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II. EINLEITUNG

1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (Enzephalomyelitis disseminata, MS) ist eine chronische,
entziindlich-degenerative Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Es kommt
sowohl in der grauen als auch in der weillen Substanz von Gehirn und Riickenmark zu

fokaler Entmarkung (Demyelinisierung) (Alastair Compston, 2006).

Zu den klassischen Symptomen der MS zdhlen Sehstérungen, Gangstorungen, Fatigue
(generalisierte Erschopfung) und Missempfindungen an Extremitidten und Rumpf (Olek,
2016). Die Art und Stédrke der klinischen Symptome ist abhiingig von der Lokalisation

der demyelinisierten Lisionen im ZNS.

Die Pravalenz der MS ist weltweit verschieden. In Europa und Nordamerika sind ca. 150
von 100.000 Einwohnern betroffen (Prdvalenz: 0,15%). Im Vergleich dazu liegt die
Priavalenz in der restlichen Welt bei weniger als 0,03%. Mehr als die Hilfte der
Erkrankten sind junge Frauen. Das typische Erkrankungsalter liegt dabei zwischen dem
20. und 40. Lebensjahr (Kipp & Beyer, 2009; Leray, Moreau, Fromont, & Edan, 2016;
Stys, Zamponi, van Minnen, & Geurts, 2012).

Die Erkrankung wurde im 19. Jahrhundert von Robert Carswell und Jean Curveilhier
erstmals nachgewiesen. Beide waren angesehene Professoren der pathologischen
Anatomie und beschrieben zeitgleich um 1838 MS-typische Herde im Riickenmark und
dem Hirnstamm. 1849 veroffentlichte der deutsche Internist Friedrich von Frerichs seine
Arbeit iiber die ,,Diagnose Hirnsclerose“. Dennoch war Frerichs Beitrag iiber die
klinischen und pathologischen Befunde der MS vorerst umstritten. Die MS wurde erst
1868 als eigenstindige Krankheit anerkannt, als der franzosische Neurologe Jean-Martin
Charcot die diagnostischen Kriterien der MS, die sogenannten ,,Charcot-Trias*
(Nystagmus, Intentionstremor und Dysarthrie (Skandierende Sprache)), definierte. In
seiner Abhandlung iiber die ,,Histologie de la Sclérose en plaque* gelang ihm erstmals
die Beschreibung der MS-typischen Lisionen und die Abgrenzung gegeniiber anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Morbus Parkinson (Alastair Compston,
2006; Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft, 2019).



Der klinische Verlauf der MS kann sehr variabel sein (sieche Abbildung 1). Grundsitzlich
unterscheidet man vier verschiedene Formen: das klinisch isolierte Syndrom (KIS), die
primdr progrediente MS (PPMS), die sekundédr progrediente MS (SPMS) und die
schubformig remittierende MS (RRMS).

Primiir-progrediente MS
Sekundiir-progrediente MS
Schubférmig-remittierende MS

Ausmab der klinischen
Beeintriichtigung

Zeit

Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Verlaufsformen der Multiplen Sklerose

Die Erstmanifestation der MS kann mit unterschiedlichen Symptomen einhergehen. Am
hiufigsten sind plotzlich eintretende Sehstdrungen und Parésthesien.

Das klinisch isolierte Syndrom (KIS) bezeichnet die erste klinische Manifestation eines
MS-typischen Symptoms und einer in der Magnetresonanztomographie (MRT)
erkennbaren MS-typischen Lision. Anhand der 2017 iiberarbeiteten McDonald
Diagnose-Kriterien kann beurteilt werden, ob zu diesem frilhen Zeitpunkt eine MS
vorliegt. Fiir die Diagnosestellung ist entscheidend, dass eine rdumliche und zeitliche
Dissemination der MRT-Lésionen besteht (Thompson et al., 2018). Zu dem Zeitpunkt des
KIS sind die Kriterien der MS nach McDonald aufgrund der fehlenden zeitlichen
Dissemination noch nicht vollstindig erfiillt (Mattle & Mumenthaler, 2002; Schnurbus
R.,2018).

Bei 85% der Patienten wird bei der Erstdiagnose die schubférmig remittierende MS
(RRMS) festgestellt. Ein Schub wird als eine neu aufgetretene, mindestens 30 Tage vom
vorherigen Schub zeitlich abgrenzbare MS-typische Symptomatik beschrieben und
verlduft tiber Tage oder Wochen (Bender, 2015). Die einzelnen neurologischen Ausfille,
die wihrend eines Schubes auftreten, konnen sich anschlieBend vollstindig oder
unvollstindig zuriickbilden. Das Ausmall der Behinderung eines Patienten bleibt
zwischen zwei Schiiben gleich (Plateauphasen). Die RRMS geht unbehandelt bei 80%
der Erkrankten in den sekundér chronisch progredienten Verlauf (SPMS) iiber. Nach dem
primér schubformigen Verlauf kommt es zu einer progredienten Zunahme der neuronalen
Storung. Die primir progrediente MS (PPMS) betrifft ca. 15% der MS Patienten. Bei
dieser Verlaufsform sind keine Schiibe voneinander abgrenzbar und der Zustand des
Patienten verschlechtert sich kontinuierlich vom Beginn der Erkrankung (Keegan &
Noseworthy, 2002).
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Die Ursache fiir das Auftreten der MS ist bislang ungeklirt. Man geht jedoch davon aus,
dass sowohl genetische, als auch Umweltfaktoren zur Entwicklung der Krankheit
beitragen.

Bestimmte Humane Histokompatibilititsantigen-Allele (engl. ,,human leukocyte
antigen” (HLA)), wie z.B. das HLA-DRB1*1501 Allel, sind mit einem erhéhten Risiko
fiir MS assoziiert (Barcellos et al., 2006). Eine genetische Préddisposition kann das
Auftreten der MS ebenfalls erhohen, ist aber nicht der einzige Grund fiir die Entstehung
der Erkrankung. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei eineiigen Zwillingen beide Kinder
erkranken, liegt bei 25-30%, bei zweieiigen Zwillingen nur noch bei 3-5% (Keegan &
Noseworthy, 2002; Probstl, 2018).

Zu den Umweltfaktoren zidhlen eine geringe UV-Exposition, Infektionen mit
Darmbakterien oder humanen Herpesviren (HHV) und Nikotin-Konsum. In Studien iiber
eine erhohte Sonnenlichtexposition wihrend der Kindheit wurde gezeigt, dass diese das
Risiko fiir die Entwicklung von MS senkt (Islam, Gauderman, Cozen, & Mack, 2007).
Dementsprechend geht ein dauerhaft erhohter Vitamin-D Spiegel mit einem geringeren
Risiko fiir MS einher (Grant, 2006; Munger, Levin, Hollis, Howard, & Ascherio, 2006).
Die Infektion mit HHV, wie dem Epstein-Barr-Virus (EBV bzw. HHV-4) oder dem
HHV-6A, stellen laut der ,,Infektionstheorie® ein erhohtes Risiko fiir die MS dar. Der
GroBteil der Patienten mit MS ist seropositiv fiir EBV. Die weltweite Durchseuchungsrate
von EBV bei den iiber 30-Jihrigen betridgt 80-95%. Das Risiko zu erkranken, erhoht sich
bei einer symptomatischen Infektion oder bei einem erhohten anti-EBV Antikorper Titer
(Ascherio & Munger, 2010; Ascherio et al., 2001; Fraser, Haire, Millar, & McCrea, 1979;
Sumaya, Myers, Ellison, & Ench, 1985).

Prognostisch giinstige Faktoren, die den Verlauf der MS beeinflussen sind: ein
monosymptomatischer Beginn am besten vor dem 35. Lebensjahr, eine kurze
Schubdauer, eine schnelle und vor allem vollstdndige Symptomriickbildung nach einem

Schub, rein sensible Symptome und eine erhaltene Gehfahigkeit (Schnurbus R., 2018).

Die Behandlung der MS beinhaltet nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Neurologie  drei  verschiedene  Therapieansidtze: die  Schubtherapie, die
verlaufsmodifizierende Therapie und die symptomatische Therapie (Montalban et al.,
2018). Das Mittel der ersten Wahl in der Schubtherapie ist ein Glukokortikoid, z.B.
Methylprednisolon. Diese wirken antiphlogistisch bzw. antiinflammatorisch und
immunsuppressiv. Die Entziindungsreaktion im ZNS wird reduziert, wodurch die
Symptome des Patienten verbessert werden konnen. Eine weitere Therapieoption im
akuten Schub ist die Plasmapherese. Dabei wird das Blut des Patienten von pathogenen
Bestandteilen, wie z.B. {ibermédBig produzierten Antikdrper gereinigt. Die
verlaufsmodifizierende Therapie umfasst je nach Form und Verlauf der MS

unterschiedliche Medikamente. Dazu gehoren z.B. Beta-Interferone, Glatirameracetat,
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Fingolimod und diverse Antikorper, wie Alemtuzumab, Natalizumab und Ocrelizumab.
Diese werden als sogenannte engl. ,,disease modifying therapy* (DMT) zusammengefasst
und sind besonders fiir Patienten mit RRMS wichtig (Montalban et al., 2018). Die
Immunmodulatoren reduzieren die Anzahl und den Schweregrad der Schiibe, vermindern
das Auftreten neuer Lisionen im ZNS und verlangsamen das Fortschreiten der
Behinderung (Mattle & Mumenthaler, 2002). Die symptomatische Therapie der MS
umfasst sowohl medikamentose und als auch verschiedene alternative Heilmethoden, wie
z.B. Massagen, Akupunktur oder Ernihrungstherapien. Diese Mallnahmen dienen
begleitend zur Schub- und verlaufsmodifizierenden Therapie der Behandlung von
Mobilititseinschrankungen, vegetativen Symptomen und Depressionen. Insgesamt soll

eine Verbesserung der Lebensqualitit des Patienten erreicht werden.
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Schubtherapie

Allgemein 1. Wahl: Glukokortikoid (Methylprednisolon)

2. Wahl: Plasmaseparation

Verlaufs-modifizierende Therapie

Klinisch isoliertes - Glatirameacetat
Syndrom (KIS) - Interferon-beta,, intramuskular (i.m.)
- Interferon-beta;, subkutan (s.c.)

- Interferon-beta,;, s.c.

Schubférmig Milder Verlauf:
remittierende - Dimethylfumarat
Multiple Sklerose - Glatirameacetat
MS) - Interferon- beta;, i.m.

- Interferon-beta,, s.c.
- Interferon-beta,;, s.c.
- PEG Interferon-beta;, s.c.

- Teriflunomid

Hochaktiver Verlauf:
1. Wahl:

- Alemtuzumab

- Cladribin

- Fingolimod

- Natalizumab

- Ocrelizumab

2. Wahl:

- Mitoxantron

Sekundir progrediente | Mit aufgesetzten Schiiben:
MS - Interferon-beta, s.c.
- Interferon-betay; s.c.

- Mitoxantron

Ohne aufgesetzte Schiibe:

- Mitoxantron

Primir Progrediente - Ocrelizumab
MS

Tabelle 1: Stufentherapie der Multiplen Sklerose
(nach der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2014)
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Substanz Wirkmechanismus Darreichungsform
Alemtuzumab Antikorper gegen CD52 intravends (i.v.)
(Oberflachenantigen der B- und T-
Lymphozyten)
Azathioprin Purin-Analogon (Verminderung der | per os (p.o.)

(6-Mercaptopurin)

Lymphozytenproliferation)

Beta-Interferon

Immunmodulator (Verminderung der
Entziindungsreaktion, Hemmung der

Lymphozyten)

- Interferon-beta,
intramuskulér (i.m.)

- Interferon-beta,
subkutan (s.c.)

- Interferon-betay; s.c.
- PEG-Interferon-

beta,s.c.

Cladribin

Purin-Analogon (Verminderung der

Lymphozytenzellproliferation)

p.o.

Dimethylfumarat

Immunmodulator und Antioxidans
(Aktivierung des engl. ,,Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2”
(Nrf2)-Signalwegs:
Transkriptionsfaktor fiir
antiinflammatorisch und antioxidativ

wirkende Genprodukte)

p.o.

Fingolimod

Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor
(S1P1)-Modulator (Verminderung
der

Lymphozytenzellmigration und

-proliferation)

p.o.

Glatirameacetat

Immunmodulator (Peptidgemisch aus
vier Aminosduren: Glutaminsiure,

Lysin, Alanin, Tyrosin)

S.C.

Mitoxantron

Interkalation von DNA-Stringen
(Verminderung der Lymphozyten-
und Makrophagenproliferation)

1.v.

Natalizumab

Antikdrper gegen alpha 4-Integrin
(Verminderung der
Lymphozytenzellmigration)

1.v.
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Ocrelizumab Antikorper gegen CD20 i.v.
(Verminderung der CD20-positiven

B-Zellen)

Ofatumumab Antikorper gegen CD20 i.v.
(Verminderung der CD20-positiven
B-Zellen)

Teriflunomid Hemmung der Dihydroorotat- p.o.

Dehydrogenase (Verminderung der

Lymphozytenzellproliferation)

Tabelle 2: Zugelassene Wirkstoffe in der Therapie der Multiplen Sklerose
(nach der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie 2014)

2. Verwendete Tiermodelle

Bei der MS handelt es sich um eine neurologische Erkrankung, die auf Demyelinisierung,
axonaler Degeneration, Verlust von Oligodendrozyten, Gliose und Aktivierung von
peripheren Immunzellen beruht. Es wurden verschiedene experimentelle Tiermodelle
entwickelt, die die grundlegenden Mechanismen der MS darstellen sollen. Die
Demyelinisierung im ZNS wird dabei durch chemische Noxen oder durch die
Immunisierung mit verschiedenen ZNS Proteinen induziert. Man unterscheidet dabei das
toxische ,,Cuprizone-Tiermodell* und das immunvermittelte ,Experimentelle

Autoimmune Enzephalomyelitis* (EAE)-Tiermodell.

2.1. Cuprizone-Modell

Das Cuprizone-Modell ist ein Modell der toxischen Demyelinisierung im ZNS (Kipp,
Clarner, Dang, Copray, & Beyer, 2009). Der Kupfer-Chelator Cuprizone, auch
Bis(cyclohexanone)-oxaldihydrazone  genannt, verursacht eine reproduzierbare
Demyelinisierung in verschiedenen ZNS Arealen unter anderem dem medialen Corpus
Callosum (CC) (Hiremath et al., 1998). Diese wird durch die Zugabe von 0,2-0,25%
Cuprizone zum Normalfutter der Versuchstiere induziert.

Die Ursache der schidigenden Wirkung von Cuprizone liegt in der Beeintrichtigung des
mitochondrialen Stoffwechsels und der Zellatmung. Durch die Schidigung beteiligter
Enzymkomplexe (z.B. der Cytochrom-c-Oxidase), die Kupfer als Cofaktor benétigen,
kommt es zu einer pH-Wert Anderung im Gehirn. Die Stérung der Atmungskette fiihrt
zu einer verminderten Produktion von Adenosin-5’-Triphosphat (ATP) und dadurch zu

einem erheblichen Energiemangel. Dies fiihrt zur T-Zell unabhéngigen Apoptose der
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Oligodendrozyten und Demyelinisierung im ZNS. Zudem wird die Bildung von
Sauerstoffradikalen (engl. ,reactive oxidative species” (ROS)) gesteigert (Faizi et al.,
2016). Der zerebrale pH-Wert fillt in den sauren Bereich (Azidose). Die Folgen davon
sind oxidativer Stress, die Schiadigung von Oligodendrozyten und die Aktivierung von
Makrophagen (Mikroglia) und Astrozyten (Draheim et al., 2016; Kipp, Nyamoya,
Hochstrasser, & Amor, 2017; Scheld et al., 2019).

Die Auswirkungen der Cuprizone Behandlung sind vor allem im medialen CC gut zu
erkennen. Das CC, auch Commissura magna oder Balken genannt, ist eine quer
verlaufende Verbindung zwischen den beiden GroBhirnhemisphéren. Diese Region ist ein
wichtiger Bestandteil der weilen Substanz. Sie wird zum Grofteil von myelinisierten
Fasern gebildet und dient der Informationsiibertragung zwischen der rechten und linken
Gehirnhilfte (Buschmann et al., 2012).

Man spricht von einer ,,akuten Demyelinisierung*, wenn das mediale CC nach einer 5-
wochigen Gabe von Cuprizone nachweislich fast vollstindig demyelinisiert ist (Kipp et
al., 2009). Es kann zu einer Phase der spontanen Remyelinisierung des medialen CC
kommen, wenn die Fiitterung von Cuprizone beispielsweise nach 5 bis 6 Wochen
abgesetzt und fiir weitere 2 bis 3 Wochen mit normalem Kraftfutter fortgesetzt wird. Von
der ,,chronischen Demyelinisierung” (Kipp et al., 2009) wird gesprochen, wenn die
Behandlung mit Cuprizone iiber 12-13 Wochen andauert. Remyelinisierungsprozesse

sind zu diesem Zeitpunkt kaum noch erkennbar.

2.2. EAE-Modell

Das EAE-Modell dient ebenso wie das Cuprizone-Modell der Erforschung
neuroinflammatorischer Erkrankungen und der Entwicklung neuer Therapieansitze der
MS (Baxter, 2007; Kipp et al., 2017).

Die Immunantwort im EAE-Modell ist T-Zell-abhiingig. Durch die Immunisierung mit
verschiedenen Proteinen, wie dem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), dem
engl. ,,Myelin basic protein® (MBP) oder dem Proteolipid-Protein (PLP) und dem
Pertussis Toxin (PTX) wird eine Autoimmunreaktion induziert (Kipp et al., 2009). Die
Proteine sind selbst Bestandteile der Myelinhiille. Die Antigene werden lokal am
Injektionsort von Antigen-préisentierenden Zellen, wie z.B. der epidermalen Langerhans-
Zelle, phagozytiert. In regiondren Lymphknoten und der Milz werden die
Peptidfragmente iber MHC II (engl. ,,Major histocompatibility complex II*) den CD4+-
Zellen prisentiert und die Bildung von TH;- und TH,;- Zellen induziert. Die CD4+ T-
Zellen sind gegen die Myelinproteine MBP, MOG und PLP gerichtet (Segal, 2003). Nach
Ubertritt iiber die Blut-Hirn- bzw. Blut-Liquor-Schranke bewirken die TH,-Zellen
entziindliche Prozesse im Riickenmark, Kleinhirn und Nervus opticus (Baker et al., 1990;

O'Neill et al., 1998). Der Anstieg der lymphozytidren Infiltrate korreliert mit dem
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klinischen Verlauf der Erkrankung. Wihrend der akuten Phase der Paralyse erreicht die
Anzahl der T-Zellen den Hohepunkt und féllt mit der Remission der Erkrankung (Allen,
Baker, O'Neill, Davison, & Turk, 1993). Die von TH;-Zellen sezernierten Zytokine
fiihren sowohl direkt zu einer Schiadigung von Oligodendrozyten, als auch zu einer
Aktivierung von Mikroglia. Diese bilden Sauerstoffradikale, die ebenfalls die Apoptose
der Oligodendrozyten induzieren (Segal, 2003).

2.3. Remyelinisierung im MS Modell

Eine ausreichende Myelinisierung der Axone ist wichtig fiir die Funktionsfihigkeit des
ZNS, eine schnelle Signaliibertragung und den Schutz vor Neurodegeneration durch
schidliche metabolische Faktoren. Im peripheren Nervensystem (PNS) werden die Axone
von Schwann Zellen umhiillt, im ZNS von Oligodendrozyten. Insgesamt bezeichnet die
Remyelinisierung die Regeneration der Myelinhiille nach der Schéadigung durch
neurodegenerative oder chronisch-inflammatorische Prozesse, wie sie im Rahmen der
MS-Pathogenese vorkommen konnen (Bruce, Zhao, & Franklin, 2010; Honmou, Felts,
Waxman, & Kocsis, 1996; Moore et al., 2013; Schampel et al., 2017).

Die zentralen Mechanismen, die der Remyelinisierung zugrunde liegen, werden am
Cuprizone-Modell untersucht. Die Gabe von Cuprizone induziert primir eine zentrale
Demyelinisierung. Die spontanen Reparaturvorgiinge im Rahmen der Remyelinisierung
konnen nach Absetzen des Kupfer-Chelators und dem Ausbleiben der toxischen Wirkung
dargestellt werden.

Die Remyelinisierung verlduft in mehreren Schritten und kann unterschiedlich stark
ausgepragt sein (Patrikios et al., 2006): 1. Aktivierung und Proliferation der
Oligodendrozyten  Vorlduferzellen, 2. Migration der Vorlduferzellen zum
demyelinisierten Axon, 3. Verbindung der Vorlduferzellen mit dem Axon und
4. Differenzierung zu ausgereiften Oligodendrozyten und Remyelinisierung.

Zudem sind an der Remyelinisierung Astrozyten, Mikrogliazellen und eingewanderte
Leukozyten beteiligt. Faktoren, wie der TNFa und das Interleukinf1 (Arnett et al., 2001;
Mason, Suzuki, Chaplin, & Matsushima, 2001) begiinstigen den
Remyelinisierungsprozess. Im Gegensatz dazu fiihren Ablagerungen des MBP (Kotter,
Li, Zhao, & Franklin, 2006) und der Hyaluronsdure, ein Bestandteil der
Extrazellularmatrix (Back et al., 2005), zu einer weniger stark ausgeprigten
Remyelinisierung. Es ist bisher ungeklirt, ob mehr das Ausbleiben von protektiven oder
das Vorhandensein von schiddigenden Faktoren die Regenerationsfihigkeit der

Myelinhiille des Axons beeinflussen.
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3. Aufbau und Funktion des ZNS

3.1. Axon Initial Segment und Nodien

Die Nervenzelle (Neuron) besteht aus dem Zellkorper und den Zellfortsédtzen. Es gehen
zwei Arten von Zellfortsdtzen am Soma ab: die Dendriten, die die Signale vorgeschalteter
Neurone aufnehmen, und das Axon, das die eingehenden Signale weiterleitet. Am Beginn
des Axons liegen der Axonhiigel und das Axon Initial Segment (AIS). Hier werden die
eingehenden exzitatorischen (erregenden) und inhibitorischen (hemmenden) Signale
summiert und das Aktionspotential (AP) wird nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip
ausgelost. Das AP wird dann orthograd bis zur endstidndigen Synapse fortgeleitet, wo es
entweder in ein exzitatorisches oder inhibitorisches postsynaptisches Potential iibersetzt
wird.

Ein zentrales Element in der Signaliibertragung entlang des Axons sind neben dem AIS
die Ranvier-Schniirringe (lat. Singular: nodium, Plural: nodien). Sie sind wichtig fiir die
sog. ,Saltatorische Erregungsleitung, die eine sprunghafte, sehr schnelle
Erregungsweiterleitung von Ranvier-Schniirring zu Ranvier-Schniirring beschreibt
(Huxley & Stampfli, 1949). Das AIS und die Ranvier-Schniirringe sind nicht von einer
Myelinhiille umgeben (Brock, Coombs, & Eccles, 1953; Palmer & Stuart, 2006). Beide
weisen eine hohe Dichte an spannungsgesteuerten Ionenkanilen auf, die durch die
Geriistproteine Ankyrin G und beta-IV Spektrin im axonalen Zytoskelett verankert
werden (Goldberg et al., 2008; Hu et al., 2009; Kole & Stuart, 2012).

3.2. Geriistproteine: Ankyrin G und beta-IV Spektrin

Die Geriistproteine Ankyrin und Spektrin sind wesentliche Bestandteile des Zytoskeletts
verschiedener Zellen. Sie dienen der Stabilisierung der Zellmembran in Erythrozyten,
Nerven- und Muskelzellen. Die Unterformen Ankyrin G und beta-IV Spektrin werden
vor allem im Zytoskelett der myelinisierten Axonen exprimiert (Nelson & Jenkins, 2017).
Diverse Ionenkanile, wie der Na,*-Kanal und der KCNQ2 (engl. ,,potassium channel,
voltage gated, KQT-like subfamily, member 2) werden durch Ankyrin G am Ranvier-
Schniirring (lat. Singular: nodium, Plural: nodien) und dem AIS verankert. Dadurch ist
Ankyrin G indirekt an der Bildung und Weitergabe von APs beteiligt (Barry et al., 2014;
Zhou et al., 1998).

Der Ankyrin-Komplex wird aus Ankyrin G, B und R gebildet. Die drei Proteine werden
durch die Gene ANK1 (Ankyrin R), ANK2 (Ankyrin B) und ANK3 (Ankyrin G) kodiert.
Die einzelnen Isoformen werden anhand der C- und N-terminalen Aminoséduresequenz,
sowie der Spektrin bindenden Doméne unterschieden. Ankyrin G wird am AIS iiber
intrinsische neuronale Mechanismen, am Ranvier-Schniirring {iber extrinsische
Strukturen mit Beteiligung von Neurofascin-186 verankert (Dzhashiashvili et al., 2007;

Ho et al., 2014). Das Protein beta-IV Spektrin verbindet Ankyrin G und die gebundenen
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Membranproteinen mit dem Aktin-Skelett. Beta-IV Spektrin ist dadurch ebenfalls an der
Verankerung von Ionenkanilen im axonalen Zytoskelett beteiligt und stellt zusammen
mit Ankyrin G ein wichtiges Element der Signaliibertragung im ZNS dar.

Studien zur Expression von Ankyrin G und beta-IV Spektrin an den Ranvier-
Schniirringen und dem AIS deuten bereits auf eine zentrale Rolle der Geriistproteine im
ZNS hin. Neben der Stabilisierung der neuronalen Zytoskeletts, werden die
Gertiistproteine z.B. bei intraaxonalen Transportprozessen oder im Rahmen der Reifung
von Ranvier-Schniirringen exprimiert (Barry et al., 2014; Lacas-Gervais et al., 2004;
Saifetiarova, Taylor, & Bhat, 2017). Der Einfluss auf die Expression der Geriistproteine
bei neurodegenerativen Prozessen der MS wurde in den bereits veroffentlichten Studien
noch nicht ausreichend untersucht. Wie sich die Expression des Gertistproteins Ankyrin
G an den Ranvier-Schniirringen in akut demyelinisierten Lésionen speziell in der frithen
Phase der MS-Pathogenese verdndert, mochte ich im Rahmen meiner Untersuchungen

am Cuprizone-Modell zeigen.

NF186 NrCAM

KCNQ2/3

Ankyrin G

Axon Initial Segment

Aktinfilament
Mikrotubuli

Abbildung 2: Schematische Darstellung der

somatodendritischen Domdine des Neurons.
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3.3. AIS Plastizitit

Der somatosensorische Kortex ist der Teil des ZNS, der die verschiedenen
Sinneseindriicke der Auflen- und Eigenwahrnehmung des Korpers verarbeitet. Die
Informationen der Extero- (Schmerz, Temperatur und Beriihrung) und der
Propriozeptoren (Lage des Korpers im Raum) gelangen iiber verschiedene
Riickenmarksbahnen und Teile des Gehirns zum somatosensorischen Kortex
(Mumenthaler, 2002).

Die Entwicklung, das Verhalten und die Umgebung beeinflussen die Reifung des
somatosensorischen Kortex. Die dynamischen Veridnderungen, die dabei stattfinden,
konnen unter dem Begriff der ,Plastizitit* zusammengefasst werden (Berlucchi &
Buchtel, 2009; Buchtel, 1978; Konorski, 1948). Genauer gesagt, versteht man unter der
Plastizitét die Entwicklung und Verbesserung eines Systems abhingig von der jeweiligen
Funktion.

Die neuronale Plastizitiit kann sich auf unterschiedliche Weise und verschiedene Bereiche
des ZNS auswirken. Dabei konnen sich die Struktur und die Funktion der Bestandteile
des neuronalen Systems verdndern. Es kann z.B. zu einer Zu- bzw. Abnahme der
Dornfortsidtze am Dendritenbaum, der Synapsen oder der Ionenkanile entlang des Axons
kommen (Turrigiano & Nelson, 2004).

Die neuronale Plastizitit kann durch die sensorische Stimulation und Deprivation
beeinflusst werden. Sensorische Deprivation bedeutet den vollstindigen Entzug von
Sinneseindriicken oder einer bestimmten Sinnesmodalitit. Fehlende sensorische Reize
konnen dazu fiithren, dass die Reizantwort im ZNS verstiarkt wird, um die Funktion des
sensorischen Systems aufrechtzuhalten. Dabei konnen Neurone auch reaktiviert und
unspezifische Areale der GroBhirnrinde in die Signalverarbeitung mit einbezogen werden
(Wilson, 1991). Im Gegensatz dazu fiihrt die {ibermifBige Stimulation des sensorischen
Systems von auflen (z.B. helles Licht) zu einer Verminderung der Reizantwort im ZNS,

wodurch die Zellen fiir den betreffenden Reiz weniger empfindlich werden.

Das AIS ist eine hochspezialisierte, dynamische Struktur des somatosensorischen
Systems, die im Rahmen der neuronalen Plastizitit verdndert werden kann. Dabei kann
das AP in Abhingigkeit von der Aktivitit der vorgeschalteten Neurone am AIS moduliert
werden. Diese Funktion des AIS wird durch den Einbau von Ionenkanilen, der je nach
Signalstdarke zu- oder abnimmt, moglich (K. J. Bender & Trussell, 2012; Brock et al.,
1953; Coombs, Curtis, & Eccles, 1957). Die Anzahl der Ionenkanéle und die Expression
der beteiligten Gertistproteine korreliert dabei mit der Lange des AIS. Anhand der anti-
beta-IV Spektrin immunhistochemischen Fiarbung kann die Linge des AIS berechnet und

die Plastizitdt des AIS nachgewiesen werden.
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Inwiefern sich das AIS im Rahmen der neuronalen Plastizitit veriandert, habe ich anhand
des Tastempfindens im sog. engl. ,,whisker-to-barrel cortex-pathway* (engl. “whisker”/
lat. “vibrissae”=dt. Tasthaar; engl. “barrel cortex”=dt. ,,Fasskortex*, oder: ,, Tasthaar-
Fasskortex-Signalweg®)  untersucht. Der Fasskortex ist die Region des
somatosensorischen Kortex, zu der die Signale der Tasthaare projiziert werden. Jedes
,Fass® repriasentiert dabei ein Tasthaar. Die Folgen der sensorischen Deprivation und der
Stimulation der Tasthaare sind in dieser Region am deutlichsten erkennbar (Diamond,
Armstrong-James, & Ebner, 1993; Glazewski, 1998). Im verwendeten Tiermodell wird
die sensorische Deprivation durch die Unterdriickung des Tastempfindens der Maus
realisiert. Dazu werden alle Tasthaare (lat. vibrissae) am Kopf der Maus gekiirzt, das
bedeutet den fast vollstindigen Entzug des Tastsinns. Im Gegensatz dazu werden fiir die
iibermiBig sensorische Reizung die Tasthaare der Maus stimuliert.

Studien der Arbeitsgruppe Engelhardt zufolge, die sich bereits mit der dynamischen
Entwicklung des AIS im engl. ,,whisker-to-barrel cortex-pathway* auseinandergesetzt
hat, fiihren die sensorische Deprivation zum Einbau von Ionenkanilen und der
Verldangerung des AIS (Jamann, Jordan, & Engelhardt, 2018). Die iiberméfige
sensorische Stimulation induziert eine signifikante Verkiirzung des AIS (Jamann et al.,
2018). Fokus meiner Dissertationsarbeit ist es, die neuronale Plastizitit des AIS im
Rahmen der beiden MS-Tiermodelle zu untersuchen und zu iiberpriifen, ob die
aktivitdtsabhingigen Verdnderungen der AIS Lénge auch im Cuprizone- und EAE-
Modell bestehen.

Beta-1V Spektrin/ DAPI

Axon Initial Segment

Abbildung 3: Immunhistochemischer Nachweis von beta-1V Spektrin im

somatosensorischen Kortex
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4. Zielsetzung

Die Gertistproteine Ankyrin G und beta-IV Spektrin werden als wichtige Bestandteile des
ZNS an den Ranvier-Schniirringen und dem AIS exprimiert. Vor allem das AIS kann im
Rahmen der neuronalen Plastizitit verdndert werden. In Abhingigkeit von der Aktivitit
der umgebenden Strukturen im Reizleitungssystem, wie z.B. bei sensorischer Stimulation
und Deprivation, dndert sich die Linge des AIS und die Expression der Geriistproteine,
die an der Verankerung der Ionenkanile am AIS beteiligt sind (Jamann et al., 2018). Die
Expression von Ankyrin G und beta-IV Spektrin wihrend der neurodegenerativen und
autoimmunvermittelten Prozesse der MS wurde bisher noch nicht ausreichend geklért.
Zur experimentellen Untersuchung der MS werden vor allem zwei etablierte Tiermodelle
verwendet, die jeweils einen Teilaspekt der Krankheitsentstehung modellieren. Das
Cuprizone-Modell stellt die toxisch induzierte Demyelinisierung, das EAE-Modell die
autoimmunvermittelte Inflammation dar. Fiir die Untersuchung der Expression der
neuronalen  Geriistproteine ~ Ankyrin G und beta-IV ~ Spektrin  werden
immunhistochemische Firbungen durchgefiihrt. Die Expression von Ankyrin G an den
Ranvier-Schniirringen wird jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten im Cuprizone-Modell
untersucht. Hier beschiftige ich mich mit der Frage, ob in der Friihphase der Cuprizone
induzierten Demyelinisierung signifikante Verdnderungen der Expression des
Geriistproteins Ankyrin G an den Ranvier-Schniirringen auftreten. Zusétzlich mochte ich
untersuchen, ob das Auftreten der verschiedenen histopathologischen Verdnderungen im
Cuprizone-Modell (Demyelinisierung, Gliose, Astrozytose, Oligodendrozytenverlust)
zeitlich von den Verinderungen der Expression von Ankyrin G abzugrenzen ist.

Die Expression von beta-IV Spektrin am AIS wird nach sensorischer Stimulation und
Deprivation im Cuprizone- und EAE-Modell untersucht. Hier beschiftige ich mich mit
der Frage, ob die neuronale Plastizitdt des AIS, gemessen an der Expressionsidnderung
von beta-IV Spektrin, auch nach toxisch-induzierter Demyelinisierung und autoimmuner
Inflammation nachgewiesen werden kann.

Insgesamt ist es Ziel meiner Dissertationsarbeit, einen potentiellen Trigger fiir die
Entstehung der axonalen Degeneration nachzuweisen und moglicherweise die Ranvier-
Schniirringe oder das AIS als Ausgangspunkt fiir weitere pathophysiologische

Verdnderungen im Rahmen der Erkrankung zu identifizieren.
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III. MATERIAL UND METHODEN

1. Materialien und Geriite

Substanz Hersteller Bestellnummer
Tierhaltung
Kifigtyp 1284L Techniplast ACREO11
Einstreu Abedd Espe Classic Abedd H0234-40
Nestlitz aus Baumwolle Zoonlab 3097055
ssniff® M-Z Extrudat
ssniff®Futtermittel fiir Ratten und | Ssniff Spezialdidten V1126-003
Miuse
Haltungsfutter Ratte/ Maus- . o
. Ssniff Spezialdidten V1534-300
Haltung, 10mm, autoklavierbar
. . C9012-25G
Cuprizone (Bis(cyclohexanone)- ) )
. Sigma Aldrich Lot#BCB26101V
oxaldihydrazone)
101755746
Wiigeschilchen VWR 611-9178
Feinstaubfiltermaske FFP3 NR D | zetMask® 30973-01

Hooke Kit™ (MOGss_ss/ CFA
Emulsion PTX)

Hooke Laboratories

Cat#EK-2110
Lot#0120
Exp.date: OCT.2, 2016

Hooke Kit™ (Pertussis Toxin

Hooke Laboratories Lot#1003
6pg)
) ) i B506
Inhalationsnarkotikum Isofluran abbVie Deutschland
6046359
Gelpad Triple A Trading SDSTC-56
Ringer-Losung Bottelpack 500ml | Serag Wiessner E04066
. D Medistar
Ketamin 10% Injektionslosung fiir .
CompuGroup Medical | 00515
Hunde und Katzen
Deutschland
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Xylazin 2% Injektionslosung fiir

) CEVA Logistics 209A2
Hunde, Katzen, Rinder, Pferde
Omnifix®-F Solo ohne Kaniile/
) B. Braun Melsungen | 9161406 V
Luer-Ansatz/ zentrisch/ 1ml
Sterican® Einmal-Injektions-
B. Braun Melsungen | 4656300
Kaniile, 0.30x12mm BL/LB, 30G
Federschere (Modell-Student Fine Science
i ) 91501-09
Vannas Spring Scissors)
Perfusion
Omnifix ® Solo/ Luer-Lock-
) B. Braun Melsungen | 4617207 V
Ansatz/ zentrisch/ 20ml
Infuject ® Spritze fiir
Infusionspumpen/ Luer-Lock- Dispomed Witt 22050
Ansatz/ 50ml
NaCl 0,9% Isotone
B. Braun Melsungen
Kochsalzlosung
Original-Perfusor®-Leitung Typ
B. Braun Melsungen 8722960
IV Standard, 1,5 x 2,7 mm
Safety-Multifly®-Kaniile fiir
. ] Sarstedt 851637235
Kurzzeitinfusionen 20G
Infusomat ® Space Leitung Type
B. Braun Melsungen 8700036S P
IV Standard/ Luer-Lock-Ansatz
Falconrohrchen Carl Roth N463.1
Formaldehyd 37% Carl Roth CP10.2
Enghalsflasche mit
215-1557
Schraubverschluss, 1000ml/ VWR
215-1558
2000ml
Natriumdihydrogenphosphat
Merck 1.063.461.000
(NaH2PO4)
Dinatriumhydrogenphosphat
Merck 1.065.801.000
(Na2HPO4)
Natronlauge (NaOH 1mol/l) Carl Roth K021.1
Becherglas 1000ml VWR 213-1111
Trichter £250 mm VWR 221-1730
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Filterpapier £240mm Schleicher & Schuell | 594 1/2
Bienenwachs Carl Roth 5830.1
OP-Besteck (Schere, Pinzette
stumpf, Pinzette chirurgisch,
Stecknadeln)
Gewebeaufbereitung
Einbettungskassetten Bio Optica 07-7300
Paraffin Merck K46815058603
Paraplast Leica Biosystems 39602012
Objekttriger Superfrost® Plus VWR 63-11310
Xylol (Isomerisch, Analar

VWR 30 28975.325
normapur ACS)
Ethanol Merck 100.983
Tissue-Tek* O.C.T. Compound VWR, Sakura Finetek | 25608-930

Isopentan VWR 78-78-4 24872229
Trockeneispellets CO, eiskalt (-

TKD 124-38-9
78,6 °C)
Saccharose Merck Millipore 107.687
Farbung
Zitronensidure-Monohydrat Merck 1.00244.
Tris C4H11NO3 Appli Chemie A-1086
Ethylendiamintetra-essigsdure ) )

o ) Sigma Aldrich 03685
(EDTA) Dinatriumsalz Dihydrat
Phosphat fferte Salzlo
osphatgepufferte Salzlosung Merck L.182-50

(PBS) Pulver ohne Ca**Mg?*
Normal donkey serum ) )

Sigma Aldrich D9663

(Normales Esel Serum)
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Normal goat serum

. VECTOR S-1000
(Normales Ziegen Serum)
Cold Water Fish Gelatine ) )
) ) Sigma Aldrich G7041
(0,1% Kaltwasser Fisch Gelatine)
Bovine Serum Albumine (BSA) ) )
Sigma Aldrich A-2153
1%
0,05%Tween20 Emulgator Sigma Aldrich P-1379
Triton X-100 Sigma Aldrich T-6878
i i SERVA
DePex Mounting Medium . 18243
Electrophoresis
VECTASTAIN Elite ABC HRP
) i VECTOR PK-6100
Kit (Peroxidase, Standard)
BisBenzimid Sigma Aldrich 14530
FluorPreserve Reagent Calbiochem 345787-25ML
Wasserstoffperoxid H,O,, 30% Carl Roth 80704
Deckgliser (21x26 mm, 21x32 632-1569
VWR
mm) 632-1572

Tabelle 3: Materialliste
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Substanz Hersteller Bestellnummer
Priméarantikorper
Anti-Ankyrin G, Klon N106/36

NeuroMab 73-146/ 75-146

(Maus)

Anti-beta-IV Spektrin (Hase)

selbsthergestellt in

Mannheim

Sekundirantikorper
Esel anti-Maus IgG (H+L) 594

) Alexa Fluor® A21203
Konjugat (1:200)
Esel anti-Maus IgG (H+L) 488

) Alexa Fluor® A21202
Konjugat (1:200)
Esel anti-Hase IgG 488 Konjugat | Alexa Fluor® A21206
Ziege anti-Maus Ig (biotinyliert) | Linaris Vector BA-9200
Ziege anti-Hase Ig (biotinyliert) Linaris Vector BA-1000

Tabelle 4: Liste der verwendeten Antikorper
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Gerit Hersteller Bestellnummer
Kiichenmaschine WMF Kult X WMF Group GmbH 61.3022.0500
Analysenwaage Sartorius R 200 D
Einbettautomat Leica Biosystems ASP200S
Schlittenmikrotom Leica Biosystems SM2000R
Wasserbad Leica Biosystems HI1210
Thermo Scientific
Inkubator 48°C (trocknen) UT 12 P 50045764
Heraeus®
Kryo-Mikrotom Leica Biosystems CM1950
Horizontalschiittler SunLab® SU1020
Schiittler VXR IKA Labortechnik
Vortex grof3 IKA Labortechnik
Vortex klein IKA Labortechnik
Thermo Scientific
Inkubator 26°C T6 50042293
Heraeus®
Xylem Analytics
pH-Meter SenTix81 Germany Sales GmbH & | 103642
Co.KG
Magnetriihrer Combimag RET IKA Labortechnik
Einkanal-Pipetten Eppendorf AG 3120000909
Mikrowelle Exquisit MW WP700j17B-2
Konfokal Mikroskop Olympus Life Science Olympus BX51WI

Tabelle 5: Gerditeliste
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2. Versuchstiere und Krankheitsinduktion

Es wurden weibliche C57BL/6 Wild Typ Maiuse fiir die Durchfiihrung der Versuche
verwendet. Die Miduse wurden von Janvier geziichtet und in einer pathogenfreien
Umgebung gehalten. Der Kifigwechsel und die Tierkontrolle wurden gemill den
Vorgaben der engl. ,,Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA) und der geltenden Tierschutzbestimmungen durchgefiihrt. Die Forschung an

Tieren und deren Pflege wurde von der zustidndigen Ethikkommission genehmigt.

Die toxische Demyelinisierung wurde durch die Fiitterung der weiblichen C57BL/6
Maiuse (18-20g Korpergewicht) mit Cuprizone (Bis(cyclohexanone)-oxaldihydrazone/
Sigma-Aldrich, Deutschland) induziert. Es wurde jeweils iiber einen Zeitraum von 1, 3,
5 und 12 Wochen Cuprizone (Bis(cyclohexanone)-oxaldihydrazone) gefiittert. Das
Gemisch aus 100g Mehlfutter (Ssniff Spezialdidgten GmbH/ Deutschland) und 0,25%
(0,25g) Cuprizone wurde tiglich frisch angesetzt. Das Futter wurde auf 2 Petrischalen mit
insgesamt 100g Futter pro Kifig (fiir 5 Tiere) aufgeteilt. Die Versuchstiere der
Kontrollgruppe erhielten handelsiibliche Futterpellets. Das Wasser und Futter standen ad

libitum zur Verfiigung.

Die Induktion der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis bei weiblichen
C57BL/6 Madusen (18-20g Korpergewicht) erfolgte nach dem Protokoll von ,Hooke
Laboratories‘. Es standen Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung. Vor der Injektion
wurden die Méuse durch Ohrmarkierungen gekennzeichnet. Allen 20 Versuchstieren
wurde am Tag 0 am Nacken und am Riicken kranial der Schwanzwurzel jeweils 0,1ml
der MOG:;s_ss-Emulsion (Gesamtvolumen pro Maus: 0,2ml) subkutan injiziert. Es wurde
den Tieren dann 0,15ml PTX intraperitoneal injiziert. Um eine geringere Effizienz der
Immunisierung, bedingt durch die erhohte Nervositit der Versuchstiere zu vermeiden,
wurden diese wihrend der Induktion mit Isofluran (AbbVie, USA) narkotisiert und

tiberwacht. Am Tag 1 erfolgte die zweite PTX-Injektion mit 0,15ml intraperitoneal.

Die Tiere wurden wihrend des Versuchs tiglich kontrolliert. Gegebenenfalls wurden die
Tiere engmaschiger iiberwacht oder sie mussten dem Projektleiter vorgestellt werden.
Der Zustand der Tiere mit EAE wurde, neben der allgemeinen Tierkontrolle, zusétzlich
tiaglich bewertet (Score von 0,0 bis 5,0). Die Einteilung erfolgte nach dem Protokoll von
,Hooke Laboratories‘ (Hooke Laboratories, 2008). Die Symptome der an EAE erkrankten
Versuchstieren waren meist an Tag 10 bis 13 nach der Immunisierung erkennbar. Ca. 90-
100% der Versuchstiere erkrankten und erreichten insgesamt einen maximalen Score von
3,0-3,5 (Hooke Laboratories, 2008). Die Symptome #dullerten sich in einer leichten
Lahmung der Schwanzspitze bis hin zur vollstindigen Ausprigung der Lihmung iiber

den gesamten Bereich der hinteren und vorderen Extremitit. Diese Form der
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Querschnittslahmung wird Tetraplegie genannt. Ab einem Score von 2,5 wurde der Maus
taglich Iml Ringerlosung (Serag Wiessner, Deutschland) dorsal subkutan injiziert. Um
eine fortschreitende Dehydrierung und Malnutrition zu vermeiden, wurde tédglich ein
frisches Gelpad und Futterpellets, in Wasser aufgeweicht, ad libitum bereitgestellt. Bei
einem Score von 4,0 an 2 aufeinanderfolgenden Tagen musste das Versuchstier

euthanasiert werde.

3. Narkose

Fiir die Durchfiihrung der Kiirzung der Tasthaare wurden die Miuse narkotisiert. Es
wurde ein Gemisch aus /0% Ketamin (Medistar, Deutschland), 2% Xylazin (Ceva,
Deutschland) und 0,9% NaCl (B. Braun, Deutschland) steril zubereitet und
intraperitoneal injiziert. Das Injektionsvolumen wurde auf das Korpergewicht der Maus
abgestimmt: 0,4u1 Ketamin pro g KG, 0,25u1 Xylazin pro g KG und 19,351 NaCl pro g
KG. Im Verlauf des Versuches wurde das Injektionsvolumen zusitzlich auf die Art der
Behandlung und dem damit verbundenen gesundheitlichen Allgemeinzustand angepasst.
Die Ketamin-Xylazin-Losung zeigte bei den kranken Tieren eine stirkere und ldngere
Wirkung als bei den Versuchstieren der Kontrollgruppe. Das Injektionsvolumen wurde
deswegen bei der Cuprizone-Gruppe auf 66-80% und bei der EAE-Gruppe auf 50-66%

des urspriinglichen Volumens reduziert.

4. Sensorische Stimulation und Deprivation

Die sensorische Stimulation (Reizung der Tasthaare) und Deprivation (Kiirzung der
Tasthaare) erfolgte nach einem einheitlichen Protokoll. Es wurden insgesamt 36
Versuchstiere in 6 Gruppen mit je 6 Versuchstieren aufgeteilt. 3 Gruppen wurden
sensorisch depriviert, 3 Gruppen sensorisch stimuliert. Die Kiirzung der Tasthaare
erfolgte parallel zur Cuprizone Behandlung bzw. nach EAE-Induktion fiir einen Zeitraum
von 16 Tagen. Fiir die sensorische Deprivation wurden alle Tasthaare der Maus mit der
mikrochirurgischen Federschere (Fine Science, Deutschland) gekiirzt. Fiir die
Darstellung der Tasthaare wurde ein Binokular (Zeiss, Deutschland) verwendet. Die
sensorische Stimulation erfolgte am jeweils gleichen Tag. Dafiir wurden alle Tasthaare
der Maus durch Beriihrung stimuliert, d.h. die Tasthaare wurden fiir ca. 30 Sekunden
gestreichelt. Die Tiere wurden wihrend der Narkose in einen abgedunkelten Kéfig
gesetzt. Die Korpertemperatur wurde mit Hilfe einer Wiarmelampe aufrechterhalten. Der
Vorgang wurde mit allen Méusen gleichermallen durchgefiihrt. Fiir die Darstellung der
Auswirkungen der sensorischen Stimulation und Deprivation am AIS wurden anti-beta-

IV Spektrin Immunfluoreszenzfirbungen durchgefiihrt.
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Supraorbitale
Tasthaare

Rhinale Tasthaare

Labiale Tasthaare

Infraorbitales
Tasthaar

Rhinale Tasthaare /

Abbildung 4: Tasthaare der Maus: (A) zeigt die supraorbitalen Tasthaare und die

labialen Tasthaare. (B) zeigt die rhinalen Tasthaare und das infraorbitale Tasthaar.

5. Gewebeaufarbeitung

Die Gewebeaufarbeitung erfolgte nach einem einheitlichen Protokoll (sieche Anhang).
Die Miuse wurden mit 3,7% Formaldehydlosung (pH = 7.4) transkardial perfundiert. Fiir
die immunhistochemischen Firbungen mit dem Primérantikdrper gegen Ankyrin G
wurde das Gehirn nach der Postfixation {iber Nacht vom umliegenden Gewebe gel6st und
in Paraffin eingebettet. Die einzelnen Paraffinblocke wurden entsprechend dem engl.
,Mouse Brain Atlas by Sidman et al.“ von Region 215 bis 325 zu Sym dicken Schnitten
verarbeitet und bei Raumtemperatur gelagert.

Fiir die Immunfluoreszenzfirbungen mit den Primérantikorpern gegen beta-IV Spektrin
oder gegen Ankyrin G wurde das Gewebe direkt nach der transkardialen Perfusion in eine
Saccharose-Losung iiberfiihrt. Es erfolgte keine Postfixation. Die Gehirne wurden in
gekiihltem Isopentan (-70°C) (VWR International GmbH, Deutschland) eingefroren und
bei -20°C gelagert. Es wurden 20um dicke Schnitte aus den Regionen 215 und 265
(entsprechend dem engl. ,,Mouse Brain Atlas by Sidman et al.”) angefertigt.
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6. Immunhistochemie

6.1. Prinzip der Immunhistochemie

1. Entparaffinierung 2. Antigenaufbereitung 3. Blockierung 4. Primérantikorper
5. Blockierung 6. Sekundérantikorper 7. Avidin/HRP-Biotin- 8. DAB - Firbung
mit Peroxidase Komplex
. O Antigen @ Blockierungslosung l PrimédrantikGrper * Sekundarantikorper { Hydrogenperoxidase
f Biotinylierter Sekundarantikorper 2 Avidin/HRP-Biotin-Komplex A DAB

Abbildung 5: Prinzip der Immunhistochemie (ABC-Methode)

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Ausbildung eines spezifischen
Antigen-Antikorper-Komplexes. Der Primérantikorper ist gegen das Epitop des
gesuchten Antigens gerichtet. Die Visualisierung erfolgt iiber eine Reihe von Enzym- und
Farbreaktionen. Bei der direkten Methode wird das gesuchte Antigen vom
Primérantikdrper gebunden und iiber das daran gekoppelte Markermolekiile direkt
nachgewiesen. Die Primirantikdper konnen monoklonaler oder polyklonaler Entitt sein.
Monoklonale Antikérper binden hoch spezifisch an ein einzelnes Epitop, wohingegen
polyklonale Antikorper an mehrere verschiedene Epitope binden koénnen.

Bei der indirekten Methode sind mehrere Zwischenschritte an der Detektion des Antigen-
Antikorper-Komplexes beteiligt. Dadurch ist die Erkennung des Antigens sensitiver als
bei der direkten Methode.

Fiir die Darstellung des Geriistproteins Ankyrin G wurde die immunhistochemische
Farbung nach der ABC-Methode verwendet. Bei dieser indirekten Nachweismethode
werden die primédren, an das gesuchte Antigen gebundenen Antikorper durch biotinylierte
Sekundirantikorper detektiert. Der biotinylierte Sekundérantikorper wird bei der ABC-

Methode aufgrund der hohen Affinitit von Avidin und Biotin spezifisch vom Avidin-
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Biotin-Komplex gebunden. Da ein Avidinmolekiil vier Biotinmolekiile binden kann,
werden neben dem biotinylierten Sekundérantikorper drei der im Avidin-Biotin-Komplex
enthaltenen biotinylierten Meerrettichperoxidasen (engl. ,,horseradish peroxidase*, kurz
HRP) vernetzt, wodurch es zu einer Signalverstiarkung kommt. Nach Zugabe des DAB-
Komplexes (3,3-Diaminobenzidin (DAB)+ Chromogen und 3,3-Diaminobenzidin
(DAB)+ Substrat) katalysiert HRP zusammen mit H,O, die Farbreaktion. Im Mikroskop
stellen sich die gesuchten Antigene in Form eines braunen Niederschlages dar. Die
Zellkerne der Gewebeschnitte wurden durch eine Gegenfirbung mit Héimalaun

dargestellt.

6.2. IHC-Firbung

Fiir die immunhistochemische Firbung wurden der Primérantikorper gegen Ankyrin
G und der Sekundirantikorper Ziege anti-Maus verwendet. Die Blockierungslosung
wurde speziell fiir die Farbungen gegen Ankyrin G und beta-IV Spektrin hergestellt. Das
in Paraffin eingebettete Gewebe wurde in der absteigenden Alkohol-Reihe entwachst und
rehydriert. Die Objekttriger (OT) wurden mit Tris/EDTA-Puffer (pH = 9.0) in einer
handelsiiblichen Mikrowelle erhitzt. Die Epitope wurden dadurch demaskiert (engl. ,,heat
induced epitope retrieval®, kurz HIER-Methode). Das Gewebe wurde 3-mal in
Phosphatgepufferte  Salzlosung (PBS) gespiilt und anschlieBend mit dem
Primédrantikorper gegen Ankyrin G {iber Nacht inkubiert. Der Primédrantikérper wurde in
der Blockierungslosung verdiinnt. Die Epitop-Primérantikdrper Komplexe wurden mit
dem VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit (Vectorlabs, USA) und dem biotinylierten

Sekundirantikorper Ziege anti-Maus (Vector, Deutschland) visualisiert.

Primérantikorper fiir 750u1: - Verdiinnung 1:750

- 749ul Blockierungslosung
ANTI-ANKYRIN G - 1ul Primérantikdrper

Antigen: Ankyrin G
Wirt: Maus

Klon: monoklonal
Subtyp: 1gG2a

Sekundérantikorper fiir 1000p1 Losung: - Verdiinnung 1:200

- 995ul Blockierungslosung
»ZIEGE ANTI-MAUS* - 5ul Sekundirantikdrper

Tabelle 6: Verwendete Primdr- und Sekunddrantikorper
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Substanz

Zubereitung

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
(10X)- Stockldsung

47,15g PBS-Pulver ohne Ca**Mg?**
(L 182-50 Biochrom)

51 destilliertes Wasser

PBS (1X)-Fertiglosung

500 ml PBS (10X Stocklésung)
4500 ml destilliertes Wasser
pH auf 7.4 einstellen

Tris-Ethylendiamintetraessigsédure
(EDTA) Puffer

6,05g Tris (Appli Chemi; A-1086)
1,85g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(Fluka 03685)

51 destilliertes Wasser

pH auf 9.0 einstellen

Blockierung mit Wasserstoffperoxid:
0,3% H,0, in PBS

Verdiinnung 1:100
Iml H,0O, (30% vol/vol)
99ml PBS

ABC-System
(VECTASTAIN Elite Kit-PK 6100)
fiir 1400p1 Losung

Verdiinnung 1:50 fiir A + B

1344u1 PBS

28u1 Fliissigkeit A des Elite ABC-Kit
28u1 Fliissigkeit B des Elite ABC-Kit

3.,3-Diaminobenzidin (DAB)-

Gebrauchslosung

Verdiinnung 1:50
28u1 DAB Stock
1372u1 DAB Substrat

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien
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Substanz Menge

5% Normales Esel Serum/ - Verdiinnung 1:20

optional Normales Ziegen Serum - 2,5ml Normales Esel Serum

- 47.,5ml Phosphatgepufferte
Salzlosung (PBS) (1X)

0,2% Kaltwasser Fisch Gelatine

1% Bovines Serum Albumin

0,1% Triton X-100 - 1ml Triton X-100
- 999ml PBS (1X)

Tabelle 8: Blockierungslosung

TAG 1
Arbeitsschritt Ablauf Dauer
Entparaffinierung - Xylol I 10 min
- Xylol I 10 min
- Xylol I 10 min
- Xylol/ Ethanol 50%/ 50% 5 min
- Ethanol 100% 3 min
- Ethanol 100% 3 min
- Ethanol 96% 3 min
- Ethanol 96% 3 min
- Ethanol 70% 3 min
- Ethanol 50% 3 min
- Destilliertes Wasser 3 min
Antigen- - OTs und Tris-Ethylendiamin- 10 min
Aufbereitung tetraessigsdure in einem
Plastikgefdl in der Mikrowelle
erhitzen
- Im Wasserbad auf mind. 15 min
Raumtemperatur kiihlen
Waschschritt - 3-maliges Spiilen in je 5 min
Phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS) (1X) (auf dem Schiittler)
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Blockierung

Inkubation der Objekttrager
(OTs) in der Feuchtkammer im
Wirmeschrank (standardisierte
Raumtemperatur: 24,0°C) mit
Blockierungslosung

1004 je Schnitt

- 60 min

Primirantikorper

Vo

Applikation von ANTI-
ANKYRIN G gelost in
Blockierungslésung und
Inkubation in der Feuchtkammer
im Kiihlschrank (4°C)
Verdiinnung 1:750

1004 je Schnitt

- Uber Nacht

TAG 2

Waschschritt

Siehe TAG 1

- 15 min

Blockierung mit
Wasserstoffperoxid
(H205)

Applikation von 0,3% H,O, (in
PBS und lichtgeschiitzt)
Verdiinnung 1:100

- 30 min

Waschschritt

Siehe TAG 1

- 15 min

Sekundérantikorper

Vo

Applikation von ZIEGE ANTI-
MAUS gel6st in
Blockierungslésung und
Inkubation in der Feuchtkammer
im Wérmeschrank

Verdiinnung 1:200

100 £4 je Schnitt

- 60 min

Waschschritt

Siehe TAG 1

- 15 min

Avidin/HRP-Biotin

Komplex

>

Applikation von Avidin/ HRP-
Biotin Komplex gelost in
PBS(1X) und Inkubation in der
Feuchtkammer im
Wirmeschrank

Verdiinnung 1:50 fiir A+B

- 60 min
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Waschschritt Siehe TAG 1 15 min
DAB-Fiérbung Inkubation in der Feuchtkammer 10 min
mit DAB-Gebrauchslésung
Verdiinnung 1:50
OTs einzeln in Leitungswasser
und dann in destilliertem Wasser
spiilen
Himalaun-Féarbung OTs in Himalaun schwenken 30 sec
(fakultativ) In Leitungswasser spiilen 5 min
In destilliertem Wasser spiilen 5 min
Dehydrierung Ethanol 50% 3 min
Ethanol 70% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Ethanol 100% 3 min
Ethanol 100% 3 min
Xylol / Ethanol 50%/ 50% 5 min
Xylol I 10 min
Xylol IT 10 min
Xylol IIT 10 min
Eindecken Mit DePex-Eindeckmedium und Uber Nacht

Deckglidschen passender Grofe
eindecken
OTs werden mit Gewichten

beschwert und getrocknet

Tabelle 9: Protokoll der immunhistochemischen Fdrbung
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7. Immunfluoreszenzfiarbung

7.1. Prinzip der Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz (IF) zidhlt wie die Immunhistochemie zu den Verfahren der
diagnostischen Analysemethoden. Es wird ebenfalls die direkte von der indirekten
Methode unterschieden. Bei der direkten IF kann das gesuchte Protein durch die
Markierung mit einem spezifischen fluoreszierenden Antikorper nachgewiesen werden.
Die indirekte IF-Firbung verlduft in mindestens zwei Schritten. Die Farbung erfolgt nicht
direkt iiber den Primirantikorper, sondern iiber einen fluoreszenzmarkierten

Sekundérantikorper.

Fluoreszierender Sekundérantikorper — Alexa Fluor Konjugate 488 (griin)

Primarantikorper

Antigen — beta-IV-Spektrin/ AnkyrinG
————— |

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Immunfluoreszenzfirbung

7.2. IF-Féarbung

Fiir die IF-Farbung wurde das geschnittene kryokonservierte Gewebe mehrmals in PBS
gewaschen. Nach der einstiindigen Inkubation in der Blockierungslosung, wurde das
Gewebe mit dem Primérantikorper gegen beta-IV Spektrin oder gegen Ankyrin G iiber
Nacht inkubiert. Der Primérantikbrper wurde in der Blockierungslosung verdiinnt.
Nachdem das Gewebe 3-mal in PBS gespiilt wurde, erfolgte die Inkubation mit dem
fluoreszierenden Sekundirantikorper anti-Hase (Alexa Fluor 488 Esel IgG (H+L);
Invitrogen, Deutschland) oder anti-Maus (Alexa Fluor 488 Esel IgG (H+L); Invitrogen,
Deutschland). Beide Sekundirantikdrper wurden in der Blockierungsldsung verdiinnt.
Fiir die Darstellung der Zellkerne wurde das Gewebe fiir 10 Minuten in einer
Gebrauchslosung aus 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deutschland) und destilliertem Wasser inkubiert.
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Primédrantikorper fiir 5001

1. ANTI-BETA-IV SPEKTRIN
Antigen: beta-1V Spektrin
Wirt: Hase

2. ANTI-ANKYRIN G
Antigen: Ankyrin G
Wirt: Maus
Klon: monoklonal
Subtyp: 1gG2a

Verdiinnung 1:500
499ul Blockierungslosung

11 Primérantikorper

Sekundirantikorper fiir 1000u1 Losung:

1. ,,ESEL ANTI-HASE IgG (H+L)
488 KONJUGAT *

2. ,ESEL ANTI-MAUS IgG (H+L)
488 KONJUGAT”

Verdiinnung 1:200
995ul1 Blockierungslosung
5ul Sekundérantikorper

Tabelle 10: Verwendete Primdr- und Sekunddrantikorper

Substanz Zubereitung
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) - Siehe Tabelle 7
(10X)-Stocklosung

PBS (1X)-Fertiglosung - Siehe Tabelle 7

Blockierungslosung

Siehe Tabelle 8

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Stock A (lichtgeschiitzt)

10mg BisBenzimid-DAPI
(Sigma 14530)

1ml destilliertes Wasser

DAPI Stock B (lichtgeschiitzt)

Verdiinnung 1:1000
1u1 DAPI Stock A

1ml destilliertes Wasser

DAPI-Gebrauchslosung

Verdiinnung 1:10
100u1 DAPI Stock B
9001 destilliertes Wasser

Tabelle 11: Verwendete Chemikalien
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TAG 1

Arbeitsschritt

Ablauf

Dauer

Waschschritt

Siehe Tabelle 9

15 min

Blockierung

Inkubation der Objekttriger (OTs)
in der Feuchtkammer im
Wirmeschrank mit
Blockierungslosung

100u1 je Schnitt

60 min

Primérantikorper

Vo

Applikation von ANTI-BETA-IV
SPEKTRIN/ ANTI-ANKYRIN G
gelost in Blockierungslosung und
Inkubation in der Feuchtkammer im
Kiihlschrank (4°C)

Verdiinnung 1:500

100xu1 je Schnitt

tiber Nacht

TAG 2

Waschschritt

Siehe Tabelle 9

15 min

Sekundar-

antikorper

Vo

Applikation von ESEL. ANTI-
HASE-IgG (H+L) 488
KONJUGAT/ ESEL ANTI-MAUS-
IgG (H+L) 488 KONJUGAT gelost
in Blockierungslosung
(lichtgeschiitzt) und Inkubation der
OTs in der Feuchtkammer im
Wirmeschrank

Verdiinnung 1:200

100u1 je Schnitt

90 min

Waschschritt

Siehe Tabelle 9

ca. 15 min

4’ ,6-Diamidin-2-
phenylindol
(DAPI)-Firbung

=>» Verdiinnung 1:10 des DAPI Stock B

Inkubation in der Feuchtkammer im
Wirmeschrank mit DAPI-

Gebrauchslosung

10 min
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Spiilen

2-maliges Spiilen in destilliertem
Wasser (lichtgeschiitzt und auf dem
Schiittler)

Je 5 min

Eindecken Mit FluorPreserve Reagenz und
Eindeckglédschen passender Grofe
eindecken

Lagerung Versiegelung des Deckglases auf

dem OT mit herkémmlichem
Nagellack

Aufbewahrung im Kiihlschrank bei
4°C

Tabelle 12: Protokoll der Immunfluoreszenzfdarbung

8. Auswertung

8.1. Auswertung der IHC-Firbung

Fiir die Aufnahmen der chromogenen Firbungen wurde ein Mikroskop (Eclipse E200,
Nikon, Deutschland) mit einem installierten Kamerasystem (Digital sight DS-2Mv und
DS-L2 Mikroskop Kontroll-Einheit, Nikon, Deutschland) verwendet. Die Auswertung
der Bilder erfolgte iiber die frei verfiigbare ImageJ-Software (ImageJ Software 2.0.0. fiir

Windows; Wayne Rasband, NIH, USA).

Fiir das densitometrische Ausmessverfahren iiber ImageJ wurde die ROI (engl. ,,region
of interest) bei jeder einzelnen Aufnahme der immunhistochemischen Farbungen
bestimmt und ein einheitlicher Schwellenwert, der sog. ,,Threshold”“ festgelegt. Als
optimales Format wurde ,,Percentile” ausgewihlt. Die Originalaufnahmen wurden in
Schwarz-Weil}- bzw. Bindrbilder (8-bit) umgewandelt. Bei diesen Binidrbildern wurde der

Anteil der Ankyrin G-positiven Bereiche an der ROI bestimmt. Das Ergebnis der

densitometrischen Analyse wurde in Prozent an Flache (% Area) angegeben.
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis von Ankyrin G im medialen Corpus
Callosum (CC)

(A) Darstellung der engl. , region of interest”: mediales CC der Region 265. (B)
Bindrbild zu der Abbildung 14 A. Mafistab: 500um (A, B).

8.2. Auswertung der IF-Firbung

Es wurden Ubersichtsaufnahmen des primir somatosensorischen Kortex (pScx) der
Region 265 erstellt. Die Ausschnitte der Kortex Schicht 11/ III (siehe Abbildung 8A)
zeigten den pScx (VergroBerung: Objektiv 60x/ Olimmersion). Hier liegt der Fasskortex
des somatosensorischen Kortex.

Der 20pum dicke Schnitt wurde entlang der Z-Achse gescannt. Dabei wurden Aufnahmen
im Z-Achsenschritt von 0,5um erstellt (siche Abbildung 8B). Diese wurden als
,Maximale Projektion‘ auf einer Ebene dargestellt (siche Abbildung 8C). Das AIS wurde
in der gesamten Lénge abgebildet und korrekt ausgemessen. Die Aufnahmen wurden mit
dem Konfokal Mikroskop (Olympus Life Science/ Fixed Stage Upright Microscope/
Olympus BX51WI) erstellt.
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beta-IV-Spektrin/
DAPI

X"A(‘h;vre‘ o 7Y:Ac7hse‘

beta-1V-Spektrin/ DAPI

Abbildung 8: Darstellung der in der Studie analysierten Gehirnregionen im Cuprizone-
und Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis-Modell

(A) Ubersichtsaufnahme des primdr somatosensorischen Kortex (pScx) (Box) der Region
265 (gemdfs dem engl. ,,Mouse Brain Atlas“ nach Sidman et al.). Die Pfeilspitzen
markieren die Kortex Schicht 11/ I11. (B) Z-Stack der dreieckig umrandeten Fldchen. (C)
Immunhistochemischer Nachweis von beta-1V Spektrin. (D) zeigt einen Ausschnitt
derselben Fdrbung: Axon Initial Segment mit dazugehorigem Zellkern.

Mapstab: 100um (A) und 20um (C).
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Die Linge des einzelnen AIS wurde mit einem selbst entworfenen Makro (Institut fiir
Neuroanatomie, Fakultdt fiir Medizin Mannheim, Universitit Heidelberg) fiir Fiji
(ImageJ) und engl. ,,Visual Basic for Applications* (VBA, Excel, Microsoft)
ausgemessen. Die Quantifizierung des AIS aus der Intensitdt der Farbung wurde im

Rahmen einer verblendeten Studie durchgefiihrt.

Die Ausmessung des AIS erfolgte in mehreren Schritten:
1. Das AIS wurde als Rechenoperation des Makros als gerade Linie dargestellt. Die
Kurven und Windungen im Verlauf des AIS wurden geglittet. Anschliefend

erfolgte die Betrachtung jedes einzelnen Pixels entlang des AIS.

N\/\/\/» m) 1 2|3 4|56

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Ausmessung des Axon Initial Segments

2. In einem Histogramm wurde die Intensitit der Farbung (in %) gegen jedes

einzelne Pixel aufgetragen.

%
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Histogramms

3. Wenn die Férbeintensitit des Pixels iiber dem Schwellenwert von 10% lag, wurde
dieser in die Liangenmessung miteingeschlossen. Der Schwellwert wurde an der

maximalen Intensitdt der Farbung des jeweiligen Bildes gemessen.

4. Die Anzahl der gefarbten Pixel wurde in Excel in pm iibertragen. Bei einem
Objektiv der VergroBerung 60x entspricht das 0,134um pro Pixel (Gutzmann et
al., 2014)
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8.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism Software (GraphPad
Software inc., Version 5.04 fiir Windows; San Diego California, USA). Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen wurden mittels One-way ANNOVA, gefolgt von einem
Dunn’s Post-Hoc-Test gepriift. Das Ergebnis wurde als statistisch signifikant angesehen,
wenn der p-Wert unter 0,05 lag. Dementsprechend gilt * als p < 0,05; ** als p < 0,01 und
*¥k* als p < 0,001. Alle Ergebnisse sind als arithmetischer Mittelwert =+
Standardabweichung (SEM=Standard Error of the Mean) angegeben.
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IV. ERGEBNISSE

1. Ankyrin G-Expression im Cuprizone-Modell

1.1. Verminderte Ankyrin G-Expression im medialen Corpus Callosum bei fortlaufend
Cuprizone-induzierter Demyelinisierung

Die Demyelinisierung des ZNS ist ein zentrales Element bei der Entstehung
neurologischer Erkrankungen wie der MS. Im Rahmen meiner Dissertationsarbeit wurde
das mediale CC auf Cuprizone-induzierte, metabolische Schidden und Verdnderungen an
den Ranvier-Schniirringen untersucht. Um das Auftreten der verschiedenen
histopathologischen Verdnderungen zeitlich voneinander abzugrenzen, wurden diese

nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone Behandlung untersucht.

In einem ersten Schritt wurden der Myelinisierungsgrad, die Mikrogliazellen, die
Astrozyten und die Oligodendrozyten in Gehirnen von Versuchstieren aus der
Kontrollgruppe untersucht. Dazu wurden anti-PLP, anti-IBA1, anti-GFAP und anti-
OLIG2 immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt und im Rahmen einer
qualitativen Studie ausgewertet (Gruppengrof3e: n=1 bzw. n=4).

Fiir die Darstellung des Myelinisierungsgrades des medialen CC wurden die anti-PLP
immunhistochemische Féarbungen durchgefiihrt und densitometrisch ausgewertet.
Abbildung 11 zeigt eine hohe PLP-Expression in der Kontrollgruppe. Das mediale CC ist
vollstindig myelinisiert.

In einem néchsten Schritt untersuchte ich die Mikrogliazellen im medialen CC von
Versuchstieren aus der Kontrollgruppe. Hierfiir wurden anti-IBA1 gefdrbte Schnitte
verwendet. Wie fiir die Kontrollgruppe zu erwarten, zeigten sich nur vereinzelt IBA1-
positive Zellen und eine Mikrogliaaktivierung ist kaum zu erkennen.

Fiir die Darstellung der Astrozyten im medialen CC wurde der Primérantikorper gegen
GFAP verwendet. Dabei konnte ich eine geringe anti-GFAP Immunreaktivitit erkennen.
Zudem untersuchte ich unreife und reife Oligodendrozyten. Dafiir wurden anti-OLIG2
gefédrbte Schnitte verwendet. Abbildung 14 zeigt eine hohe anti-OLIG2 Immunreaktivitét

im medialen CC von einem Versuchstier aus der Kontrollgruppe.

Zusétzlich zur Darstellung der PLP, IBA1, GFAP und OLIG2 Expression unter
Kontrollbedingungen, habe ich die Demyelinisierung, die Mikrogliaaktivierung, die
Astrozytose und den Oligodendrozytenverlust im medialen CC nach verschiedenen
Phasen der Cuprizone-Intoxikation untersucht. Dafiir wurden immunhistochemische
Féarbungen durchgefiihrt und im Rahmen einer qualitativen Studie ausgewertet.

In einem ersten Schritt untersuchte ich die Demyelinisierung des medialen CC nach 1, 3

und 5 Wochen. Hierfiir wurden anti-PLP immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt
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und densitometrisch ausgewertet. Nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation konnte ich im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikante Abnahme der anti-PLP Farbeintensitit
feststellen. Nach 3 Wochen war die anti-PLP Firbeintensitit deutlich verringert, ebenso
nach 5 Wochen (siehe Abbildung 11).

Die Mikrogliaaktivierung wurde mit Hilfe von anti-IBA1 gefarbten Schnitten dargestellt.
Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
Zunahme der anti-IBA1 Férbeintensitdt nach 3 und 5 Wochen, sowie eine deutliche
Hyperplasie und Hypertrophie der Mikrogliazellen.

In einem nédchsten Schritt untersuchte ich die Astrozytose im medialen CC bei
fortlaufender Cuprizone-Intoxikation. Fiir die Darstellung der Astrozyten wurde der
Primérantikorper gegen GFAP verwendet. Abbildung 13 zeigt die signifikante Zunahme
der anti-GFAP Férbeintensitdt nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Morphologie der Astrozyten dnderte sich ebenfalls. Unter
Kontrollbedingungen konnte ich vorwiegend schlanke Zellkdrper mit kurzen Ausldufern
beobachten. Nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation waren die Astrozyten Zellkdrper
stark hypertroph und multipolar (mit vielen Auslaufern).

Des Weiteren untersuchte ich unreife und reife Oligodendrozyten in anti-OLIG2
gefarbten Schnitten nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation. Nach 1 Woche
Cuprizone-Intoxikation war im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Abnahme der OLIG2-
Expression erkennbar (siche Abbildung 14), ebenso nach 3 und 5 Wochen.
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Abbildung 11: Qualitative Studie zum immunhistochemischen Nachweis von
Proteolipid-Protein (PLP) im medialen Corpus Callosum nach 1, 3 und 5 Wochen
Cuprizone-Intoxikation

(A) zeigt eine anti-PLP immunhistochemische Férbung in der Ubersicht (Region 265;
(Sidman, 2017)). (A) und (B) zeigen eine anti-PLP immunhistochemische Fdrbung eines
Kontrolltiers. (C), (D) und (E) zeigen die Fdarbung nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone-
Intoxikation. Die Expression von PLP im medialen Corpus Callosum nimmt nach der
Cuprizone-Intoxikation deutlich ab. Das mediale Corpus Callosum ist deutlich
demyelinisiert.

Mapstab: 500um (A) und 50um (B-E). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen.
Gruppengrofie: n=4; Gesamt: 16 Versuchstiere.
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Abbildung 12: Qualitative Studie zum immunhistochemischen Nachweis von engl.
»Ionized calcium binding adaptor molecule 1’ (IBA1) im medialen Corpus Callosum
nach 1,3 und 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation

Die Aufnahmen wurden in der Frontalebene erstellt (Region 265, (Sidman, 2017)). (A)
zeigt eine anti-IBAl immunhistochemische Fdrbung eines Kontrolltiers. (B), (C) und (D)
zeigen die Fdrbung nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation. Die Expression von
IBA1 im medialen Corpus Callosum nimmt nach Cuprizone-Intoxikation deutlich zu. Hier
zeigt sich eine ausgeprdgte Mikrogliaaktivierung.

Mapstab: 50um (A-D). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen

Gruppengrofie: n=4; Gesamt: 16 Versuchstiere.
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Abbildung 13: Qualitative Studie zum immunhistochemischen Nachweis von engl.
“Glial fibrillary acidic protein” (GFAP) im medialen Corpus Callosum nach 1, 3 und
5 Wochen Cuprizone-Intoxikation

Die Aufnahmen wurden in der Frontalebene (Region 265, (Sidman, 2017)) erstellt. (A)
zeigt eine anti-GFAP immunhistochemische Fdrbung eines Kontrolltiers. (B), (C) und
(D) zeigen die Férbung nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation. Die Expression
von GFAP im medialen Corpus Callosum nimmt nach Cuprizone-Intoxikation deutlich
zu. Hier zeigt sich eine ausgeprdgte Astrozytose.

Mapistab: 50um (A-D). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen.

Gruppengrofie: n=4; Gesamt: 16 Versuchstiere.
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Abbildung 14: Qualitative Studie zum immunhistochemischen Nachweis von engl.
,,Oligodendrocyte transcription factor 2” (OLIG2) im medialen Corpus Callosum nach
1 Woche

Die Aufnahmen wurden in der Frontalebene (Region 265; (Sidman, 2017)) erstellt. (A)
zeigt eine anti-OLIG2 immunhistochemische Fdrbung eines Kontrolltiers. (B) zeigt die
Farbung nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation. Die Expression von OLIG2 im medialen
Corpus Callosum nimmt nach Cuprizone-Intoxikation deutlich ab.

Mapstab: 50um (A — C). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen.

Gruppengrofe: n=1; Gesamt: 2 Versuchstiere.

Neben den qualitativen Studien zum Nachweis der Demyelinisierung,
Mikrogliaaktivierung, Astrozytose und dem Verlust von Oligodendrozyten, untersuchte
ich die Expression von Ankyrin G im medialen CC in Gehirnen von insgesamt 18
Versuchstieren (Gruppengrofle: n=4 bzw. n=5). Es wurden anti-Ankyrin G
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt und densitometrisch ausgewertet. Dabei
konnte ich in Gehirnen von Versuchstieren aus der Kontrollgruppe zunichst eine hohe
anti-Ankyrin G Firbeintensitét (54,54 + 4,34 (Mittelwert + SEM)) nachweisen.

In einem néchsten Schritt untersuchte ich die Ankyrin G-Expression im medialen CC
nach verschiedenen Phasen der Cuprizone-Intoxikation. Dafiir wurden Versuchstiere
nach 1, 3 und 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation untersucht. Nach 1 Woche Cuprizone-
Intoxikation konnte ich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme der
Ankyrin G-Expression erkennen. Diese Verdnderung der Ankyrin G-Immunreaktivitét
war ebenfalls nach 3 und 5 Wochen deutlich sichtbar. Insgesamt konnte ich eine
signifikante Abnahme der Ankyrin G-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe in
allen Phasen der Cuprizone-Intoxikation nachweisen.

Die anti-Ankyrin G Férbeintensitit wurde mit Hilfe einer densitometrischen Messung
analysiert und quantifiziert. Es wurde der prozentuale Anteil der Ankyrin G-positiven
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Bereiche in der ROI im medialen CC nach den verschiedenen Phasen der Cuprizone-
Intoxikation errechnet und gegeniiber der Kontrollgruppe verglichen.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, war nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation eine
signifikante Abnahme der anti-Ankyrin G Firbeintensitit nachweisbar (37,45 + 2,38
(Mittelwert + SEM); p<0,01). Eine deutliche Abnahme der Ankyrin G-Expression war
ebenfalls nach 3 (6,24 + 2,18 (Mittelwert + SEM); p<0,001) und 5 Wochen (3,57 + 0,75
(Mittelwert + SEM); p<0,001) Cuprizone-Intoxikation im Bereich des medialen CC zu

sehen.

Insgesamt konnte ich friih nach Beginn der Cuprizone-Intoxikation (1 Woche) eine
signifikante Abnahme der Ankyrin G-Expression nachweisen. Im Vergleich zu anderen
Cuprizone-induzierten  histopathologischen = Verdnderungen im medialen CC
(Demyelinisierung, Gliose, Astrozytose, Oligodendrozytenverlust) lag die Abnahme der
anti-Ankyrin G Fiarbeintensitit zeitlich vor dem Eintritt der meisten anderen Schiden
durch Cuprizone. Diese waren erst nach 3- bis 5-wochiger Cuprizone-Intoxikation

deutlich erkennbar.

52



A Ankyrin G B Ankyrin G

Cas e TR |
C D
R
1W
1w
E F
[l
3IW
3IW
G H b
S5W
SW

Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis von Ankyrin G im medialen Corpus
Callosum nach verschiedenen Phasen der Cuprizone-Intoxikation

Die Abbildungen (A, C, E, G) sind Ubersichtsaufnahmen des medialen Corpus Callosum.
(A) und (B) zeigen eine anti-Ankyrin G immunhistochemische Fdrbung des medialen
Corpus Callosum bei einem Kontrolltier. (C) — (H) zeigen die Fdrbung nach 1, 3 und 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation. Die Expression von Ankyrin G im medialen Corpus
Callosum nimmt nach der Cuprizone-Intoxikation deutlich ab.

Mapstab: 500um (A, C, E, G) und 50um (B, D, F,H). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen
Gruppengrofie: n=4 bzw. n=5; Gesamt: 18 Versuchstiere.
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Abbildung 16: Grafische Darstellung der densitometrischen Quantifizierung der
Ankyrin G-Expression (in %)

Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil der Ankyrin G-positiven Bereiche im
medialen Corpus Callosum bei mehrwochiger Cuprizone-Intoxikation der Versuchstiere
aus unterschiedlichen Behandlungsgruppen. P-Wert: * p < 0,05; ** p < 0,01 und
*k* p < 0,001. W=Wochen. Gruppengrofse: n=4 bzw. n=5 Versuchstiere; Gesamt: 18

Versuchstiere.
1.2. Ankyrin G-Expression im medialen Corpus Callosum nach Remyelinisierung

Im Rahmen einer qualitativen Studie wurde der Myelinisierungsgrad, die
Mikrogliaaktivierung und die Astrozytose nach der Remyelinisierungsphase untersucht.
Dazu wurde das Cuprizone-Modell verwendet. Die Versuchstiere wurden fiir einen
Zeitraum von 5 Wochen mit Cuprizone behandelt, anschlieBend wurde der Kupfer-
Chelator abgesetzt und die Tiere wurden fiir weitere 2 Wochen mit normalem Futter
gehalten. Es wurden anti-PLP, anti-IBA1 und anti-GFAP immunhistochemische
Féarbungen durchgefiihrt und ausgewertet (Gruppengréfle n=4). In einem ersten Schritt
untersuchte ich den Myelinisierungsgrad des medialen CC anhand anti-PLP
immunhistochemischer Fiarbungen. Nach der Remyelinisierungsphase konnte ich eine
deutliche Zunahme der PLP-Expression gegeniiber der akuten Demyelinisierung nach 5
Wochen feststellen. Abbildung 17 zeigt die anti-PLP Immunreaktivitit nach akuter
Demyelinisierung und Remyelinisierung im Bereich des medialen CC. Die
Mikrogliaaktivierung wurde in anti-IBA1 gefirbten Schnitten untersucht. Wie in
Abbildung 17 dargestellt, konnte ich nach der Remyelinisierungsphase eine deutliche
Abnahme der IBAl-positive Zellen im Bereich des medialen CC erkennen. Zudem
untersuchte ich die Astrozytose im medialen CC nach der Remyelinisierungsphase. Fiir
die Darstellung der Astrozyten wurde der Primdrantikdrper gegen GFAP verwendet.
Auch hier konnte ich eine Abnahme der GFAP-Expression gegeniiber der Gruppe der

akuten Demyelinisierung feststellen.
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Abbildung 17: Qualitative Studie zum immunhistochemischen Nachweis von
Proteolipid Protein (PLP), engl. ,,Ionized calcium binding adaptor molecule 1’ (IBA1)
und engl. “Glial fibrillary acidic protein” (GFAP) im Bereich des medialen Corpus
Callosum nach der Remyelinisierungsphase

Die Aufnahmen wurden im Bereich des medialen Corpus Callosum (Region 265;
(Sidman, 2017)) erstellt. Die Aufnahmen (A), (B) und (C) zeigen anti-PLP; (D), (E) und
(F) anti-IBAI und (G), (F) und (H) anti-GFAP immunhistochemische Fdrbungen. Die
Aufnahme (B) und (C) stellen die akute Demyelinisierung (5W) und die Remyelinisierung
(SW+2W) dar. Parallel dazu zeigen die Aufnahmen (E) und (F) bzw. (H) und (I) die
Abnahme der Mikrogliaaktivierung und der Astrozytose nach Absetzen des
Kupferchelators.

Mapstab: 50um. Co=Kontrollgruppe; W=Wochen.

Gruppengrofie: n=4; Gesamt: 36 Versuchstiere.
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Nachdem ich eine Cuprizone-induzierte Abnahme der Ankyrin G-Expression in akut
demyelinisierten Lasionen in unseren Versuchstieren nachweisen konnte, untersuchte ich
in einem néchsten Schritt die Ankyrin G-Expression in Gehirnen von insgesamt 20
Versuchstieren (Gruppengrof3e: n=5) nach der Remyelinisierungsphase.

Hierfiir wurden wiederum anti-Ankyrin G immunhistochemische Férbungen
durchgefiihrt und densitometrisch ausgewertet. Die Verdnderungen der Ankyrin G-
Immunreaktivitit wurden anhand immunhistochemischer Farbungen im medialen CC
nach der Remyelinisierungsphase erfasst und gegeniiber der Kontrollgruppe (39,81 + 1,58
(Mittelwert + SEM)) verglichen. Dabei konnte ich insgesamt eine signifikante Abnahme
der Ankyrin G-Expression (20,52 + 2,92 (Mittelwert + SEM); p<0,001) im Vergleich zu
gesunden Kontrolltieren feststellen.

In einem weiteren Schritt wurden die anti-Ankyrin G immunhistochemischen Farbungen
nach akuter Demyelinisierung (3,57 + 0,75 (Mittelwert + SEM)) gegeniiber den anti-
Ankyrin G immunhistochemischen Farbungen nach der Remyelinisierungsphase (20,52
+ 2,92 (Mittelwert + SEM)) verglichen. Dabei wurde untersucht, ob es nach akuter
Demyelinisierung und der darauffolgenden Remyelinisierungsphase wieder zu einer
Zunahme der Ankyrin G-Expression in dem zuvor von Demyelinisierung betroffenen
Bereich des medialen CC kommt. Wie in Abbildung 18 dargestellt, war nach 2 Wochen
der Remyelinisierung eine signifikante Zunahme der Ankyrin G-Expression nachweisbar
(p-Wert<0,01).

Insgesamt konnte ich nach der Remyelinisierungsphase eine inkomplette Regeneration

der Ankyrin G Expression nachweisen.
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Abbildung 18: Immunhistochemischer Nachweis von Ankyrin G im Bereich des
medialen Corpus Callosum nach der Remyelinisierungsphase

Die Aufnahmen wurden in der Frontalebene auf Hohe des rostralen Hippokampus
(Region 265) erstellt (Sidman, 2017). Die Abbildungen (A) und (B) sind
Ubersichtsaufnahmen des medialen Corpus Callosum. (A) und (C) zeigen eine anti-
Ankyrin G immunhistochemische Fdrbung eines Kontrolltiers (7 Wochen Normalfutter).
(B) und (D) zeigen die Fdrbung nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation und 2 Wochen
Normalfutter. Die Expression von Ankyrin G im medialen Corpus Callosum nimmt nach
Cuprizone-Intoxikation gegeniiber der Kontrollgruppe ab.

Mapstab: 500um (A, B) und 50um (C, D). Co=Kontrollgruppe; W=Wochen
Gruppengrofie: n=5; Gesamt: 20 Versuchstiere.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der densitometrischen Quantifizierung der
Ankyrin G-Expression (in %)

Das Diagramm zeigt zwei verschiedene immunhistochemische Fdrbungen der Ankyrin
G-Expression. Es wird der prozentuale Anteil der Ankyrin G-positiven Bereiche im
medialen Corpus Callosum bei fortlaufender Cuprizone Behandlung (1, 3 und 5 Wochen
Behandlung) im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt.

Zudem wird der prozentuale Anteil der Ankyrin G-positiven Bereiche im medialen Corpus
Callosum nach der Remyelinisierung (5 Wochen Behandlung und 2 Wochen
Normalfutter) im Vergleich zur Kontrollgruppe (7 Wochen Normalfutter (Kontrolle
SW+2W)) und der Gruppe der akuten Demyelinisierung (5W) dargestellt. Insgesamt zeigt
das Diagramm die inkomplette Regeneration der Ankyrin G-Expression nach der
Remyelinisierungsphase.

P-Wert: * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

W=Wochen. Gruppengrofie: n=5 Versuchstiere; Gesamt: 30 Tiere.
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2. Beta-IV Spektrin-Expression im Cuprizone-und EAE-Modell

Das AIS dient als spezialisierte Struktur des ZNS der Bildung und Modulation des APs.
Die dynamischen Verdnderungen, die hier am AIS stattfinden, werden unter dem Begriff
der neuronalen Plastizitit zusammengefasst und koénnen durch die sensorische
Stimulation und Deprivation beeinflusst werden (Jamann et al., 2018). Anhand von IF-
Féarbungen und der Bestimmung der AIS Linge konnen die dynamischen Verdnderungen
im Rahmen der neuronalen Plastizitét quantifiziert werden.

In meiner Dissertationsarbeit wurde die AIS Plastizitit anhand der Verdanderungen der
Expression des Geriistproteins beta-IV Spektrin wihrend der pathophysiologischen
Vorginge der MS untersucht. Dafiir wurden das primir degenerative Cuprizone- und das
inflammatorische EAE-Modell verwendet. Die sensorische Stimulation und Deprivation
wurde im Rahmen des Mausmodells anhand der Reizung bzw. des Entzug des
Tastempfindens simuliert (Gruppengrofe: n=6).

2.1. Keine Veridnderung der beta-IV Spektrin-Expression bei Cuprizone-induzierter
Demyelinisierung und sensorischer Stimulation

In einem ersten Schritt untersuchte ich, ob durch die Cuprizone-Intoxikation und
sensorische Stimulation eine Verdnderung der beta-IV Spektrin-Expression im pScx
(Region 265; Schicht II/ IIT) zu beobachten ist (siche Abbildung 20). Nach 5 Wochen
Cuprizone-Intoxikation und sensorischer Stimulation konnte ich keine signifikante
Verdanderung der beta-IV Spektrin-Expression (26,30 + 0,70 (Mittelwert + SEM))
gegentiber der Kontrollgruppe (24,76 + 0,76 (Mittelwert + SEM)) nachweisen. Die Lange
des AIS verdnderte sich bei sensorischer Stimulation im Cuprizone-Modell nicht;

dynamische Verdnderungen am AIS waren nicht feststellbar.

2.2. Keine Veridnderung der beta-1V Spektrin-Expression nach aktiver EAE-
Immunisierung und sensorischer Stimulation

Es wurde die Expression von beta-IV Spektrin im pScx (Region 265; Schicht 11/ III) nach
aktiver EAE-Immunisierung und sensorischer Stimulation untersucht. Die EAE wurde
durch die Immunisierung mit MOGs;s.ss-Emulsion und Pertussis Toxin (PTX)-Losung
induziert (sieche Abbildung 20). Dabei konnte ich keine signifikante Verdnderung der
beta-IV Spektrin-Expression der behandelten (24,04 + 0,96 (Mittelwert + SEM))
gegeniiber der Kontrollgruppe (24,76 + 0,76 (Mittelwert + SEM)) nachweisen. Auch bei
sensorischer Stimulation im EAE-Modell veridnderte sich die Lange des AIS nicht und es

kam zu keiner dynamischen Verinderung des AIS.
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2.3. Erhohte beta-1V Spektrin-Expression bei Cuprizone-induzierter Demyelinisierung
und sensorischer Deprivation

In einem néchsten Schritt untersuchte ich die beta-IV Spektrin-Expression bei
Cuprizone-induzierter ~Demyelinisierung und sensorischer Deprivation der
Versuchstiere (siche Abbildung 20). Dabei konnte ich eine signifikante Zunahme der
beta-IV Spektrin-Expression (25,94 + 0,81 (Mittelwert + SEM); p<0,05) gegeniiber der
Kontrollgruppe (23,11 + 0,47 (Mittelwert + SEM)) feststellen. Es kam zu einer
signifikanten Léangendnderung des AIS bei sensorischer Deprivation im Cuprizone-

Modell, was einen Hinweis auf eine bestehende neuronale Plastizitit des AIS gibt.

2 4. Keine Veridnderung der beta-IV Spektrin Expression nach aktiver EAE-
Immunisierung und sensorischer Deprivation

Zudem untersuchte ich die beta-IV Spektrin-Expression nach aktiver EAE-
Immunisierung und sensorischer Deprivation der Versuchstiere, nachdem ich eine
Veridnderung der beta-IV Spektrin-Expression in akut demyelinisierten Lésionen bei
sensorisch deprivierten Versuchstieren nachweisen konnte (siehe Abbildung 20). Es
wurden die anti-beta-IV Spektrin IF-Fiarbungen nach EAE-Immunisierung und
sensorischer Deprivation gegeniiber der Kontrollgruppe (23,11 + 0,47 (Mittelwert +
SEM)) verglichen. Dabei konnte ich keine signifikante Verdnderung der beta-1V
Spektrin-Expression (21,27 + 1,19 (Mittelwert + SEM)) feststellen. Dynamische

Veranderungen des AIS waren nicht erkennbar.

Insgesamt konnte ich keine signifikante Verinderung der beta-IV Spektrin-Expression
nach Cuprizone-induzierter Demyelinisierung oder aktiver EAE-Immunisierung
feststellen. Auch die jeweiligen Untersuchungen nach sensorischer Stimulation und
Deprivation haben keine signifikanten Verdnderungen gezeigt. Es kam zu keiner
signifikanten Langendnderung des AIS, das heif3it, dass keine Plastizitdt des AIS in den
entsprechenden MS-Tiermodellen stattgefunden hat. Es war allein im Cuprizone-Modell
und unter sensorischer Deprivation der Versuchstiere eine signifikante Zunahme der beta-
IV Spektrin-Expression nachweisbar, was hier auf eine Rest-AIS Plastizitdt hindeuten

konnte.
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beta-IV Spektrin

Abbildung 20: Immunhistochemischer Nachweis von beta-1V Spektrin im primdr
somatosensorischen Kortex (Schicht 11/ I1I) nach 5 Wochen Behandlung

(A) zeigt eine HE-Fiéirbung in der Ubersicht (Region 265; (Sidman, 2017)). (B) und (E)
zeigen eine anti-beta-1V Spektrin immunhistochemische Fdrbung des primdr-
somatosensorischen Kortex eines Kontrolltiers. (C) zeigt die gleiche Fdrbung nach 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation und sensorischer Stimulation. (D) zeigt die Fdrbung
nach aktiver Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE)-Immunisierung
und sensorischer Stimulation. (F) zeigt die Fdrbung nach 5 Wochen Cuprizone-
Intoxikation und sensorischer Deprivation. (G) zeigt die Fdrbung nach aktiver EAE-
Immunisierung und sensorischer Deprivation. Bei (F) ist eine Zunahme der beta-1V
Spektrin-Expression im primdr somatosensorischen Kortex nachweisbar, alle weiteren
Untersuchungen zeigen keine signifikanten Verdnderungen.

Mapstab: 50um. Gruppengrofse: n=6 Versuchstiere; Gesamt: 36 Versuchstiere.
Co+=Kontrollgruppe Stimulation, Co-=Kontrollgruppe Deprivation,

Cup+=Cuprizone Behandlung und Stimulation, Cup-=Cuprizone Behandlung und
Deprivation,

EAE+=EAE Induktion und Stimulation, EAE-=FEAE Induktion und Deprivation.
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Abbildung 21: Grafische Darstellung der Linge des Axon Initial Segments (in %)
Das Diagramm zeigt die Linge des Axon Initial Segments (gemessen anhand der beta-1V
Spektrin-Expression) bei fortlaufender Cuprizone-Intoxikation und aktiver EAE-
Immunisierung. (+)-Balken stellen die Behandlung der sensorischen Stimulation, (-)-
Balken die Behandlung der sensorischen Deprivation dar. P-Wert: * p < 0,05; ** p <
0,01 und *** p < 0,001.

Gruppengrofie: n=6 Versuchstiere; Gesamt: 36 Versuchstiere.

Co+=Kontrollgruppe Stimulation, Co-=Kontrollgruppe Deprivation,

Cup+=Cuprizone Behandlung und Stimulation, Cup-=Cuprizone Behandlung und
Deprivation,

EAE+=EAE Induktion und Stimulation, EAE-=FEAE Induktion und Deprivation.
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V. DISKUSSION

1. Die Rolle von Ankyrin G bei neurodegenerativen Prozessen des ZNS

Die MS ist eine autoimmune, chronisch-entziindliche Erkrankung mit einem
ausgepragtem neurodegenerativen Charakter, vor allem in der SPMS und der PPMS. Es
kommt sowohl zum Untergang von Nervenzellen, als auch zu immer wiederkehrenden
Entziindungsreaktionen, die chronische Schiden am betroffenen Gewebe auslosen. Dabei
werden Nervenfasern und -zellen beschidigt, die die Funktionen des ZNS mafBigeblich

einschrianken.

Das Geriistprotein Ankyrin wurde primér als Bestandteil des Zytoskeletts in Erythrozyten
nachgewiesen. Spiter wurde Ankyrin auch in Nerven- und Muskelzellen entdeckt. Es
dient zusammen mit anderen Membranproteinen, wie Spektrin, der Stabilisierung der
Zellmembran. Die Unterform Ankyrin G spielt eine wichtige Rolle bei der Verankerung
von Na,*-Kanilen an verschiedenen Positionen der Nervenzelle, wie dem AIS und dem
Ranvier-Schniirring. Vor allem am Ranvier-Schniirring ermoglicht die hohe Dichte von
Ionenkanilen eine schnelle Signaltransduktion. Man spricht auch von der sog.

»altatorischen Erregungsleitung® (Huxley & Stampfli, 1949).

Ziel meiner Arbeit war es, die Expression von Ankyrin G im Rahmen der
neurodegenerativen Prozesse der MS besser darstellen zu konnen. Meine Untersuchungen
am Cuprizone-Modell konnten zeigen, dass es in experimentellen MS-Lisionen
frithzeitig zu einer verminderten Expression von Ankyrin G kommt. Diese Ergebnisse
geben Hinweise darauf, dass Ankyrin G auch unabhéngig von autoimmunen Prozessen
bei neurodegenerativen Vorgidngen im ZNS beteiligt ist. Im Vergleich zu anderen
histopathologischen =~ Verdnderungen  (Demyelinisierung, Gliose, Astrozytose,
Oligodendrozytenverlust) in akut demyelinisierten Lisionen lag die Abnahme der
Ankyrin G-Expression zeitlich vor dem Eintritt der meisten anderen Schiden. Diese
waren erst im weiteren Verlauf der Cuprizone Behandlung nachweisbar. Das bestirkt die
Annahme, dass Ankyrin G im Rahmen neurodegenerativer Prozesse friihzeitig betroffen
ist und auch unabhiéngig von autoimmunen Prozessen eine regulatorische Funktion bei

Demyelinisierungsprozessen im ZNS einnimmt.

Bereits veroffentlichte Studien zur Expression von Ankyrin G am Ranvier-Schniirring
konnten auf eine zentrale Rolle des Geriistproteins im ZNS hinweisen. Devaux und
Scherer zeigten, dass die Expression von Ankyrin G in direktem Zusammenhang mit dem
Vorhandensein von Ionenkanilen am Ranvier-Schniirring steht. Dementsprechend fiihrt

die Abnahme der Ankyrin G Expression zu einer Abnahme der durch das Geriistprotein
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verankerten Na,*- und Kaliumkanile (KCNQ?2) (Devaux & Scherer, 2005). Der Verlust
von lonenkandlen fiihrt wiederum zu einer verminderten Amplitude des APs und zu einer
abgeschwichten Signaliibertragung.

Weitere Studien konnten darlegen, dass die Expression von Ankyrin G entlang des
Axons, vor allem am AIS, die Polaritit der Nervenzelle beeinflusst. In Abhéngigkeit von
der Zusammensetzung des neuronalen Zytoskeletts aus den einzelnen Geriistproteinen
verdndert sich die Polaritédt der Nervenzelle und es werden unterschiedliche Zellfortsitze
ausgebildet. Diese haben im Reizleitungssystem verschiedene Funktionen. Dendriten
dienen vor allem der Signalaufnahme, Axone der Signalweiterleitung an nachgeschaltete
Nervenzellen. Eine verminderte Expression von Ankyrin G fiihrt zur Veridnderung der
strukturellen Eigenschaften des Zytoskeletts und zur Ausbildung neuer und anderer
Zellfortsitze (Hedstrom, Ogawa, & Rasband, 2008). Die Folgen davon konnen eine
fehlerhafte Signalaufnahme und -weiterleitung sein.

Des Weiteren zeigten Barry et al., dass Geriistproteine eine wichtige Rolle fiir den
axonalen Transport spielen. Um die Na,*Kanéle vom Soma zum Axon transportieren zu
konnen, bindet das Motorprotein KIF5/ Kinesin-1 an das Geriistprotein Ankyrin G. Da
durch die Abnahme der Expression von Ankyrin G die notwendigen Ankerproteine
entlang des Axons fehlen, wird der Transport durch KIF5/ Kinesin-1 malgeblich
beeintrichtigt (Barry et al., 2014).

Zudem fiihrt die Abnahme der Ankyrin G-Expression zu ultrastrukturellen
Veridnderungen in der Myelinscheide der Axone. Das kann zur Akkumulation von
Zellorganellen im Bereich der Ranvier-Schniirringe fiihren (Saifetiarova et al., 2017). In
elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass durch
die Akkumulation von Zellorganellen entlang des Axons oxidativer Stress in der
Nervenzelle ausgelost wird (Ruhling et al., 2019). Insgesamt kann dies zur weiteren
Schidigung der Struktur und des Transports des Axons fiihren und die Apoptose der
Nervenzelle induzieren.

Dariiber hinaus konnten weitere Studien eine Beteiligung des Geriistproteins Ankyrin G
an den Prozessen der axonalen Reifung und der Entwicklung der Ranvier-Schniirringe
belegen.

Insgesamt verlduft die Reifung eines Ranvier-Schniirringes in 3 Schritten:

1. Initiale Organisation (parallel dazu Myelinisierung des Axons und Rekrutierung der
notwendigen Proteine),

2. Reifung (Ausbildung stabiler Verbindungen zwischen den einzelnen Geriistproteinen
und Rekrutierung von Na,*-Kanélen),

3. Instandhaltung des Proteinkomplexes am Ranvier-Schniirring (Saifetiarova et al.,
2017).

Die initiale Organisation der Ranvier-Schniirringe 1duft primir unabhéngig von Ankyrin
G ab. Ankyrin G spielt im weiteren Verlauf der Reifung und der Stabilisierung der

Ranvier-Schniirringe eine wichtige Rolle. Beta-IV Spektrin sorgt dabei fiir zusétzliche
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Stabilitit bei der Reifung der Nodien. Es stellt jedoch keine entscheidende Komponente
dafiir da. Demnach ist Ankyrin G ein essenzieller Faktor fiir die Entwicklung von
Ranvier-Schniirringen. Nodien, die sich in Abwesenheit von Ankyrin G ausbilden, reifen
nicht und destabilisieren. Das gibt Hinweise darauf, dass die Abnahme der Ankyrin G-
Expression Auswirkungen auf die Reifung und den Erhalt von Ranvier-Schniirringen
zeigt und zu einer Abnahme der Funktionsfihigkeit im ZNS fiihrt (Saifetiarova et al.,
2017).

Weiterfiihrende Studien beschéftigten sich zudem mit der Frage, ob der Verlust von
Ankyrin G durch andere Isoformen aus dem Ankyrin-Proteinkomplex ersetzt werden
kann. Untersuchungen von Ho et al. haben gezeigt, dass zwischen Ankyrin G und beta-
IV Spektrin eine starre Verbindung besteht. Sobald es zu einem Verlust einer der beiden
Strukturen kommt, geht auch die jeweils andere Struktur verloren. Das Ankyrin G/ beta-
IV Spektrin System wird durch das Ankyrin R/ beta-I Spektrin Geriist ersetzt. Ankyrin R
und beta-I Spektrin haben eine dhnlich starre Verbindung zueinander wie Ankyrin G mit
beta-IV Spektrin (Ho et al., 2014). Obwohl Ankyrin G durch Ankyrin R ersetzt werden
kann, spielt die Abnahme der Ankyrin G-Expression dennoch eine Rolle fiir die
Funktionsfdhigkeit des ZNS. Ankyrin G hat im Gegensatz zu Ankyrin R eine hohere
Affinitdt zu dem Bindungsprotein NF186 und den Na,*-Kanélen und ist deshalb im ZNS
hoher exprimiert. Ankyrin R ist vermehrt in Erythrozyten nachweisbar und dient damit
der Versorgung des Nervensystems (Kordeli, Davis, Trapp, & Bennett, 1990). Sobald
Ankyrin G im ZNS reduziert ist, kann Ankyrin R trotz einer geringeren Affinitit zu
NF186 und den Na,*Kanilen binden. Ankyrin R kann jedoch nur die Ankyrin G Proteine
am Ranvier-Schniirring, nicht am AIS, ersetzen. Ankyrin G ist am Ranvier-Schniirring
und am AIS auf unterschiedliche Weise verankert. Am Ranvier-Schniirring sind dabei
extrinsische Faktoren (NF186, Myelinhiille) beteiligt. Am AIS wird Ankyrin G nur iiber
das intraaxonale Zytoskelett (Ankyrin B, alpha-II und beta-II Spektrin) verankert (Ho et
al., 2014). Deshalb sind beide Ankyrin Isoformen notwendig, um eine ausreichende
Funktionsfdhigkeit des ZNS zu gewihrleisten (Ho et al., 2014).

Insgesamt wird deutlich, dass Geriistproteine wie Ankyrin G einen wichtigen Bestandteil
der Nervenzelle darstellen und bei zahlreichen Funktionen des ZNS beteiligt sind.
Basierend auf den bereits erhobenen Ergebnissen ergeben sich verschiedene
Ansatzpunkte fiir neue Studien auf diesem Gebiet. Im Rahmen der etablierten MS-
Tiermodelle sollte primir die Expression von Ankyrin G an den Ranvier-Schniirringen
und dem AIS erhoben werden. Dies konnte auf eine Interaktion der beiden spezialisierten,
neuronalen Strukturen im Rahmen der pathophysiologischen Prozesse der MS hinweisen.
Des Weiteren muss umfassend iiberpriift werden, inwieweit die Verminderung der
Ankyrin G Expression zu oxidativem Stress in der Nervenzelle fiihrt und einen

potentiellen Trigger fiir andere neurodegenerative Schidden in den betroffenen ZNS
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Arealen darstellt. Zudem sollte es Ziel weiterer Forschung sein, die Expression von
Ankyrin G auch im Modell der aktiven Immunisierung zu untersuchen, um wichtige
Fragen zur Funktion von Ankyrin G bei neuroinflammatorischen Prozessen zu klidren und

die Ergebnisse zu den neurodegenerativen Vorgéingen der MS zu ergéinzen.

2. Ist Ankyrin G relevant fiir die Remyelinisierung?

Die Remyelinisierung ist ein zentrales Element in der endogenen Reparatur des ZNS. Die
Schidigung der schiitzenden Myelinhiille wird in den betroffenen ZNS Arealen durch
korpereigene Reparaturmechanismen behoben. Eine ausreichende Wiederherstellung der
Myelinisierung ist entscheidend fiir die Funktionsfdhigkeit des ZNS und die schnelle
Signaliibertragung entlang des Axons (Bruce et al., 2010; Honmou et al., 1996; Moore et
al., 2013; Schampel et al., 2017). Der Prozess der Remyelinisierung kann in mehreren
Schritten ablaufen und unterschiedlich stark ausgeprigt sein. Neuroprotektive und -
destruktive Faktoren sind magebend fiir die Regenerationsfihigkeit eines Axons. In den
verschiedenen Stadien kommt es hiufig zu einer fehlerhaften und unvollstindigen
Remyelinisierung, wenn die Rekrutierung, Proliferation oder Differenzierung von
Oligodendrozyten gestort werden (Chang, Nishiyama, Peterson, Prineas, & Trapp, 2000;
Chang, Tourtellotte, Rudick, & Trapp, 2002). Die durch die Demyelinisierung
entstandenen Defizite konnen dann nicht mehr ausgeglichen werden.

Das Verstindnis der Vorgidnge der De- und Remyelinisierung erlangt zunehmend an
Bedeutung, da es sich bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie der MS, um chronisch-
progrediente Krankheiten handelt. Die Moglichkeit der Regeneration ist hier sehr wichtig

fiir die Erforschung neuer Therapiekonzepte.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich die Expression von Ankyrin G in Bezug auf die
Remyelinisierungsprozesse im ZNS untersucht. Insgesamt konnte ich nach der
Remyelinisierungsphase eine unvollstindige Regeneration der Ankyrin G Expression
feststellen. Gegeniiber der Kontrollgruppe war eine signifikante Abnahme, gegentiber der
Gruppe der akuten Demyelinisierung eine signifikante Zunahme der Ankyrin G-
Expression nachweisbar. Dies gibt Hinweise dafiir, dass die Expression von Ankyrin G
wihrend der Remyelinisierung durch die Stabilisierung des Zytoskeletts und der
Ionenkanéle einen neuroprotektiven Einfluss hat und sich insgesamt positiv auf den

Remyelinisierungsprozess auswirkt.

Aktuelle Studien auf dem Gebiet beschiftigten sich bislang vor allem mit den
zugrundeliegenden Mechanismen der Myelinisierung und Remyelinisierung, sowie der

Identifikation neuroprotektiver bzw. -destruktiver Faktoren fiir eine vollstindige
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Regeneration der Myelinhiille. Die Expression von Geriistproteinen wihrend des
Remyelinisierungprozesses wurde bisher noch wenig untersucht.

Bereits veroffentlichte Studien weisen insgesamt auf einen Zusammenhang zwischen der
Expression von Geriistproteinen und Oligodendrozyten im ZNS hin. Mathis et. al haben
bereits beschrieben, dass eine verminderte Anzahl von Oligodendrozyten von einer
geringeren Expression von Ankyrin G an den Ranvier-Schniirringen begleitet wird
(Mathis, Denisenko-Nehrbass, Girault, & Borrelli, 2001). Fiir die Expression des
Gertistproteins Ankyrin G am Ranvier-Schniirring ist zudem auch eine intakte
Verbindung zwischen Axon und Myelinhiille an den Paranodien wichtig (Rasband et al.,
1999). Die Paranodien stellen die Begrenzung der Ranvier-Schniirringe dar.
Weiterfiihrende Studien geben Hinweise auf einen Zusammenhang von Geriistproteinen
und Oligodendrozyten im ZNS an remyelinisierten Axonen. Primér war die Ausbildung
einer intakten Myelinhiille notwendig, um die Wiederherstellung der axonalen Struktur
und Funktion zu induzieren (Eftekharpour et al., 2007; Sasaki et al., 2006).
Gertiistproteine wie Ankyrin G sind erst in einem zweiten Schritt wihrend des Aufbaus
der Ranvier-Schniirringe wichtig und induzieren die Rekrutierung und Verankerung der
Ionenkanile (Barry et al., 2014; Poliak & Peles, 2003). Zudem ist die Expression von
Ankyrin G entscheidend fiir die Stabilisierung von Ionenkandlen bei weiteren
neurodegenerativen Prozessen und axonaler Schidigung (Dugandzija-Novakovic,

Koszowski, Levinson, & Shrager, 1995).

Basierend auf diesen Ergebnissen spielen wihrend des Remyelinisierungsprozesses
primér die Oligodendrozyten Proliferation und Differenzierung und zu einem spiteren
Zeitpunkt die Expression von Geriistproteinen an den Ranvier-Schniirringen eine
entscheidende Rolle. Die Expression von Ankyrin G ist wichtig fiir die Reorganisation
der Erregungsleitungssystems und zeigt insgesamt einen neuroprotektiven Einfluss auf
den Remyelinisierungsprozess.

Fiir neue Erkenntnisse {iber die Expression von Ankyrin G und das Zusammenspiel von
Ionenkanédlen, Gertiistproteinen und Oligodendrozyten im ZNS wéhrend der
Remyelinisierungsphase  wiirde ich weitere Untersuchungen am toxischen
Demyelinisierungsmodell Cuprizone durchfithren. Dafiir sollte im Rahmen meiner
Untersuchungen primér die Expression von Ankyrin G nach akuter Demyelinisierung und
Remyelinisierung in einer gemeinsamen immunhistochemischen Farbung erfasst werden.
Insgesamt sollte es Ziel weiterer Forschung sein, die Beteiligung von Geriistproteinen an
den Vorgingen der Remyelinisierung zu verstehen und alle potentiellen Trigger fiir

weitere Reparaturvorgiinge zu identifizieren.
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3. Der Einfluss der sensorischen Stimulation und Deprivation auf beta-IV

Spektrin im Cuprizone- und EAE-Modell

Beta-1V Spektrin gehort wie Ankyrin G zu den Geriistproteinen und ist ein essentieller
Bestandteil des Zytoskeletts. Zusammen mit Ankyrin G dient es der Stabilisierung der
Zellmembran und der Verankerung von Ionenkanilen an verschiedenen Positionen des
axonalen Zytoskeletts. Das AIS ist als eine spezialisierte Struktur der Nervenzelle an der
Bildung und Modulation des APs beteiligt. Die dynamischen Verdnderungen am AIS, die
bei der Beeinflussung der Netzwerkaktivitidt im ZNS stattfinden, werden als neuronale
Plastizitéit beschrieben. Studien der Arbeitsgruppe Engelhardt beschéftigten sich bereits
mit der Plastizitit des AIS. Hierbei konnte am engl. ,,whisker-to-barrel cortex-pathway*
gezeigt werden, dass sich bei sensorischer Stimulation bzw. Deprivation die Linge des
AIS im pScx physiologisch verdndert. Die sensorische Stimulation fiihrte zu einer
Verkiirzung, die Deprivation zu einer Verldngerung des AIS (Jamann et al., 2018). Die
Léange des AIS wird anhand der Expression von beta-IV Spektrin gemessen. Die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe Engelhardt geben Hinweise darauf, dass iibermifBige
Signalschwankungen durch den Ein- und Ausbau von Ionenkanilen am AIS ausgeglichen
werden konnen. Dementsprechend kommt es bei sensorischer Stimulation zu einer

intrasystemischen Signalabschwichung und bei Deprivation zu einer Signalverstirkung.

Insgesamt beschiftigten sich aktuelle Studien bisher noch wenig mit der Expression von
beta-IV Spektrin in Zusammenhang mit der AIS Plastizitit im Cuprizone- und EAE-
Modell. Es war Fokus meiner Arbeit, aufbauend auf den Ergebnissen der Arbeitsgruppe
Engelhardt, die Expression des Geriistproteins beta-IV Spektrin in den entsprechenden
MS-Tiermodellen genauer zu untersuchen. Dabei soll gezeigt werden, ob die Plastizitit
des AIS auch nach toxisch-induzierter Demyelinisierung und autoimmuner Inflammation
erhalten ist.

Im Rahmen meiner Untersuchungen am Cuprizone-Modell konnte ich keine signifikante
Verinderung der beta-IV Spektrin-Expression feststellen. Es waren keine AIS
Langenéinderungen und keine AIS Plastizitit nachweisbar. Es war nur bei sensorischer
Deprivation im selben Tiermodell eine signifikante Zunahme der beta-IV Spektrin-
Expression erkennbar. Das konnte Hinweise auf eine Rest-Plastizitit des AIS im
toxischen Demyelinisierungsmodell Cuprizone geben.

Es stellt sich die Frage, ob die Zunahme der beta-IV Spektrin Expression durch die
fehlende Myelinhiille am AIS im Rahmen der toxisch induzierten Demyelinisierung
begriindet werden kann. Zum einen spricht dagegen, dass so insgesamt eine signifikante
Verldangerung des AIS im Cuprizone-Modell gegeniiber der Kontrollgruppe nachweisbar
sein miisste. Die Verlidngerung des AIS miisste dabei unabhiingig von den Verdnderungen
bei sensorischen Stimulation bzw. Deprivation sein. Zum anderen spricht dagegen, dass

es insgesamt nicht zu einer distalen Erweiterung des AIS kommt, sondern zu einer
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proximalen Erweiterung in Richtung des Axonhiigels. Hier ist physiologisch keine
Myelinisierung vorhanden (Hamada & Kole, 2015). Basierend auf diesen Ergebnissen
kann die Lingenverdnderung des AIS nicht auf die Cuprizone induzierte
Demyelinisierung zuriickgefiihrt werden.

Neben der Untersuchung der Lédngenveridnderungen des AIS im Cuprizone-Modell,
beschiftigten sich weitere Studien mit der Umverteilung der am AIS verankerten
Ionenkanile (Hamada & Kole, 2015). Insgesamt konnte eine verminderte Dichte der
Na,*-Kanile und der Kaliumkanile (Kv 7.3) am AIS nachgewiesen werden. Dadurch ist
die Erregbarkeit des AIS reduziert und die Amplitude des APs vermindert (Hamada &
Kole, 2015). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass bei toxisch induzierter
Demyelinisierung eine geringere Anzahl von Ionenkanilen iiber dieselbe Strecke am AIS

verteilt wird. Die Signaliibertragung im ZNS wire dadurch zusitzlich beeintrichtigt.

Im Rahmen meiner Untersuchungen nach aktiver EAE-Immunisierung konnte ich
insgesamt keine Verdnderung der beta-IV Spektrin-Expression feststellen, weder nach
sensorischer Stimulation noch nach Deprivation. Es konnte im Rahmen der autoimmunen
Inflammation keine neuronale Plastizitit des AIS nachgewiesen werden.
Weiterfiihrende Studien, die sich bereits mit den Verdnderungen des AIS nach EAE-
Immunisierung auseinandergesetzt haben, weisen auf eine verminderte Anzahl und Linge
des AIS nach autoimmuner Inflammation hin (Clark et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass
die Struktur des AIS nach EAE-Induktion geschédigt ist, was erkldren konnte, warum
hier keine AIS Plastizitit nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse von Clark et. al
basieren auf immunhistochemischen Firbungen des Geriistproteins Ankyrin G. Dennoch
geben die Untersuchungen Hinweise dafiir, dass das AIS im Rahmen der
inflammatorischen Prozesse der MS betroffen ist.

Insgesamt konnte ich die Ergebnisse der bereits veroffentlichten Studie der Arbeitsgruppe
Engelhardt nicht bestitigen. Die aktivitdtsabhingigen Unterschiede der AIS Linge, wie
die AIS Verkiirzung nach sensorischer Stimulation und die AIS Verlidngerung nach
sensorischer Deprivation, konnte ich im Rahmen meiner Untersuchungen nicht
nachweisen. Die widerspriichliche Datenlage nach der Auswertung meiner Ergebnisse
und den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Engelhardt kann auf eine verminderte
Plastizitit des AIS bei neurodegenerativen und inflammatorischen Prozesse hinweisen.
Da hier wichtige Funktionen, wie die Stabilisierung des Zytoskeletts, der Ein- und
Ausbau von Ionenkanilen und die Signalweiterleitung am AIS verloren gehen kénnen,
muss die AIS Plastizitdt im Cuprizone- und EAE-Modell weiterhin umfassend iiberpriift
werden. Fiir neue Erkenntnisse {iber die AIS Linge wiirde ich in einem néchsten Versuch
auch die Expression des Geriistproteins Ankyrin G am AIS untersuchen und auswerten.

Um genauere Aussagen zur Expression von beta-IV Spektrin im EAE-Modell treffen zu
konnen, wiirde ich zudem Untersuchungen an anderen Lokalisationen des ZNS
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durchfiihren. Die Folgen der T-Zell abhingigen Immunantwort nach EAE-Induktion sind
vorwiegend im Kleinhirn und Riickenmark zu beobachten, selten konnen EAE-Herde im
Kortex nachgewiesen werden. Deshalb wiirde ich riickblickend weitere Versuche an
Gewebeschnitten des Kleinhirns und Riickenmarks durchfiihren. In diesen Regionen des
ZNS konnte bereits nachweislich eine Veridnderung der neuronalen Strukturen verifiziert
werden. Dementsprechend konnten auch hier genauere Aussagen zum Einfluss der EAE-

Immunisierung auf die Plastizitit des AIS getroffen werden.

Insgesamt konnte im Rahmen experimentell induzierter MS-Lésionen gezeigt werden,
dass es begleitend zu einer reaktiven Gliose und Astrozytose bei fortlaufender
Demyelinisierung primér zu einer Verminderung der Ankyrin G-Expression im medialen
CC kommt. Das gibt Hinweise auf eine frilhe Beteiligung von Ankyrin G an der
Axondegeneration, Schiadigung des Zytoskeletts und Destabilisierung von Ionenkanélen
am Ranvier-Schniirring, unabhéingig von einer autoimmun induzierten Inflammation.
Zudem konnte ich nachweisen, dass es sowohl im Cuprizone- als auch im EAE-Modell
zu keiner Verdnderung der Expression von beta-IV Spektrin im pScx kommt. Erst bei
sensorischer ~ Deprivation der Versuchstiere im Rahmen des toxischen
Demyelinisierungsmodells Cuprizone war eine signifikante Zunahme der beta-IV
Spektrin-Expression nachweisbar. Dies kann auf eine verminderte bis fehlende Plastizitt
des AIS im Rahmen der neurodegenerativen und inflammatorischen Prozesse hinweisen.
Um Aussagen zur Beteiligung von Ankyrin G an inflammatorischen Prozessen
prizisieren zu konnen, miissen weitere Untersuchungen am Tiermodell der aktiven
Immunisierung durchgefiihrt werden. Die bereits erhobenen Ergebnisse zur toxisch
induzierter Demyelinisierung geben Hinweise darauf, dass die friithe Verinderung der
Ankyrin G-Expression die Entstehung neurodegenerativer Prozesse der MS triggern
konnte. Mit Ankyrin G als Ansatzpunkt neuer Therapiemethoden konnte man
moglicherweise schon frilh in den Entstehungsprozess eingreifen und die
Krankheitsprogression reduzieren. Wichtige Fragen zur Rolle von beta-IV Spektrin im
Rahmen der axonalen Plastizitit und der pathophysiologischen Vorgingen der MS
miissen ebenfalls in weiterfiihrenden Studien untersucht werden. Es muss immer noch
konkretisiert werden, inwieweit beta-IV Spektrin daran beteiligt ist, dass die AIS
Plastizitdt im MS-Tiermodell nicht mehr vollstdndig funktioniert. Fiir neue Erkenntnisse
wiirde ich weitere Untersuchungen am EAE-Modell an anderen Lokalisationen des ZNS,
wie dem Kleinhirn und Riickenmark, durchfiihren. Hier zeigen sich nachweislich
histopathologische Veridnderung der aktiven Immunisierung und es konnten auch
wichtige Veridnderungen der beta-1V Spektrin-Expression identifiziert werden.

Diese Untersuchungen von Ankyrin G und beta-IV Spektrin im MS-Tiermodell kénnten
die Basis fiir neue Therapieansitze bilden, die die Funktion von Ankyrin G und beta-1V
Spektrin als Geriistproteine aufrechterhalten und dadurch einen positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf erzielen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose ist eine chronische, entziindlich-degenerative Erkrankung, die
durch multifokal auftretende Herde im Zentralnervensystem gekennzeichnet ist. Das
primdr degenerative Cuprizone- und das inflammatorische Tiermodell der
Experimentellen Autoimmunen Enzephalitis stellen die verschiedenen Aspekte der
Erkrankung dar. Aktuelle Studien auf dem Gebiet der experimentellen Multiple Sklerose-
Forschung beschrieben bereits Schdden an unterschiedlichen Strukturen des
Zentralnervensystems, wie dem Axon und der Synapse. Im Rahmen meiner Arbeit
untersuchte ich die beiden Gerlistproteine Ankyrin G und beta-IV Spektrin. Beide sind
wichtige Bestandteile des zentralen Reizleitungssystems und werden an den Ranvier-
Schniirringen und dem Axon Initial Segment exprimiert. Vor allem am Axon Initial
Segment kann die Expression von Geriistproteinen in Abhéngigkeit von der umgebenden
Netzwerkaktivitit verandert werden, was als neuronale Plastizitit beschrieben wird.
Primdr beschiftigte ich mich mit der Frage, ob in der Friihphase der Cuprizone-
Intoxikation Verdnderungen der Expression von Ankyrin G an den Ranvier-Schniirringen
auftreten. Zudem beschéftigte ich mit der Frage, ob die aktivititsabhéngige Plastizitét des
Axon Initial Segments auch bei den beiden etablierten Multiple-Sklerose Tiermodellen
beobachtet werden kann.

Dafiir verwendete ich das Cuprizone- und das Modell der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalitis. Fiir die Darstellung der Veridnderungen an den Ranvier-Schniirringen und
dem Axon Initial Segment wurden immunhistochemische Farbungen der Geriistproteine
Ankyrin G und beta-IV Spektrin durchgefiihrt. Zusitzlich wurde die Expression von beta-
IV Spektrin nach sensorischer Stimulation und Deprivation untersucht.

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen an den Ranvier-Schniirringen zeigten in den
ersten Wochen der Cuprizone-Behandlung eine frilhe Abnahme der Ankyrin G-
Expression, die zeitlich vor anderen neurodegenerativen Schiden, wie der
Demyelinisierung, Gliose, Astrozytose und dem Oligodendrozytenverlust, eingetreten ist.
Im Rahmen meiner Untersuchungen am Axon Initial Segment konnte ich nahezu keine
signifikante Expressionsdnderung von beta-IV Spektrin in den Multiple Sklerose-
Tiermodellen feststellen. Eine aktivitidtsabhéngige Plastizitit des Axon Initial Segments
war kaum nachweisbar.

Insgesamt konnte ich zeigen, dass Ranvier-Schniirringe unabhiingig von autoimmunen
Prozessen in Lésionen der Multiplen Sklerose friihzeitig betroffen sind und weitere
degenerative Verdnderungen potentiell triggern konnen. Zudem geben meine Ergebnisse
Hinweise darauf, dass die Plastizitit des Axon Initial Segments nach degenerativen und
inflammatorischen Prozessen nicht mehr vollstindig aufrechterhalten werden kann. Wire
es moglich, die Expression von Gerlistproteinen im Zentralnervensystem zu erhalten,

konnte dies ein moglicher Therapieansatz in der Behandlung der Multiplen Sklerose sein.
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X. ANHANG

1. Transkardiale Perfusion und Paraffineinbettung

Perfusionslosung (3,7% Formaldehydlosung) fiir 1 Liter:

Substanz Menge
Formaldehyde (37%) 100 ml
Aqua destillata 900 ml
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) 46 ¢
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) (anhydrisch) 80¢g
Natronlauge (NaOH) nach Bedarf

Den Tieren wurde zur tiefen Narkose ein Ketamin-Xylazin Gemisch intraperitoneal
verabreicht. Es erfolgte die transkardiale Perfusion (in den linken Ventrikel) mit 20ml
PBS(1X)-Losung zur Entfernung des im Kreislauf verbliebenen Blutes. Das Gewebe
wurde mit 100ml der 3,7% Formaldehydlosung fixiert. Das Gewebe wurde pripariert. Es
wurden die inneren Organe und die Haut entfernt. Der Kopf wurde vom restlichen Korper
abgetrennt. Die Schidelkalotte wurde eroffnet. Das Gehirn wurde zusammen mit der
Schidelkalotte in die Perfusionslosung gelegt. Das Gewebe wurde stets feucht und kiihl
(bei 4°C) gelagert. Am darauffolgenden Tag wurde das Gehirn mit einer stumpfen

Pinzette vom Knochen gelost und freigelegt.

PBS-Losung fiir 5 Liter:

Substanz Zusammensetzung
Phosphatgepufferte Salzlosung - 477.75g PBS-Pulver ohne Ca2+/Mg2+
(PBS) (10X)-Stocklosung (L182-50 Biochrom)

- 51 destilliertes Wasser

PBS (1X)-Fertiglosung - 500 ml PBS (10x Stocklosung)
g

- 4500 ml destilliertes Wasser

- pH auf 7 4 einstellen
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Fiir die Einbettung in Paraffin wurden die Bulbi vom Gehirn getrennt, sodass eine plane

Schnittfliche entstand. Diese diente spiter als Anschnittflache des Paraffinblocks. Das

Gehirn wurde mit der planen Seite nach unten in die Kassette gelegt.

Da das im Gewebe enthaltene Wasser die Bindung mit Paraffin erschwert, wurde das

Gewebe in Alkoholbddern unterschiedlicher Konzentration dehydriert.

Zeitlicher Ablauf der Paraffineinbettung (manuell und automatisch):

Arbeitsschritt Tag Dauer
Leitungswasser, flieBend 2 5h

50% Ethanol 2-3 tiber Nacht
70% Ethanol-1 3 40 min
70% Ethanol-2 3 40 min
96% Ethanol-1 3 40 min
96% Ethanol-2 3 40 min
96% Ethanol-3 3 40 min
100% Ethanol-1 3 40 min
100% Ethanol-2 3 60 min
100% Ethanol-3 3 60 min
Xylol-1 3 40 min
Xylol-2 3 40 min
Xylol-3 3 40 min
Paraffin-1 3 60 min
Paraffin-2 3 60 min
Paraffin-3 3-6 mind. 48h

Chemikalien fiir die Einbettung in Paraffin:

Ethanol

Xylol

je nach Anzahl der Préparate

Paraffin
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Zur weiteren histologischen Aufbereitung des Gewebes, wurde der Paraffinblock mit
Hilfe des Schlittenmikrotoms zu Sum diinnen Schnitten verarbeitet. Das Wasser-
Streckbad mit 48,5°C warmen Aqua destillata gefiillt. Der Gehirnschnitt wurde aus dem
Wasserbad auf den Objekttrager Superfrost® Plus Micro Slide (VWR GmbH,
Deutschland) iiberfiihrt. Es wurde die Region R215 bis einschlieBlich R325 entsprechend
dem engl. ,,Mouse Brain Atlas by Sidman et al.“ verwendet. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur auf dem Trockenstinder und anschlieBend {iber Nacht im
Trockenschrank bei 48°C getrocknet. Bis zur weiteren Verarbeitung und Féarbung der

Schnitte wurden diese in Objekttriagerkisten bei Raumtemperatur gelagert.

2. Transkardiale Perfusion und Kryokonservierung

Die Zubereitung und Verabreichung der Perfusionslosung sind unter Anhang 1 zu finden.
Abweichend davon ist der Ablauf der Perfusion, Priparation und Einbettung. Fiir die IF-
Farbungen wurde die Methode der Kryokonservierung gewéhlt.

Den Tieren wurde zur tiefen Narkose ein Ketamin-Xylazin Gemisch intraperitoneal
verabreicht. Es folgte die transkardiale Perfusion mit 20ml 0,9% NaCl und 100ml 3,7%
Formaldehydlosung. Fiir die Spiilung mit 0,9% NaCl wurde ein Infusionsset verwendet.
Es diente der vollstindigen Elimination der erythrozytiren Bestandteile aus dem
Blutkreislauf, um falsch-positive Reaktionen des Antikorpers AnkyrinG zu vermeiden.
Das Gehirn wurde von der Schidelkalotte geldst und direkt in 10%-Saccharose (Merck,
Deutschland) gelegt. Die Postfixation iiber Nacht wurde nicht durchgefiihrt. Nach 12
Stunden erfolgte der Austausch von 10%- in 30%-Saccharose und wurde nach 24 Stunden
nochmals erneuert. Fiir jedes Pridparat wurde je 1 Falcon Tube verwendet und befanden

sich wihrend des gesamten Ablaufs bei 4°C.

Ansatz der Saccharose Losung (50 ml je Priaparat und Stufe):

Saccharose-Stufe Menge

10% Saccharose - 5g Saccharose
- in 50ml Phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS) (1X)

30% Saccharose - 15g Saccharose
- in 50ml PBS(1X)

81



Zeitlicher Ablauf der Saccharose-Reihe:

Losung Tag Dauer

10% Saccharose in 1-2 12h (nachts)
Phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS) (1X) bei 4°C

30% Saccharose in PBS (1X) bei | 2-3 24h
4°C
30% Saccharose in PBS (1X) bei | 3-4 24h
4°C

Fiir die Gefriereinbettung wurde das Gewebe in mit TissueTek O.C.T. (Finetek GmbH,
Deutschland) gefiillte Schilchen tiberfiihrt und in -70°C kaltem Isopentan (VWR GmbH,
Deutschland) eingefroren. Alle fertigen Proben wurden im Gefrierschrank bei -20°C in
Papp-Boxen gelagert.

Es wurden 20pm dicke Schnitte aus den Regionen 215 und 265 angefertigt. Es wurde das
Kryo-Mikrotom CM1950 (Leica Biosystems, Deutschland) verwendet. Die optimale
Temperatur des Kryostatinnenraum und Feststellblockes lag bei -21°C. Der einzelne
Gehirnschnitt wurde in gekiihltem (2°C) PBS(1X) vom umgebenden TissueTek gelost
und von dort auf den Objekttriger iibertragen. Die Schnitte wurden 12 Stunden bei

Raumtemperatur getrocknet und direkt in die Fiarbung iiberfiihrt.

Chemikalien fiir die transkardiale Perfusion:

Substanz Menge je Priparat
0, 9% NaCl-Isotone Kochsalzlosung -20 ml
Perfusionslosung - 2x 50 ml (siche Anhang 1)

Materialen fiir die Gefriereinbettung:

Trockeneis

TissueTek O.C.T. Compound Je nach Anzahl der Priparate

Isopentan
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