Ernihrung, Antibiotika
oder Probiotika gibt es weiterhin Ide-
en, die positiven Effekte eines eubio-
tischen Mikrobioms zu ,imitieren®
und im Fokus stehen diesbeziiglich
die kurzkettigen Fettsduren (SCFAs).
Diese Metabolite entstehen bei Abbau/
Verdauung/Prozessierung  unverdauli-
cher faserreicher Ballaststoffe durch
bestimmte Darmbakterien und haben
immunmodulatorische Effekte, wie z.B.
einen Anstieg der regulatorischen T-Zel-
len (Tregs) und eine Reduktion der Th1-
und Th17-Zellen. Eine Reduktion ver-
schiedener SCFAs (Acetat, Propionat
und Butyrat) wurde kiirzlich in Stuhl-
proben von RRMS- und auch SPMS-
Patienten detektiert [9, 27]. Fir Propio-
nat konnte zudem auch eine Reduktion
im Serum von MS-Patienten detektiert
werden einhergehend mit einer Redukti-
on der SCFA-produzierenden Bakterien
Butyricimonas [9]. In einer interventio-
nellen Studie mit oraler Supplementation
von Propionat iiber einen Zeitraum von
3 Jahren konnte bei therapienaiven MS-
Patienten oder behandelten MS-Pati-
enten als ,,Add-on“-Therapie (n=91)
eine Verbesserung des Krankheitsver-
laufes (Schubrate, Hirnatrophie) erzielt
werden. Funktionelle Analysen des Mi-
krobioms detektierten eine vermehrte
Expression von Genen, welche die Dif-
ferenzierung regulatorischer T-Zellen
beeinflussen, was zu einer Wiederher-
stellung des Gleichgewichts zwischen
Tregs und Th17-Zellen fiihrte.

Eine weitere kurzkettige Fettsdure ist
das Butyrat, welches im Dickdarm die
Entstehung regulatorischer T-Zellen for-
dert und z.B. bei chronischer Darment-
ziindung (,inflammatory bowel disease®,
IBD) antiinflammatorische Effekte zeigt.

1102 ‘ Der Nervenarzt 12 - 2020

Butyrat wird unter anderem von Clostri-
dien produziert und interessanterweise
konnte eine japanische Studie eine Re-
duktion mehrerer Clostridienstimme bei
MS-Patienten feststellen [22]. Wie genau
sich Butyrat in der MS auf immuno-
logische Vorginge auswirkt, muss noch
untersucht werden, allerdings weist eine
neuere Studie darauf hin, dass Butyrat
auch direkte Effekte auf Oligodendrozy-
ten haben kann und der Demyelinisie-
rung entgegenwirkt [7].

Verschiedene Assoziations- und Inter-
ventionsstudien verfolgen das Ziel, den
Einfluss der Erndhrung auf die MS zu un-
tersuchen, hierbei zeichnen sich zusam-
menfassend positive Effekte einer ausge-
wogenen mediterranen Didt mit einem
hoheren Anteil mehrfach ungesittigter
Fettsdure als eher giinstig ab. Die genau-
en Mechanismen, insbesondere auch die
Effekte auf das Mikrobiom, sind aber nur
unzureichend geklirt (eine gute Uber-
sicht bietet der Artikel von Linker et al.
(13]).

Fiir ein weiterfithrendes Verstindnis
der komplexen Interaktion von Mikro-
biom und Immunsystem in Krankheit
und Gesundheitsind Studienan grofieren
und besser kontrollierten humanen Ko-
horten notwendig, die tiber die deskripti-
ve 16S RNA-Untersuchungen hinausge-
hende Analysen des gesamten mikrobiel-
len Metagenoms (,whole genome shot-
gun metagenomic sequencing®) verfol-
gen. Dadurch kann das Verstindnis der
funktionellen Mechanismen der Interak-
tion von Mikrobiom und Immunsystem
erweitert und eine Detektion potenziel-
ler Homologien zu humanen Sequenzen
(die molekulares Mimikry triggern kon-
nen) ermoglicht werden.

Studien an Mausen

Um mechanistische Einblicke zu erhal-
ten, wie die Mikrobiota die Entstehung ei-
ner autoreaktiven enzephalitogenen Im-
munantwort beeinflusst, wenden wir uns
dem Tiermodell zu. Die aktive experi-
mentelle autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE) wird traditionell in Mausen durch
subkutane Immunisierungz. B. mit MOG
zusammen mit Adjuvans ausgelost. Mit-
hilfe des Adjuvans kommt es dabei zur
Aktivierung vor allem MOG-spezifischer

CD4-T-Zellen, welche dann ins ZNS ein-
wandern und einen Prozessinitiieren, der
zu Entziindungsherden und zunehmen-
den Lahmungen im Tier fithrt (@ Abb. 2).
Je nach Mausstamm eignen sich auch an-
dere Myelinproteine wie z. B. Proteolipid-
protein (PLP) oder ,,myelin basic prote-
in“ (MBP) fiir die aktive Immunisierung.
Obwohl die Aktivierung der autoreakti-
ven T-Zellen primér in den Lymphkno-
ten stattfindet, die den Immunisierungs-
ort drainieren, fithrt erstaunlicherweise
bereits in diesem Modell eine Behand-
lung mit einem Breitbandantibiotikum
zu einer Abschwichung des Krankheits-
verlaufes [23]. Dies weist darauf hin, dass
sogar bei gezielter Einbringung des Au-
toantigens Bestandteile und/oder Stoff-
wechselprodukte der Mikrobiota einen
wichtigen Beitrag zur (Re-)Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen leisten.

» V. a. bei der initialen
Aktivierung autoreaktiver
Lymphozyten spielt die
Mikrobiota eine Rolle

Um das kiinstliche Einbringen von Au-
toantigen und Adjuvans zu vermeiden
und so einer natiirlichen Pathogenese na-
her zu kommen, wurden vor einiger Zeit
auch genetische Mausmodelle generiert,
welche transgene autoantigenspezifische
T-Zell- (und manchmal auch B-Zell-)Re-
zeptoren tragen und daraufhin spontan
eine EAE entwickeln. Hier ist beispiels-
weise das optikospinale EAE(OSE)-Mo-
dell zu erwéhnen, in dem sowohl CD4-
T-Zellen als auch B-Zellen einen MOG-
spezifischen Rezeptor tragen und die Tie-
re durch die Kooperation beider Zellty-
pen bereits im Alter von 4 bis 5 Wochen
spontan EAE entwickeln [4, 18]. Auch
in diesem Modell sowie in einem wei-
teren spontanen EAE-Modell zeigt die
Behandlung mit Antibiotikum einen pro-
tektiven Effekt, wenn vor Krankheits-
beginn behandelt wird [11, 31]. Ist die
Krankheit allerdings einmal ausgebro-
chen, bewirkt eine antibiotische Behand-
lung keine Abschwichung, was darauf
schlielen ldsst, dass die Mikrobiota vor
allem bei der initialen Aktivierung der



1) Immunisierung mit
Myelin-Ag und Adjuvans

1) T Zellen: transgener
Myelin-spezifischer TZR

2) anti- J’\{‘f
Myelin-Abs A1

autoreaktiven Lymphozyten in der Peri-
pherie eine Rolle spielen.

Auflerdem konnte der aktivierende
Einfluss der Mikrobiota eindrucksvoll
im Relapsing-remitting(RR)-Modell de-
monstriert werden: In dieser Linie haben
die T-Zellen ebenfalls einen MOG-spezi-
fischen T-Zell-Rezeptor (TZR) auf einem
anderen genetischen Hintergrund sowie
endogene MOG-spezifische B-Zellen. Im
Alter von ca. 3 bis 6 Monaten entwickeln
die Tiere spontane EAE oft mit einem
schubférmigen Verlauf [24]. Wachsen die
RR-Miuse jedoch in keimfreier Haltung
auf, sind sie fast vollstindig geschiitzt,
wohingegen eine Kolonisierung keim-
freier RR-Tiere mit fikalem Material
normal gehaltener Tiere innerhalb we-
niger Wochen zur Entwicklung von EAE
fithrt [3]. Parallel konnte auch nach akti-
ver Immunisierung gezeigt werden, dass
keimfreie Miuse einen milderen Verlauf
haben und dass eine Kolonisierung mit
Bakterien, welche die Th17/Th1-Antwort
fordern wie z. B. SFB, eine deutliche Ver-
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\

. 2) Aktivierung Myelin-
spezifischer T Zellen
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o

Tage nach Immunisierung

Abb. 2 « Multiple-Sklero-
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2) Myelin-spezifische

W B Zellen/ PB /PC

schirfung des Krankheitsverlaufes zur
Folge haben [19].

Zusitzlich zu grundsitzlichen Studi-
en zur Kausalitit erlauben die Tiermo-
delle auch mechanistische Einblicke. So
konnen beispielsweise iiber 16s-Sequen-
zierung Verdnderungen in der Zusam-
mensetzung der bakteriellen Mikrobio-
ta durch Manipulationen bei gleichzeiti-
ger Analyse der Immunantwort durch-
gefithrt werden. So konnte z. B. gezeigt
werden, dass eine ballaststoffreiche Di-
at im OSE-Modell einen protektiven Ef-
fekt hat [2]. Dies geht mit vielen Ver-
anderungen in der Zusammensetzung
der Mikrobiota, vor allem aber mit ei-
ner Verdnderung von Metaboliten wie
einer Zunahme langkettiger Fettsduren
einher. Diese Verinderungen sind mit
einer Verschiebung der Immunantwort
zu Th2 assoziiert, die in der EAE die
pathogene Th1l-Antwort hemmt. Ande-
re Studien im aktiven EAE-Modell hin-
gegen assoziieren langkettige Fettsduren
mit einer verstirkten Th17-Antwort im

Alter (Wochen)

x ) se-Mausmodelle: a aktiv

induzierte vs. b spontane
experimentelle autoim-
mune Enzephalomyelitis.
TZRT-Zell-Rezeptor, iLN in-
guinale Lymphknoten,
Abs Antikoerper, PB Plas-
mablasten, PC Plasmazel-
len

GALT und verschlechtertem Krankheits-
verlauf, wohingegen kurzkettige Fettsdu-
ren wie z.B. Propionat die Differenzie-
rung regulatorischer T-Zellen im GALT
und dadurch einen milderen Krankheits-
verlauf fordern [12]. Diese Unterschiede
sind wahrscheinlich auf unterschiedliche
pathogenetische Mechanismen von akti-
ver vs. spontaner EAE zuriickzufiihren.

Des Weiteren hat auch der Salzge-
halt der Nahrung einen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Mikrobiota und
damit auch auf das Immunsystem: In
Miusen reduziert eine Hochsalzdiét un-
ter anderem Lactobacillus murinus [30].
Da diese Bakterien normalerweise Tryp-
tophan zersetzen, fiihrt dies auch zu einer
Reduktion von Tryptophanstoffwechsel-
produkten, welche die Differenzierung
von Th17-Zellen hemmen. Daher konn-
te die verstidrkte Th17-Antwort und die
damit verbundene Verschlimmerung des
Krankheitsverlaufes nach aktiver Immu-
nisierung auf die Reduktion von Lactoba-
cillus murinus zuriickzufithren sein. Ei-
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Gesunde Kontrolle

MS Patient

ne Bestitigung in anderen (spontanen)
EAE-Modellen steht allerdings noch aus.

Insgesamt zeigen die hier genann-
ten Beispiele, dass die Zusammenhénge
zwischen der Zusammensetzung der
Mikrobiota, den metabolischen Profilen
und Verinderungen im Immunsystem
des Wirts sehr komplex sind. Selbst
wenn es gelingt, einzelne Mechanismen
und kausale Verkniipfungen herauszu-
arbeiten, ist es dennoch moglich, dass
diese sich in einem anderen Modell oder
auf einem anderen genetischen Hin-
tergrund nicht bestdtigen. Daher stellt
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus
Mausstudien auf menschliche Patienten
mit ihrer genetischen Diversitit und
einer vollig anderen Ernahrungsweise
und Mikrobiotazusammensetzung eine
grofle Herausforderung dar. Um sich der
Losung dieser Probleme anzunihern,
wurden in den letzten Jahren vermehrt
Studien mit humanisierten gnotobioti-
schen Mdusen durchgefiihrt.
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Keimfreie Maus
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Keimfreie Maus

Humanisierte Mause

Um humanisierte Méuse zu generieren,
werden Tiere aus keimfreier Haltung
oder Tiere, die mit Antibiotikum be-
handelt wurden, gezielt mit humanem
fikalem Material kolonisiert und kénnen
danach das experimentelle Krankheits-
modell durchlaufen (@ Abb. 3). Dabei
ist zu beachten, dass aufgrund des un-
terschiedlichen Wirts nur ein Teil der
mikrobiellen Spezies langfristig von
Mensch zu Maus tibertragbar sind und
das ,humanisierte Mikrobiom in der
Maus daher nicht 1:1 dem Mikrobi-
om des menschlichen Spenders ent-
spricht. Trotzdem bietet dieser Ansatz
die Moglichkeit, den Einfluss der er-
folgreich iibertragenen Spezies auf den
Krankheitsverlauf zu untersuchen und
durch den Vergleich von gesunden und
erkrankten Spendern pathogene oder
protektive Spezies zu identifizieren.

So konnte kiirzlich in zwei unabhin-
gigen Studien gezeigt werden, dass eine

Abb. 3 <« Generation hu-
manisierter Mause. EAE ex-
perimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis

Kolonisierung mit fikalem Material von
MS-Patienten im Vergleich zu gesunden
Spendern sowohl in der durch Immuni-
sierung hervorgerufenen EAE einen ver-
schirften Krankheitsverlauf als auch in
der spontanen EAE einen signifikanten
Anstieg der Inzidenz zur Folge hat [1, 6].

Ein Nachteil von Kolonisierungsexpe-
rimenten mit fakalem Material ist, dass
darin aufgrund der hoheren Bakterien-
dichte die luminalen Dickdarmbakterien
dominieren. Da aber gerade die muko-
saassoziierten Bakterien im Diinndarm
einen groflen Einfluss auf das Immun-
system zu haben scheinen, wiren Ko-
lonisierungsexperimente mit segments-
pezifischen Spezies wiinschenswert, stel-
len aber eine technische Herausforde-
rung dar, da diese nur invasiv ,geern-
tet werden konnen und viele Spezies
nur schwierig zu kultivieren sind. Kiirz-
lich konnte allerdings der immunregu-
latorische Effekt des humanen Diinn-
darmbakteriums Prevotella histicolain ei-
nem EAE-Modell gezeigt werden: Die Be-
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handlung von PLP-immunisierten Mau-
senmit P, histicola reduzierte die Zahl der
erkrankten Tiere stark, forderte die Diffe-
renzierung regulatorischer T-Zellen und
verhinderte teilweise eine Anderung der
Mikrobiotazusammensetzung, wie sie in
den kranken Kontrolltieren zu beobach-
ten war [21]. So unterstreichen diese Er-
gebnisse auch, dass es wichtig ist, die Ef-
fekte einzelner Mikrobiotaspezies nicht
nur isoliert zu betrachten, sondern die
Auswirkungen auf die Gesamtkompo-
sition der Mikrobiota mit einzubezie-
hen. So konnen Monokolonisierungsex-
perimente zwar wichtige mechanistische
Hinweise liefern, sollten aber idealerwei-
se mit Experimenten kombiniert werden,
welche die Interaktion einzelner Spezies
mit der Gesamtmikrobiota so genau wie
moglich widerspiegeln.

Fazit fiir die Praxis

== |nnovative Forschungsmethoden
liefern immer neue Erkenntnisse bez.
des intestinalen Mikrobioms und
dessen Interaktion mit dem Immun-
system. Viele Pilotstudien deuten
darauf hin, dass Veranderungen des
Mikrobioms sowohl die Entstehung
als auch den Verlauf der Multiplen
Sklerose (MS) beeinflussen.
== Bislang konnte kein eindeutig mit
MS assoziierter Mikrobiomphéno-
typ identifiziert werden, aber es
gibt interessante Kandidaten und
spannende Hypothesen.
== |n Zukunft haben folgende weiter-
fiihrende Mikrobiomstudien hohe
Relevanz und Prioritat:
= Charakterisierung einer moglichen
»+MS-Dysbiose” in gut kontrollier-
ten groBen humanen Kohorten,
= Einfluss verschiedener MS-Thera-
peutika auf das Mikrobiom bzw.
Einfluss des Mikrobioms auf den
jeweiligen Therapieerfolg,
= Untersuchung immunologisch
relevanter Darmsegmente (ter-
minales lleum) und transversaler
Darmregionen (luminales vs. mu-
kosales Mikrobiom) zum Verstand-
nis der Interaktion von Mikrobiom
und Immunsystem,
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= Transfer- und Interventionsstu-
dien in sorgfdltig ausgewdhlten
Modellen der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyeli-
tis, um Kausalzusammenhange
aufzudecken.
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