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Zusammenfassung

Multiple Sklerose ist eine Krankheit, die die auf Myelin basierende Nervenisolation im
Gehirn zerstort. Astrozyten haben sowohl einige protektive als auch inflammatorische
Funktionen, jedoch sind viele Zusammenh&nge noch nicht geklart. Besonders die
Wirkungen und die Beziehungen von Astrozyten auf Myelin bei Multipler Sklerose sind
nicht abschlielend gekléart. Astrozyten konnen nach einer Demyelinisierung die
Remyelinisierung sowohl férdern als auch hemmen [9-13]. Mikroglia férdern die
Remyelinisierung durch eine Phagozytose des defekten Myelins und auch bei Astrozyten
gibt es erste Hinweise auf ein solches Verhalten (Tab. 13) [14].

Diese Arbeit hat zwei Ziele: Zum einen soll untersucht werden, welchen Einfluss
Astrozyten auf Myelin bei Multipler Sklerose haben. Zum anderen soll versucht werden,
eine Phagozytose von Myelin durch Astrozyten in einer Immunfluoreszenzfarbung
darzustellen und damit Hinweise auf die Ursache und die Wirkung zu gewinnen.
Mithilfe des Cuprizone-Modells erfolgte eine Demyelinisierung mit zwei- und
dreidimensionaler Darstellung der Astrozyten und des Myelins. Anschlieend erfolgte
eine Farbung des Myelins und der Astrozyten, um den Anteil an Myelin innerhalb (Inside)
und aulRerhalb (Outside) der Astrozytenfortsatze zu messen.

Fur die zweite Fragestellung wurden das geféarbte Myelin und die geférbten Astrozyten
in einer dreidimensionalen Darstellung in allen Ebenen untersucht.

Es zeigte sich nicht nur der erwartete Verlust von Myelin bei langerer Cuprizone-
Intoxikation, sondern auch ein signifikant geringerer Myelinanteil auferhalb der
astrozytéren Fortsdatze (bei drei Wochen: innerhalb: 100% *2,3% vs. auferhalb:
88,1% + 2,2%, Abb. 7 und Tab. 11).

In der dreidimensionalen Darstellung konnte die Phagozytose des Myelins in den
Astrozyten nachgewiesen werden.

Die Funktion der Phagozytose von Myelin durch Astrozyten konnte noch nicht geklart
werden.

Aus den Ergebnissen l&sst sich allerdings schlieRen, dass Astrozyten bei einer friihen,
akuten Demyelinisierung Myelin schitzen. Mdoglicherweise geschieht dies tber die

Aufrechterhaltung eines Mikromilieus.



1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Bei Multipler Sklerose, synonym auch Morbus Charcot oder Encephalitis disseminata,
wird das Myelin, ein Teil des Zentralnervensystems (ZNS), chronisch autoimmun
zerstort. Jean-Martin Charcot beschrieb 1868 als eines der pragendsten Merkmale - neben
chronischer Demyelinisierung - den axonalen Schaden [15]. Er befand, dass
Intentionstremor, skandierende Sprache und Nystagmus am hdufigsten seien [16]. Da
jeder Teil des ZNS von diesen geschadigten Stellen, Lasionen genannt, betroffen sein
kann, treten oft auch einseitiger Sehverlust, Doppelbilder, Gliederschwéche,
Sensibilitatsverlust, Ataxie oder sexuelle Dysfunktion auf [17, 18]. Diagnostisch werden
die McDonald-Kriterien angewandt, die Demyelinisierungen an verschiedenen Orten des
ZNS zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfordern [18].

Die Multiple Sklerose tritt zumeist im Alter zwischen 20 und 40 Jahren erstmals auf.
Frauen erkranken zwei- bis dreimal haufiger als Manner [19, 20]. Mit circa 700.000
Betroffenen in Europa und 2,5 Mio. weltweit entspricht das einem Neuauftreten von
weniger als 0,1% der Bevolkerung [21]. Die Wahrscheinlichkeit steigt flir Geschwister
auf circa 3% und flr eineiige Zwillinge auf 25%, was eine genetische Ursache
wahrscheinlich macht [22].

Ein weiterer Hinweis fur eine genetische Ursache zeigt sich in der regionalen Verteilung
der Erkrankung. So zeigen sich in dem kaukasisch geprégten Nordeuropa ein haufigeres
Auftreten (bspw. Schottland: durchschnittlich 200 Falle/100.000 Personen) als im
ethnisch gemischteren Australien (125/100.000) und am seltensten bei stdafrikanischen
Schwarzen (0,22/100.000) [20, 23]. Zum Vergleich: 2018 gab es circa
55/100.000 Herzinfarkttote und circa 54/100.000 Lungenkrebstote in Deutschland [24-
26]. Fur Multiple Sklerose gibt es keine kurative Therapie, nur Medikamente zur
positiven Beeinflussung des Krankheitsverlaufes [21]. Sie hat eine durchschnittliche
Lebenszeitreduktion von circa 15% zur Folge, zusétzlich zu den sich entwickelnden
Problemen im Alltag und dem fortschreitenden Mangel an Teilhabe an der Gesellschaft
[27-29].

Multiple Sklerose ist eine Autoimmunerkrankung, bei welcher die Immunabwehr
falschlicherweise die korpereigenen Zellen angreift [30]. Die Ursache fur Multiple

Sklerose ist unklar und ist Diskussionsgegenstand der aktuellen Forschung. Neben dem
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erwahnten genetisch erhohten Risiko scheint sich die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei
Infektionskrankheiten wie beim Epstein-Barr-Virus oder Zytomegalievirus zu erhéhen.
Ob es sich dabei um eine kausale Korrelation handelt, ist nicht endgultig geklart [22, 31].
Eine dritte Auffalligkeit ist der Nachweis von autoimmunen Abwehrzellen. So erklért die
Hygienehypothese die Pathogenese der Multiplen Sklerose durch eine vermehrte Hygiene
in entwickelten Zivilisationen, was zu einer mangelnden Stimulation des Immunsystems
fihrt. Daher reagiert das Immunsystem unverhaltnismaRig stark und betrachtet
korpereigene Zellen bzw. Proteine als Feind. Passend dazu stieg die Zahl der
Neuerkrankungen an Multipler Sklerose in den USA zwischen 1991 und 1994 im
Vergleich zu den Neuerkrankungen von 1982 bis 1986 um 50% [32]. Aktuelle,

wirkungsvolle Therapien versuchen, das Immunsystem zu unterdriicken [33].

1.2 Das Zentralnervensystem

Als ZNS werden die Nerven und Gewebe des Gehirns und des Rickenmarks bezeichnet.
Das ZNS hat die Aufgabe mithilfe der Nervenzellen, der Neuronen, die Informationen
unseres Korpers und der Umwelt zu verarbeiten. Es kann in zwei Bereiche geteilt werden:
die graue Substanz und die weille Substanz. Die Zellkorper der Neurone liegen dabei
Uberwiegend in der grauen Substanz, die Nervenzellfortsatze, Axone genannt, in der
weillen Substanz [5].

Anatomisch lasst sich das Gehirn noch detaillierter unterteilen. Bspw. liegt der Kortex,
als Teil der grauen Substanz, im AuflRenbereich des Gehirns und kann in verschiedene
Schichten, Laminae genannt, unterteilt werden (Abb. 1). Das Corpus Callosum, als Teil
der weifen Substanz, verbindet die beiden Gehirnhé&lften miteinander [5, 34, 35].

Der komplexe Aufbau des Gehirns basiert auf zwei Zelltypen.

Neben den schon erwédhnten Neuronen mit ihrem Axon, welches Informationen
weiterleitet, gibt es die Gliazellen. Gliazellen haben eine regulierende und unterstiitzende
Wirkung auf die Neurone. Sie werden im ZNS in funf Gruppen unterteilt, die jede fir
sich eine andere Funktion erfullen (Tab. 1) [5, 34-36].
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Abbildung 1: schematische Ubersicht einer Gehirnhalfte im Frontalschni (Maus): 1 = ccbh: Corpus Callosum;
2 = Lamina | bis VI des Kortex [6]

2. Mikrogliazellen

3. Oligodendrozyten
4. Ependymzellen

5. Zellen des Plexus choroideus

Zelltyp Funktion
Neurone 1. Erregungsbildung
2. Erregungsleitung
3. Informationsverarbeitung
Gliazellen
1. Astrozyten 1. Regulierung des inneren Milieus im ZNS

2. Beteiligung am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke

3. Phagozytose von abgestorbenen Synapsen

4. Narbenbildung im ZNS, z. B. nach Hirninfarkt, bei multipler
Sklerose

auf Phagozytose und Antigenverarbeitung spezialisierte Zellen
(Makrophagen des Gehirns); sezernieren Zytokine und
Wachstumsfaktoren

Bildung der Myelinscheide im ZNS

kleiden Liquorraum des ZNS aus

sezernieren Liquor cerebrospinalis

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Zellen des ZNS und ihre Funktion [5]




1.2.1 Oligodendrozyten

Eine Gruppe der Gliazellen sind Oligodendrozyten. Jeder Oligodendrozyt umhillt
mehrere Axone der Neurone mit seiner Membran aus Myelin [5, 34, 36]. Myelin hat einen
isolierenden Effekt auf die elektrische Fortleitung, da es zu circa 70 % aus weil3en Lipiden

besteht [34]. Die Nerven Ubertragen Informationen dadurch schneller [5].

1.2.2 Mikroglia

Formal sind auch Mikrogliazellen eine Gruppe der Gliazellen. Tatsachlich sind sie jedoch
Teil des mononukleédr-phagozytischen Systems des ZNS und wandern in der
Embryonalzeit aus dem Dottersack ein [37]. Durch Regulation von Zelltod, -uberleben
und -entwicklung sowie Signalmodulierung an der Synapse haben sie Einfluss auf die
Gehirnentwicklung [37]. Als Teil der Immunabwehr sorgen sie u.a. fir die Aufnahme
von Zellen oder Substanzen (Phagozytose), flr die Prasentation von Antigenen
(Bruchstucke dieser Substanzen oder Zellen) und fur die Ausschittung von Botenstoffen,
den Zytokinen [5, 34, 36, 38]. Antigene sind Strukturen auf der Oberflache von Zellen.
Werden diese Zellen jedoch durch Mikroglia phagozytiert, présentieren die Mikroglia
diese Antigene auf der eigenen Oberflache. Dies ermdglicht in Kombination mit den
ausgeschitteten Zytokinen u.a. eine Aktivierung der weiteren Immunabwehr, v.a. der B-
und T-Zellen [38]. Bei grofReren Schaden lagern sich Mikrogliazellen zu Makrophagen
zusammen [34, 37]. Zur Darstellung der Mikrogliazellen eignet sich IBAL (engl. ionized

calcium-binding adapter molecule 1).

1.2.3 Astrozyten

Astrozyten sind die h&ufigsten Zellen im Gehirn eines Sdugetieres [34]. Beim Menschen
stellen sie circa die Halfte aller Zellen des ZNS, bei der Maus ein Drittel [39]. Durch ihren
verzweigten Aufbau kénnen Sie mit bis zu 1000 anderen Zellen interagieren [40].

Die Funktionen der Astrozyten sind insgesamt sehr vielfaltig. Ihre Aufgaben sind u.a. die
Regulierung des Metabolismus von Energie, Wasser und des Blutflusses zur
Aufrechterhaltung des physiologischen Gleichgewichtes von lonen [41-43]. Astrozyten
beeinflussen die synaptische Informationsubertragung durch Transmitterfreisetzung
sowie -wiederaufnahme und durch Transportproteine [34, 44, 45]. Dies wird auch als

Regulierung des inneren Milieus bezeichnet. Um dieser Aufgabe gerecht werden zu

5



kdnnen, nehmen Astrozyten am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke teil [46, 47]. Nach einer
Schédigung kommt es in vivo und in vitro zur Proliferation der Astrozyten und zuletzt zur
Narbenbildung, einer Astrogliose [47-49].

Astrozyten  lassen  sich  unterschiedlich  unterteilen, bspw. formabhéangig,
regionsspezifisch oder funktionsabhangig [7, 10, 50].

Die funktionelle Einteilung der Astrozyten in ,,A1“ und ,,A2* ist an die Einteilung von
Mikroglia in ,,M1“ und ,,M2“ adaptiert [2]. Sie basierte auf der Annahme, dass Mikroglia
entweder eine proinflammatorische oder antiinflammatorische Wirkung haben, was
inzwischen jedoch kritisch gesehen wird [51]. Ebenso ist die Wirkung von Astrozyten
noch nicht vollstandig geklart; es gibt — ebenso wie bei den Mikroglia — Uberlegungen
hinsichtlich einer Einteilung in eine eher proinflammatorische (A1) gegeniber einer eher
antiinflammatorischen (A2) Astrozyten-Gruppe; fraglich ist in beiden Fallen, ob nicht
beides zugleich moéglich ist [2, 11, 52].

Die formabhéngige Einteilung trennt Astrozyten in protoplasmatische und fibrillare
Astrozyten (Abb. 2). Protoplasmatische Astrozyten kommen eher in der grauen Substanz
vor und reichen mit ihren feinen Fortsatzen an die Synapsen und BlutgeféRe heran. Sie
interagieren mit der Synapse bei der synaptischen Ubertragung von Informationen [53,
54]. Fibrillare Astrozyten sind haufiger in der weien Substanz des ZNS zu finden, haben

dickere Fortsatze und interagieren ebenfalls mit den Blutgefalien [48, 55].
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Abbildung 2: llustration der Astrozyten nach del Rio Hortega (1920); zitiert gemaR [7] aus [8]
A: protoplasmatischer Astrozyt der grauen Substanz; B: fibrillidrer Astrozyt der weil3en Substanz



Zur Darstellung der Astrozyten gibt es verschiedene Maoglichkeiten. Eine Option ist die
Markierung von GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein). GFAP wird von Astrozyten
exprimiert und kann durch Bindung der immunfluoreszierende Antikorper an das GFAP
dargestellt werden [56]. GFAP sichert u.a. die Stabilitat der Blut-Hirn-Schranke, bildet
jedoch lediglich das faserige Grundgerist und stellt nur circa 15% der Flache der
Astrozyten dar [57-59]. Zudem ist die GFAP-Menge eines Astrozyten u.a. von der
Lokalisation im Gehirn und der Aktivierung der Astrozyten abhangig [40, 48, 60]. Die
Elektronenmikroskopie ist eine andere Maglichkeit; sie zeigt Astrozyten sehr detailreich,
ist aufgrund ihrer Kosten und der dargestellten Fille an Details jedoch nicht fiir grol3e

Flachen geeignet.

1.3 Pathologische Veranderungen bei Multipler Sklerose

Léasionen der Multiplen Sklerose sind sowohl in der grauen als auch in der weil3en
Substanz nachweisbar [17, 61-64]. In Ldsionen treten am hdaufigsten Mikroglia und
Makrophagen auf [65-67]. Je mehr eingewanderte Mikrogliazellen in einer aktiven
Lasion sind, desto groRer wird der Schaden an den Neuronen und den Oligodendrozyten
[68, 69]. Einzelne kleine Mikroglia initiieren die Schaden, wahrend die Makrophagen das
defekte Myelin phagozytieren [70-72]. Die Phagozytose ist wichtig fur die
Remyelinisierung der Axone und senkt die Entziindung um die Lé&sionen [14].
Entscheidend fiir die Stérke der Mikrogliareaktion scheint das Alter des Myelins ebenso
wie der Stress der Oligodendrozyten zu sein, was in der aktuellen Forschung diskutiert
wird [14, 73].

1.3.1 Protektive Wirkung von Astrozyten bei Multipler Sklerose

Astrozyten und ihre protektiven wie auch inflammatorischen Effekte bei Multipler
Sklerose sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Dabei bietet sich — unabhangig von
der adaptierten funktionellen Einteilung — der Bezug zu Mikrogliazellen an. Beide
Gruppen proliferieren bei Multipler Sklerose [52]. In Teilen der weilRen Substanz
proliferieren sie unabhdngig voneinander, in anderen Bereichen des ZNS sind die
Aktivierung und Proliferation der Mikroglia und Astrozyten jedoch wechselseitig
beeinflusst [12, 59, 60, 74-76]. Die Interaktion kann sowohl eine verstérkte Migration der

Mikroglia als auch eine Hemmung der Migration in die Region zur Folge haben [12].
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Hinsichtlich der protektiven Wirkung gibt es unterschiedliche Aspekte, die im Folgenden
naher beleuchtet werden.

Astrozyten regulieren die autoimmune Antwort iber die Sekretion von Zytokinen, bspw.
uber verschiedene Interleukine, Chemokine oder den Tumornekrosefaktor APRIL, (engl.)
a proliferation-inducing ligand [11, 77, 78]. APRIL wurde urspriinglich als Marker fiir
das nicht kleinzellige Bronchialkarzinom genutzt, wird jedoch in L&sionen von Multipler
Sklerose auch durch Astrozyten sezerniert und bewirkt eine Hemmung der Entziindung
[78, 79].

Die Aktivierung der Zytokine kann Uber verschiedene Wege wie bspw. Zellen (z.B.
Oligodendrozyten) oder Proteine (z.B. engl. Fatty acid binding protein 7) eine Wirkung
entfalten [80].

Bei Oligodendrozyten, als Beispiel fiir die Zellen als Zielort der Zytokineffekte, l&sst sich
unterscheiden, ob die Faktoren an der Proliferation, der Differenzierung oder dem
Uberleben der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, den unreifen Oligodendrozyten,
wirken [13]. Astrozyten konnen durch die Sezernierung von Wachstumsfaktoren
Oligodendrozytendifferenzierung auch nach einer Demyelinisierung fordern, zugleich
aber auch die Remyelinisierung hemmen [9, 12, 13].

Ebenso konnte bereits nachgewiesen werden, dass die vermehrte astrozytare Expression
des (engl.) Fatty acid binding protein 7 die Demyelinisierung hemmt [80]. Dabei steht
auch dieses Protein in Wechselwirkung mit Zytokinen.

Durch die Funktion der Astrozyten im gesunden Gehirn das Mikromilieu zu regulieren,
bspw. durch die Aufrechterhaltung der lonenbalance oder die Aufnahme von Glutamat,
ermdoglichen Astrozyten erst eine weitere neuronale Ubertragung auch — und besonders —
im pathologischen Zustand des Gehirns [48, 81, 82]. Die Aufnahme des Glutamats senkt
zudem den Schaden an den Neuronen und Oligodendrozyten [83]. Um diese Regulation
zu ermdglichen, senken Astrozyten den oxidativen Stress durch Inaktivierung von freien
Radikalen. Dies kann durch die Bildung und Aktivierung von Glutathion oder
Peroxiredoxin geschehen [81]. Durch die Senkung des oxidativen Stresses entstehen
weniger Schaden an (extra-)zellularen Molekilen und die physiologischen
Gleichgewichte bleiben bestehen.

AuBerdem regulieren Astrozyten das (ambivalente) (Nicht-) Auftreten von Odemen je
nach zerebraler Schadigung, da sie fiir den Einbau verschiedener Transportproteine wie

Aquaporin 4 in ihre Fortsatze verantwortlich sind, weshalb auch ihre Abwesenheit zu
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Odemen fithrt [84, 85]. Diese Proteine transportieren Wasser entsprechend des
osmotischen Gradienten. Dies ist moglich, da Astrozyten am Aufbau der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt sind. [39, 43, 85]. Sie kdnnen mit den Zellen aulRerhalb des Gehirns
interagieren und somit die Zahl an Transportmolekdiilen ebenso regulieren wie die Anzahl
an infiltrierenden Zellen, bspw. durch Induktion einer Apoptose der Zellen [39]. In
diesem Sinne wére auch die Bildung der Astrogliose als Protektion der Neurone bei einer
Schédigung denkbar.

1.3.2 Phagozytose von Myelin durch Astrozyten

Neben diesen sehr unterschiedlichen Fahigkeiten soll noch einmal auf den anfanglichen
Vergleich von Astrozyten zu Mikroglia eingegangen werden. Zwar sind noch nicht alle
Aufgaben und Zusammenhange erforscht, so ist aber die Phagozytose des defekten
Myelins doch als die wichtigste Aufgabe erkennbar [37, 70, 86]. Durch die Phagozytose
ist es Mikroglia moglich, Antigene zu prasentieren und die Regeneration einzuleiten [69,
73, 87].

Eine aktuelle Frage der Forschung ist, wie sehr sich die Aufgaben und Fahigkeiten von
Astrozyten und Mikroglia gleichen. Sowohl in Tiermodellen als auch im menschlichen
Gewebe konnte nachgewiesen werden, dass Astrozyten ebenfalls die Fahigkeit haben
Antigene zu présentieren [11, 39, 88]. Fir die Prasentation ist es jedoch notwendig
phagozytieren zu konnen. In der genetischen Analyse konnte fir Astrozyten
nachgewiesen werden, dass sie diese Gene zu besitzen [39]. Entsprechend konnte sowohl
immunhistochemisch als auch im Elektronenmikroskop der Nachweis erbracht werden,
dass eine Phagozytose von Myelin durch Astrozyten prinzipiell mdoglich ist [1, 4].
Strukturell zeigte sie im Falle einer Phagozytose eine Ahnlichkeit zwischen
Makrophagen und Astrozyten [1]. Aktuell wird noch kontrovers diskutiert, wie die
Aktivierung erfolgt, welche Unterschiede zwischen Astrozyten und Mikroglia bestehen

und welche Aufgabe die Phagozytose bei Astrozyten erfullt [2-4].

1.4 Tiermodell

1.4.1 Das Cuprizone-Modell
Das Cuprizone-Tiermodell basiert auf der Intoxikation mit dem Kupferchelator Bis-
Cyclohexanon-Oxaldihydrazon [89]. Abhdngig von der Intoxikationsdauer entsteht eine

akute Demyelinisierung (bis circa sechs Wochen Intoxikationsdauer), die beginnend nach
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drei Wochen nachweisbar ist [90]. Das Modell zeigt eine gute Reproduzierbarkeit [89].
Die Demyelinisierung ist in der grauen und in Teilen der weilRen Substanz verbreitet [89,
91-94]. Autoimmune Zellen haben keinen Einfluss auf die L&sionen [64, 89, 95]. Die
Wirkweise von Cuprizone ist ungeklart. Eine Theorie sieht die Ursache in der Hemmung
der mitochondrialen Atmungskette, welche den Untergang der Oligodendrozyten bewirkt
[89, 96].

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des ZNS, welche das Myelin zerstort. Bisher ist
die Ursache fur die Krankheit unklar ebenso wie die Wirkung aller Gehirnzellen und
deren gegenseitige Beeinflussung im Rahmen der Multiplen Sklerose.

Die haufigsten Zellen im ZNS sind Astrozyten [34]. Zu ihren Aufgaben gehdrt im
Gesunden die Regulierung des Metabolismus, der Aufbau der Blut-Hirn-Schranke und
die Informationsibertragung im Zusammenspiel mit Synapsen und anderen Zellen wie
Mikroglia [39, 41, 42, 44-47, 52]. Bei Multipler Sklerose zeigt sich, dass Astrozyten
neuroprotektive und regenerative Fahigkeiten haben kdnnen. Neuroprotektive Astrozyten
bilden Proteine, die die inflammatorischen Zytokine hemmen oder den oxidativen Stress
verringern. Regenerativ fordern sie die Remyelinisierung durch die Oligodendrozyten
mithilfe von Zytokinen oder proliferieren selbst, um durch eine Astrogliose die
Regulation der Immunzellen wieder zu ermdglichen [13, 80]. Zudem kénnen Astrozyten
Antigene prasentieren, was auf die Fahigkeit von Astrozyten hinweist, auch
phagozytieren zu konnen. Dabei scheinen sie Myelin zu phagozytieren, wobei die
Funktion noch unklar ist [11, 39, 88].

Daher lassen sich fur diese Arbeit zwei Ziele definieren.

Die bisherigen Erkenntnisse der Neuroprotektion zeigen Einfllisse auf die Entziindung
um die Lé&sionen und damit auf die mdglichen Schaden der Multiplen Sklerose. Daher
stellt sich die Frage, ob Astrozyten in der Lage sind gegen eine — zumindest
experimentelle — Demyelinisierung zu schutzen.

Als zweites Ziel wird der Frage nachgegangen, ob der bisher immunhistochemische und
elektronenmikroskopische Nachweis einer Phagozytose von Myelin durch Astrozyten
auch immunfluoreszierend im friihen akuten Stadium im experimentellen Cuprizone-

Modell nachweisbar ist.
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Um beide Fragen zu untersuchen, wurde mithilfe des Cuprizone-Modells eine
Demyelinisierung ohne Einflussnahme von Immunzellen initiiert. Nach einer
immunfluoreszierenden Doppelfarbung von GFAP — fir Astrozyten — und des
Proteolipid-Proteins (PLP) — fur Myelin — wurde der Anteil des Myelins innerhalb der
Fortsatze verschiedener Astrozyten gemessen. Bei einer Protektion vor einer akuten
Demyelinisierung musste der Anteil an Myelin innerhalb der Fortséatze grofer sein als der
Anteil an Myelin auBerhalb der Fortsatze, da Astrozyten in ihrer nachsten Umgebung die
stérkste Protektion ermdglichen sollten. Mithilfe der immunfluoreszierenden Darstellung
sollte es zudem mdglich sein, Astrozyten mit phagozytiertem Myelin in ihrem Inneren
dreidimensional abzubilden.

Da die Haufigkeit von Multipler Sklerose bei Frauen erhoht ist, wurden weibliche Tiere
des Stamms C57BL6 genutzt. Die Ergebnisse jedes Modells sind vom Tierstamm
abhangig [90].
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2 Material und Methodik

2.1 Tierhaltung

Die Mause wurden gemaR des Tierversuchsantrages ROB-55.2Vet-2532.Vet-02-15-73
vom 26.07.2013 (8 8 Tierschutzgesetz) unter Einhaltung der aktuell geltenden
Tierschutzbestimmungen gehalten. Die Laborbedingungen der (engl.) Federation of
European Laboratory Animal Science Association wurden eingehalten.

Die Mause, Stamm C57BL/6, wurden in Kéfigen mit je zwei bis vier Artgenossen
gehalten und die Kafige (Flache: 435 cm?) entsprechend ausgestattet (Tab. 14). Die
Ké&fige wurden montags, mittwochs und freitags gereinigt. Das Futter wurde wahrend der
Cuprizone-Intoxikationsphase téglich gewechselt, auBerhalb der Intoxikationsphase
jeden zweiten Tag. Futter und Wasser waren ad libitum vorhanden.

Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug jeweils 12 h. Die Raumtemperatur betrug 23°C + 2°C.
Die Luftfeuchtigkeit lag bei 55% + 10%. Flr die Versuche wurden Mause mit einem
Korpergewicht von circa 21 g ausgewahlt. Zuvor lebten diese mindestens 14 Tage in

konstanter Umgebung, um die Gefahr einer Stressreaktion auszuschlieRen.

2.1.1 Cuprizone-Intoxikation

Da das Toxin Cuprizone eine reproduzierbare Myelinschadigung verursacht, wurde eine
Intoxikation der Tiere durchgefiihrt. Das Toxin wurde alle zwei Tage frisch aus 200 g
Futter und 0,5 g Cuprizone zubereitet (entspricht Cuprizone-Futter 0,25%) und in den
Ké&fig gegeben. Die zweite Halfte des vorgemischten Futters wurde jeweils bei 4°C im
Kihlschrank gelagert.

Dieser Versuch wurde in drei Experimente untergliedert. Im ersten und zweiten
Experiment wurden fiinf Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten jeweils fir drei Wochen mit
Cuprizone intoxikiert; im dritten Experiment dauerte die Intoxikation mit Cuprizone der
finf Tiere funf Wochen. Die Experimente zwei und drei begannen zum gleichen
Zeitpunkt (Abb. 3).
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Experiment 1: 10 Tiere; Cuprizone 0,25% fiir 3 Wochen Transkardiale
Perfusion

Transkardiale

Experiment 2: 13 Tiere; Cuprizone 0,25% fiir 3 Wochen h
Perfusion

Experiment 3: 16 Tiere; Cuprizone 0,25% fiir 5 Wochen Transkardiale
Perfusion

Abbildung 3: Cuprizone-Intoxikation

2.2 Transkardiale Perfusion

Die Materialien sind in Kapitel 5 aufgelistet. Die Transkardiale Perfusion erfolgte in allen

Experimenten protokollkonform.

Schritt 1: Sedierung durch 0,7 ml/Tier mit einer Ketamin-Xylazin-L&sung
intraperitoneal. Konzentration von 0,42% Ketamin und 0,021% Xylazin
intraperitoneal (Kap. 5.4.8).

Schritt 2: Er6ffnung des Peritoneums mit dem OP-Besteck nach Erléschen der Augen-
und Schwanzreflexe.

Schritt 3: Anlage einer Safety-Multifly-Kandle in den linken Ventrikel des Herzens.

Schritt 4: Er6ffnung des rechten Atriums zum Austritt von Blut und den Losungen der
Perfusion.

Schritt 5: Injektion von 20 ml PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) in den linken
Ventrikel zur Entfernung von Blut aus dem Kreislaufsystem.

Schritt 6: Zweifache Injektion in den linken Ventrikel von je 50 ml Formaldehyd-
Perfusionslosung (Tab. 2). Aufgrund der hohen Natriumkonzentration der

Perfusionslésung erfolgt bei jedem Tier eine Aktivierung der Muskulatur, was

als Zeichen einer ausreichenden Perfusion gilt. 100 ml Formaldehyd 37%

Zu Schritt 6: Tabelle 2: Mithilfe eines Filterpapiers wurde 900 ml destilliertes Wasser

die Losung in 1 1 bzw. 2 | groRe Schottflaschen abgefiillt 4,6 g NaH,PO,
8 g Na,HPO,
und mit Eis gekdhlt. Die Lésungen wurden 1 h vor Tabelle 2: Herstellung der

. Perfusionslésung (1 Liter)
Versuchsbeginn angesetzt.
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2.3 Paraffineinbettung

Schritt 1: Abtrennung des Schéadels vom restlichen Korper.

Schritt 2: Eroffnung des Gewebes Uber der Kalotte mit einer Schere.
Schritt 3: Mittige Eroffnung der Kalotte.

Schritt 4: Postfixation in einem mit 50 ml Perfusionslésung gefllten Falcon bei 4°C fir

mindestens 24 h. Leitungswasser 6h

Schritt 5: Nach der Postfixation vorsichtige SOt Ethano) _{0ber Nachit (e, 12 hj
70% Ethanol 40 min
Praparation aus der Schadelkalotte. 70% Ethanol 40 min
. . . 96% Ethanol 40 min
Schritt 6: Waschung entsprechend Tabelle 3 im 96% Ethanol 20 min
beschrifteten Einbettk&stchen. 96% Ethanol 40 min
. . . . . 100% Ethanol 40 min
Schritt 7: Zur Farbung des fixierten Gewebes 100% Ethanol 60 min
werden die in Paraffin eingebetteten 100% Ethanol 60 min
. . ; ) . Xylol 1 40 min
Gehirne mittels Schlittenmikrotom in Xylol 2 20 min
5 um diinne Schnitte geschnitten. Xylol 3 40 min
. . ] ) ) Paraffin 60 min
Schritt 8: Ubertragung der Schnitte der Zielregion Paraffin 60 min
(Beginn der Hippocampusformation), Pareitin 2 Tage

. . . . Tabelle 3: Einbettung der Gehirne in Paraffin
eingeteilt nach Sidman Mouse Brain

Atlas [97]. Mithilfe von Seidenpapier erfolgt die Ubertragung in ein 48°C
heiBes Wasserbad zur Entfaltung des Schnittes und dann Uberfiihrung auf die
Objekttrager. Sofern hierbei eine Beschédigung sichtbar war, wurde der
Schnitt entfernt und wie zuvor weiterverfahren.
Schritt 9: 3 - 4 h Lufttrocknung bei Raumtemperatur.
Schritt 10: Trocknung im Wérmeschrank bei 48°C tber Nacht (circa 16 h). Lagerung bei
Raumtemperatur.
Die Schritte des ersten Experiments erfolgten bis zur Waschung mit Ethanol 50%
entsprechend Tabelle 3 in Minchen; die weiteren Schritte bis zur vollstandigen
Einbettung im Institut der Neuroanatomie der medizinischen Fakultdt der RTWH
Aachen. Alle weiteren Schritte erfolgten protokollgeméaR. Die Postfixation des zweiten
und dritten Experiments erfolgte in Minchen protokollgemar.
Im ersten Experiment wurden alternierend zehn Schnitte verwendet und die
nachfolgenden zehn Schnitte verworfen. Im zweiten und dritten Experiment wurden alle

nutzbaren Schnitte der relevanten Regionen auf Objekttrager Gberfuhrt.

14



2.4 Doppelte Immunfluoreszenz

Fur die Farbung der fixierten Schnitte in Paraffin Xylol 1 10 min
C . . Xylol 2 10 min
mithilfe einer doppelten Immunfluoreszenz

PP Xylol 3 10 min

wurden die Schnitte entsprechend Tabelle 4 |50% Xylol / 50% Ethanol 5 min
.. . 100% Ethanol 3 mi

entparaffiniert und rehydriert. ALl mf"

100% Ethanol 3 min

Die Schnitte wurden doppelt 96% Ethanol 3 min
. . ) 96% Ethanol 3 mi

immunfluoreszierend gefarbt. (Kap.5). Im DI mf"

70% Ethanol 3 min

Anschluss an die Aufzéhlung der einzelnen 50% Ethanol 3 min

Schritte werden diese naher erléutert. Destiliiertes Wasser Smin

. . Tabelle 4: Absteigende Reihe der Alkohole und
Schritt 1: HIER (engl. Heat Induced Epitope konhlenwasserstoffe

Retrieval): Erwarmung der Pufferlésung TrissEDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) bis zum Kochen mit anschliefender 10-
min(tiger Warmhaltung.

Schritt 2: Abkuhlung auf Raumtemperatur durch von auf3en flieRendem Leitungswasser.

Schritt 3: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min.

Schritt 4: Ziehen einer hydrophoben Grenze um den Schnitt mit einem ,,ImmEdge*-Stift.

Schritt 5: Blocken mit DBS 2% (engl. Donkey Blocking Serum) und Inkubation fir 1 h in
einer Feuchtkammer bei 26°C.

Schritt 6: Inkubation uber Nacht in der Feuchtkammer bei 4°C mit Primé&rantikérpern

(Tab. 5). Zeitgleiche Durchfuhrung von Negativkontrollen.

Katalog-

Antikorper Farbung von Klone Hersteller
nummer

Huhn anti-GFAP | Astrozyten polyklonal Abcam, UK AB4674

T S Fujifilm Wako
Hase anti-IBA1 'OPNABEN, |\ olyklonal | Pure Chem. |019-19741
Mikroglia
Corp., Japan
. . Serotec, Bio-
Maus anti-PLP Myelin monoklonal MCA839G

Rad, UK

Tabelle 5: Primérantikdrper doppelte Immunfluoreszenz

Schritt 7: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min.
Schritt 8: Zentrifugation beider sekundarer Antikorper fir 1 min bei 4000 RPM

(engl. Rounds per Minute) (Tab.6). Inkubation mit den sekundéaren
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Antikdrpern (1:200 mit DBS 5%) fir 1,5 h bei 26°C in einer abgedunkelten

Feuchtkammer.
rimdre Sekundarer Katalo
p. " fluoreszierender | Hersteller g Verdiinnung
Antikorper o nummer
Antikorper
Life
GFAP-  |Alexa Fluor Zi
Fluoreszenz a(::-H::r: 5'9959 Technologies, | A11008 1:200
Waltham, USA
Life
IBA1- Alexa Fluor Esel
Fluoreszenz a(re\)t(iHal;ZrSQS: Technologies, |  A21207 1:200
Waltham, USA
Life
l PrLP_ n ':lr?:a“;Iuor:;ZI Technologies, | A21202 1:200
uoreszenz i-Maus Waltham, USA

Tabelle 6: Sekundérantikérper doppelte Immunfluoreszenz

Schritt 9: Zeitgleiche Durchfuhrung von Negativkontrollen.

Schritt 10: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min.

Schritt 11: Inkubation mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Stock B und destilliertem
Wasser (1:10) fiir 5 min bei 26°C.

Schritt 12: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min.

Schritt 13: Konservierung mittels eines Tropfens FluorPreserve auf einem Deckglaschen.
Beschwerung mit Gewichten fir 20 min.

Schritt 14: Abdichtung der Rander zwischen Deckglaschen und Objekttrager mit klarem
Nagellack.

Schritt 15: Lagerung in einer verschlossenen Objekttragerkassette bei 4°C.

Zur weiteren Erlduterung der Schritte:

Zu Schritt 5: Das unspezifische Blocken verringert eine Farbung des
Hintergrundgewebes. Farbungen entstehen v.a. aufgrund von hydrophoben und
elektrostatischen Kraften.

Zu Schritt 6: Die Fragestellung erforderte die doppelte Immunfluoreszenz von a)

Astrozyten und Myelin sowie von b) Mikroglia und Myelin.
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a) Astrozyten und Myelin: 15 Schnitte wurden mit einer griin fluoreszierenden
(488 nm) immunhistologischen Farbung von PLP — zur Darstellung des Myelins
— und mit einer rot fluoreszierenden (594 nm) immunhistologischen Farbung von
GFAP — zur Darstellung der Astrozyten — gefarbt. Die Mischung der primaren
Antikorper bestand aus 3 pl des PLP-Antikorpers (1:1000 Verdinnung) mit 1,5 ul
des GFAP-Antikdrpers (1:2000 Verdinnung) und 2995,5 pl des DBS 2%.

b) Mikroglia und Myelin: Es wurden drei Schnitte mit einer grun fluoreszierenden
(488 nm) immunhistologischen Farbung von PLP — zur Darstellung des Myelins
— und mit einer rot fluoreszierenden (594nm) immunhistologischen Farbung von
IBAL — zur Darstellung der Makrophagen und Mikroglia — gefarbt. Die Mischung
der priméren Antikorper bestand aus 2 pl des PLP-Antikorpers
(1:1000 Verdinnung) mit 1 pl des IBA1-Antikdrpers (1:2000 Verdunnung) und
1997 ul des DBS 5%. Das DBS 5% wurde fir diesen Versuch ohne Triton
hergestellt, weil die Lésung in den vorherigen Versuchen dieser Doppelfarbung
eine zu geringe Viskositat hatte. Dadurch waren die Gewebsschnitte durch
mangelnde Feuchtigkeit nicht gut erkennbar. Diese Anderung des Protokolls

wurde zuvor in anderen Versuchen verifiziert (Kap. 5.4.6).

Negativkontrollen:

Um auszuschlieBen, dass sekunddre Antikorper an andere Epitope oder an die
Bindungsstelle des anderen primaren Antikorpers binden, wurden Negativkontrollen
durchgefiihrt. Verschiedene zusétzliche Schnitte wurden in Schritt 6 nur mit dem ersten
oder nur mit dem zweiten oder mit keinem der beiden Primarantikdrper inkubiert. Die
Inkubation mit beiden Sekundarantikorpern erfolgte jedoch protokollkonform. In
Schritt 8 wurden ebenso Negativkontrollen durchgefiihrt. Protokollkonforme, mit beiden
Primérantikorpern inkubierte Schnitte wurden nur mit dem ersten oder nur mit dem
zweiten oder mit keinem der beiden Sekundarantikdérper inkubiert.

Alle Negativkontrollen der Schritte 6 und 8 zeigten die jeweils erwarteten Ergebnisse,

sodass eine Interaktion der Antikdrper untereinander ausgeschlossen werden konnte.
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2.5 Auswertung

2.5.1 Digitalisierung der Immunfluoreszenz

Die Schnitte wurden in zweidimensionaler und dreidimensionaler Darstellung
digitalisiert. Zur praziseren Unterteilung und detaillierten Digitalisierung wurden beide
Gehirnhélften nacheinander untersucht.

Die Digitalisierung erfolgte durch eine konfokale Mikroskopie mit dem Olympus
BX51WI (Tab. 16). Dieses enthélt eine Olympus BX-DSU Kamera und eine SOLA LED-
Lampe. Diese Einheit ist in der Lage, Wellenlangen zwischen 350-700 nm zu erkennen.
Zunéchst erfolgte die zweidimensionale Darstellung der GFAP- und PLP-Farbung in 20-
facher Objektiv-VergrolRerung. Nach Markierung des Corpus Callosum (weiRe Substanz)
sowie der Laminae V und VI (graue Substanz) wurde der Schnitt gescannt. In Lamina VI
ist die Abgrenzung der einzelnen Astrozyten voneinander gut moglich. Fir die Scans sind
die Belichtungszeit und die Sensitivitat abhangig von der jeweiligen Wellenldnge gewahlt
worden. Bei einer Wellenldange von 350 nm erfolgte eine Belichtungszeit von 16,160 ms,
es wurde eine Sensitivitat von 0 eingestellt; bei 488 nm lag die Belichtungszeit bei 40,340
ms mit einer Sensitivitat von 9; bei 594 nm dauerte die Belichtung 10,460 ms bei einer
Sensitivitat von 13.

Fir den dreidimensionalen Vergleich wurde ein Schnitt in einer 4-fachen VergroRerung
zuerst zweidimensional digitalisiert. In dieser VergroRerung wurde der Bereich um das
Corpus Callosum markiert. Dieser markierte Bereich wurde dreidimensional in einer 20-
fachen VergroRerung dargestellt (Abb. 8), da eine vollstandige Digitalisierung aufgrund
der DatengroRe eine zu hohe Rechenkapazitat bedeutet hatte. In der dreidimensionalen
Darstellung wurden dann jene Astrozyten (594 nm Wellenlénge, rot) erneut markiert,
deren Zellkern (350 nm Wellenl&nge, blau) vollstandig in allen Ebenen darstellbar war.
Diese markierten Astrozyten wurden bei einer 60-fachen VergroRerung mit einem
Schichtabstand 0,1um in mehreren z-Ebenen digitalisiert. Fir eine ausreichende
Klardarstellung wurde dies als konfokaler dreidimensionaler Scan durchgefiihrt. Fir die
60-fache VergroBerung wurden abweichende Belichtungszeiten und Sensitivitaten
genutzt; bei den Ubrigen Scans wurden die oben genannte Belichtungszeiten und
Sensitivitaten tbernommen. Bei der 60-fachen VergrolRerung dauerte die Belichtungszeit
253,46 ms bei einer Wellenldnge 350 nm und einer Sensitivitat von 0; bei 488 nm lag die
Belichtungszeit bei 181,42 ms mit einer Sensitivitdt von 33; bei 594 nm dauerte die

Belichtung 293,77 ms bei einer Sensitivitat von 13.
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Die mit anti-IBA1 und anti-PLP gefarbten Schnitte wurde nach der gleichen Methodik
digitalisiert.

2.5.2 Die zweidimensionale immunfluoreszierende Darstellung

Falls Astrozyten einen protektiven Effekt auf die Demyelinisierung haben, so sollte es
innerhalb der Astrozytenfortsatze (Inside) einen hoheren Anteil an Myelin geben als an
einer astrozytenfreien Stelle (Outside).

Untersucht wurde die Hypothese im Bereich der Lamina multiformis (Lamina V1) des
Isokortex. Lamina V1 l&sst sich zur Lamina V und dem Corpus Callosum durch geringere
Mengen an Myelin abgrenzen. Dadurch sind dort Effekte aufgrund einer akuten
Demyelinisierung gut erkennbar und werden nicht durch einen hohen Myelinanteil
uberdeckt. Zudem sind die Astrozyten ohne Uberlagerung durch Myelin gut voneinander
abgrenzbar.

Im Bereich der Lamina VI wurden alle Fortsdtze der Astrozyten im Folgenden
dahingehend untersucht, ob ihre Fortsatze parallel zur zweidimensionalen Ebene
verliefen. Sofern dies der Fall war, erfolgte innerhalb der Fortsétze die Markierung als
ROI (engl. Region of Interest) mit dem Programm ImageJ (engl. polygon selection,
Speicherung als ROI mittel der Taste ,,T<). Somit sind nicht alle Fortsatze Teil der
Auswertung. Nach Markierung aller ROIs im gesamten Schnitt als Inside-Flachen, wurde
jede ROI fir den Vergleich zwischen innerhalb der Fortsdtze und au3erhalb der Fortséatze
parallel zum Corpus Callosum verschoben. Dabei liegt innerhalb der neuen Platzierung
kein Teil eines Astrozyten oder Zellkerns (Abb. 4). Die parallele Verschiebung zum
Corpus Callosum ist wichtig, da es auch innerhalb von Lamina VI verschiedene Anteile

an Myelin gibt und so ein vergleichbarer Myelinanteil vorlag.

Abbildung 4: ROI A: innerhalb der Fortsétze; B: auRerhalb der Fortsatze
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Danach folgte mit der Software ImageJ eine Darstellung zur Unterscheidung, ob Myelin
vorhanden oder nicht vorhanden war. Dazu wurde der Schnitt in eine 8-Bit Darstellung
in Grautonen umgewandelt [98]. Uber das (engl.) Threshold ,Isodata“ erfolgte im
néchsten Schritt die Umwandlung in eine schwarz-weil} Darstellung (i.e., binar) [98].
Eine Verzerrung durch fehlerhaft belichtete Pixel wurde durch die Option ,,Ignore Black*
korrigiert.

Mithilfe der Funktion (engl.) measure wurde fiir jede ROI die relative Flache und der
Anteil an anti-PLP Signal gemessen, also Ubersetzt der Anteil an Myelin in der jeweiligen
ROI.

Insgesamt wurden 1417 Stellen innerhalb von Astrozytenfortsatzen verglichen. Dabei
handelt es sich um 243 Stellen aus dem ersten Experiment, 547 Stellen aus dem zweiten

Experiment und 627 Stellen aus dem dritten Experiment.

2.5.3 Die dreidimensionale immunfluoreszierende Darstellung

Das Programm Neurolucida 360 stellte die GFAP-positiven Zellen dar (Abb. 8-10). Die
unterschiedlichen Flachen wurden auf eine griine anti-PLP-Farbung untersucht, die in
den roten GFAP-positiven Zellen eingeschlossen sind. Die Untersuchung wurde in allen
drei Achsen vorgenommen, um einen Einschluss des anti-PLP-Signals aus allen
Richtungen sicherzustellen.

Die Darstellung einer Myelinphagozytose in Mikrogliazellen erfolgte mit der gleichen
Methodik.

20



2.5.4 Statistische Auswertung der Immunfluoreszenz

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism (Tab. 16). Die
Messwerte wurden mithilfe des Shapiro-Wilk- und des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf
Parametrie Uberpruft. (Tab. 7).

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
Inside Outside Inside Outside Inside Outside
Shapiro-Wilk Test
P-Wert 0,9674 0,9435 0,9616 0,9581 0,9103 0,9037
Normalverteilung (alpha = 0,05)? nein nein nein nein nein nein
P'Wert Zusammenfassung ¥ % %k 3 % % %k % % % k 5 % %k k 3% % %k K 5 %k %k ¥
Kolmogorov-Smirnov Test
P-Wert 0,06141 | 0,09204 | 0,06391 | 0,07721 | 0,1244 0,1321
Normalverteilung (alpha = 0,05)? nein nein nein nein nein nein
P'Wert zusammenfassung * o ok ok ok & ok ok %k o % ok ok % % %k k & ok %k ok
Anzahl an Testwerten 243 243 547 547 627 627

Tabelle 7: Ergebnisse des Shapiro-Wilk & Kolmogorov-Smirnov Tests je im Vergleich innerhalb der Fortsatze
(Inside) und auBerhalb der Fortsatze (Outside)

Es handelt sich somit um nicht-parametrische Daten bei gleichzeitig unabhangigen

Variablen. Daher wurde die Unterschiede aller Mediane mit einem Kruskal-Wallis-Test

und die Signifikanz mit einem Mann-Whitney-U-Test untersucht (Tab. 9 & 12) [99]. Die
Mittelwerte werden im Folgenden + Standardfehler angeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Astrozyten und ihr Einfluss auf Myelin

3.1.1 Myelinanteil innerhalb und aulerhalb der Astrozytenfortsitze

Mithilfe der Immunfluoreszenz wurde der Anteil an Myelin innerhalb sowie auf3erhalb
der Fortsdtze von Astrozyten im Cuprizone-Modell untersucht. Astrozyten sind mittels
roter anti-GFAP-Farbung dargestellt. Das Myelin wird mit der griinen anti-PLP-Farbung
dargestellt (Abb. 4). Dabei werden die Vorteile des Cuprizone-Modells hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit sowie die vermehrte Cuprizone-Auswirkung bei langerer Einnahme
ausgenutzt. Den Tieren der Experimente 1 und 2 wurden Uber einen Zeitraum von drei
Wochen das Toxin Cuprizone dem Futter beigefligt. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen den Anteilen an Myelin bei Inside und Outside des gleichen
Experiments, ebenso zwischen den Experimenten 1 Outside und den Werten des
Experiments 2 Inside (Abb. 5und Tab. 8 & 9). Die fehlende bzw. nur geringe Signifikanz
zwischen den Inside-Werten der Experimente 1 und 2 sowie den Outside-Werten der
Experimente 1 und 2 entspricht der bekannten guten Reproduktion des Cuprizone-
Modells. Warum zwischen Inside-Werten des Experiments 1 und den Outside-Werten
des Experiments 2 keine Signifikanz erkennbar ist, konnte an der geringen Zahl an Proben
(n=243) liegen.
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Abbildung 5: Vergleich der dreiwdchigen Experimente. Da sich
die Ergebnisse und Intoxikation der Experimente 1 & 2 (je drei
Wochen) nicht unterscheiden, kdnnen diese zusammengefasst
werden (% PLP = gemessener Anteil an anti-PLP)
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Exp. 1 Inside |Exp. 1 Outside| Exp. 2 Inside |Exp. 2 Outside
Anzahl an Testwert 243 243 547 547
Mittelwert 39,50 33,12 42,10 37,85
Standardabweichung 25,60 24,94 27,65 25,81
Mittelwertabweichung 1,642 1,600 1,182 1,104

Tabelle 8: Relativer optischer Anteil an anti-PLP innerhalb zweier Astrozyten-Fortsétze (Inside) 39,5 + 1,6% bzw.
42,1 + 1,2%, aulRerhalb von Astrozyten Fortsatzen (Outside) 33,1 + 1,6% bzw. 37,9 + 1,1%, nach drei Wochen mit
Cuprizone der Experimente (Exp.) 1 & 2

Mann-Whitney-U-Test Signifikant? | Signifikanzniveau | Angepasster P-Wert
Exp. 1 Inside vs. Exp. 1 Outside Ja *E 0,0046
Exp. 1 Inside vs. Exp. 2 Inside nein nicht signifikant 0,3223
Exp. 1 Inside vs. Exp. 2 Outside nein nicht signifikant 0,3482
Exp. 1 Outside vs. Exp. 2 Inside Ja EIR <0,0001
Exp. 1 Outside vs. Exp. 2 Outside Ja * 0,0167
Exp. 2 Inside vs. Exp. 2 Outside Ja b 0,0135

Tabelle 9: Mann-Whitney-U-Test bei drei Wochen Intoxikationszeit zur signifikanten Unterscheidung der
Experimente (Exp.) 1 & 2 untereinander, je im Vergleich innerhalb der Fortsétze (Inside) und aullerhalb der
Fortsatze (Outside)

Fasst man die Experimente 1 und 2 aufgrund der gleichen Intoxikationsdauer von drei
Wochen zusammen, zeigt sich ein geringerer Anteil an anti-PLP-Farbung aul3erhalb der
Astrozytenfortsatze (Outside) als innerhalb dieser (Inside). Bei langerer Exposition mit
Cuprizone — wie in Experiment 3 mit finf Wochen Exposition — zeigt sich die geringere
anti-PLP-Farbung ebenfalls (Abb.6 und Tab. 10). Setzt man die Experimente
entsprechend ihres anti-PLP-Anteils zueinander ins Verhaltnis, ist der Unterschied
deutlicher erkennbar (Abb. 7). Der anti-PLP-Anteil der Experimente 1 und 2 ist
signifikant starker (p < 0,05) innerhalb der Astrozytenfortsatze (Inside) als auflerhalb
(Outside) (100% * 2,3% vs. 88,1% =* 2,2%). Im Mann-Whitney-U-Test zeigt sich jedoch
auch, dass der Unterschied beim dritten Experiment nicht mehr signifikant ist, tendenziell
jedoch weiterhin besteht (Tab. 11 & 12).

Die Ergebnisse zeigen somit, dass innerhalb der Astrozytenfortsdtze mehr anti-PLP-

Signal zu finden ist.

Exp.1 & 2 Inside| Exp. 1 & 2 Outside| Exp. 3 Inside | Exp. 3 Outside
Anzahl an Testwert 790 790 627 627
Mittelwert 41,30 36,39 29,16 27,57
Standardabweichung 27,05 25,62 25,28 24,69
Mittelwertabweichung 0,962 0,912 1,010 0,986

Tabelle 10: Mittelwert und Standardabweichungen des anti-PLP-Anteils der Experimente (Exp.), entsprechend zu

Abbildung 6
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Abbildung 6: Anteil des anti-PLPs bei unterschiedlicher
Intoxikationsdauer von Cuprizone (Experimente 1 & 2 fur je drei
Wochen, Experiment 3 fiir flinf Wochen) sowie des Messortes
innerhalb (Inside) oder auerhalb (Outside) der Astrozytenfortsatze
(% PLP = gemessener Anteil an anti-PLP)
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Abbildung 7: Verhaltnis des anti-PLP-Anteils zwischen den in
Abbildung 6 beschriebenen Experimenten (% PLP = gemessener Anteil

an anti-PLP)
Exp. 1 & 2 Inside | Exp. 1 & 2 Outside Exp. 3 Inside Exp. 3 Outside
Anzahl an Testwert 790 790 627 627
Mittelwert 100 88,12 70,6 66,76
Standardfehler des Mittelwerts 2,33 2,207 2,445 2,387

Tabelle 11: Verhéltnis des anti-PLP-Anteils bezogen auf den maximalen Anteil bei Experiment (Exp.) 1 & 2
innerhalb der Fortsatze (Inside) = 100% (zu Abb. 7)
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Mann-Whitney-U-Test Signifikant? | Signifikanzniveau | Angepasster P-Wert
Exp. 1 & 2 Inside vs. Exp. 1 & 2 Outside Ja e 0,0003
Exp. 1 & 2 Inside vs. Exp. 3 Inside Ja HoAkk <0,0001
Exp. 1 & 2 Inside vs. Exp. 3 Outside Ja HEER <0,0001
Exp. 1 & 2 Outside vs. Exp. 3 Inside Ja oo <0,0001
Exp. 1 & 2 Inside vs. Exp. 3 Outside Ja HREE <0,0001
Exp. 3 Inside vs. Exp. 3 Outside Nein nicht signifikant 0,2656

Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test bei drei und funf Wochen Intoxikationszeit zur signifikanten Unterscheidung der
Experimente (Exp.) 1 & 2 gegeniiber 3. Es zeigt sich, dass sich innerhalb der Astrozytenfortsatze (Inside) mehr anti-
PLP-Antikdrper an PLP binden kénnen als auerhalb (Outside). Der Vergleich der Experimente untereinander zeigt
die bekannte Cuprizone-Wirkung (Abb. 6 & 7)

3.1.2 Immunfluoreszierender Nachweis der Myelinphagozytose im ZNS

Die Phagozytose von beschadigtem Myelin konnte bereits in IBAl-positiven Zellen
nachgewiesen werden [69]. IBAL ist der Marker fur Mikroglia und Monozyten. Um den
grundsétzlichen Nachweis zu erbringen, dass eine Kolokalisation mithilfe einer doppelten
Immunfluoreszenzfarbung darstellbar ist, wurde daher eine PLP-IBA1-Doppelfarbung
durchgefuhrt.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen entsteht der Eindruck, dass eine solche
Phagozytose von geschadigtem Myelin ebenfalls im Astrozyten moglich ist. Fraglich ist,
ob dies mit der Immunfluoreszenz darstellbar ist [1, 4, 100].

Die dreidimensionale Ubersicht des Corpus Callosum zeigt die immunfluoreszierende
Doppelfarbung von anti-PLP (grun) und anti-GFAP (rot) (Abb. 8). Die klare rote Grenze
in der linken Bildhalfte stellt die Grenze zum Ventrikel dar, wo viele Astrozyten GFAP
exprimieren. In der detaillierteren Darstellung eines Astrozyten sind die Ebenen von oben
nach unten dargestellt (Abb. 9). Es zeigt sich die rot GFAP-gefarbte Zelle mit
angrenzendem blau DAPI-gefarbten Zellkern. Diese beinhaltet ein griines anti-PLP-
Signal und wird von allen Seiten umschlossen.

Abbildung 10 zeigt in der gleichen farblichen Darstellung das gleiche Ergebnis aus drei
Perspektiven. Im Gegensatz zu Abbildung 9 wird in Abbildung 10 jedoch der Fortsatz
eines Astrozyten dargestellt und nicht der Zellkérper. Eine Uberlagerung des griinen
PLP-Signals durch das rote GFAP-Signal zeigt sich in allen drei Perspektiven. In
verschiedenen Ebenen zeigt sich jedoch auch hier ein Einschluss des PLP-Signals. Die

Ergebnisse beweisen somit, dass Astrozyten Myelin aufnehmen kénnen.
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Abbildung 8: Immunfluoreszierende 3D-Darstellung des Corpus Callosum, Experiment 2; Ubersichtsaufnahme;
Blau: DAPI (Zellkern), Griin: PLP (Myelin), Rot: GFAP (Astrozyt)

Abbildung 9: Immunfluoreszierende Darstellung in Schnittbildern Experiment 2; Corpus Callosum; Blau: DAPI
(Zellkern), Griin: PLP (Myelin), Rot: GFAP (Astrozyt). Die Darstellung zeigt verschiedene Ebenen eines
Astrozytenzellkdrpers (rot) mit angrenzendem Zellkern (blau). Das Myelin (griin) ist von allen Ebenen eingeschlossen.
Der Stern dient als unverénderlicher Fixpunkt in der Abbildungsreihe (Ebene 1 oben, Ebene 5 unten)
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Abbildung 10: Darstellung aus drei Perspetiven; Experiment 2; Pfeil: Phagozytose von Myelin in
einem Astrozytenfortsatz; Blau DAPI, Griin: PLP, Rot: GFAP
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4 Diskussion

4.1 Astrozyten und ihre protektive Wirkung auf Myelin

Eine Fragestellung dieser Arbeit war es, den Einfluss von Astrozyten auf Myelin bei
Multipler Sklerose genauer zu untersuchen. Daflr wurde eine akute Demyelinisierung
mithilfe des Cuprizone-Tiermodells induziert, Astrozyten und Myelin gefarbt und der
Anteil an Myelin innerhalb (Inside) und auferhalb (Outside) der Astrozytenfortsétze
gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass nach einer dreiwdchigen Intoxikation innerhalb der
astrozytéren Fortséatze eine signifikant hohere Menge an Myelin vorliegt als auf3erhalb
der Fortsatze. Bei einer funfwochigen Intoxikation sinkt die Menge an Myelin insgesamt.
Dadurch ist der Unterschied innerhalb und auerhalb der Fortséatze nicht mehr signifikant,
zeigt jedoch die gleiche Tendenz einer Protektion des Myelins innerhalb der Fortsatze.
Als weiteres Ergebnis wurde in einer dreidimensionalen immunfluoreszierenden
Darstellung eine Phagozytose von Myelin in Astrozyten nachgewiesen. Diese wurde
schon zuvor aufgrund von Bildern im Elektronenmikroskop beschrieben und sollte nun

mithilfe einer einfacheren Darstellung verifiziert werden [1, 4].

4.1.1 Astrozytére Protektion des Myelins

Eine Limitation der Auswertung stellt die Farbung des GFAPs dar, da nur circa 15% der
Oberflache eines Astrozyts gefarbt werden [57-59]. Dennoch ist GFAP ein sehr valider
Marker flr Astrozyten. Durch die intensive Forschung konnte nachgewiesen werden,
dass GFAP bei Astrozyten das wichtigste Filament ist [55]. Negative Einfliisse, bspw.
durch einen unkontrollierten Tag-Nacht-Rhythmus, der Einfluss auf die GFAP-
Konzentration hat, kdnnen ausgeschlossen werden [101]. Positiv ist die sensitive
Reaktion von GFAP auf Schadigungen [55]. Dabei erhéht sich die Dicke der Fortsétze
durch die Schadigung, zugleich entwickelt sich kein grofieres Volumen der Astrozyten
[59]. Durch die Hypertrophie nach einer Schadigung ist die Sichtbarkeit der Astrozyten
sogar erhoht. Da die Grenzen der Fortsdtze jedoch entlang der GFAP-Markierung
gezogen wurden, ist es mdglich, dass nicht gefarbte Anteile in die markierten Bereiche
eingeschlossen wurden. Somit wére der Myelinanteil innerhalb der Fortséatze geringer als
er es bei einer vollstdandigen GFAP-Markierung ware. Der Anteil an Myelin auf3erhalb

der Fortsatze jedoch sollte von dieser Limitierung nicht betroffen sein, da dort auf einen
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Abstand zu Astrozyten oder Zellkernen geachtet wurde. Daraus folgt, dass die protektive
Wirkung der Astrozyten durch die Ergebnisse sogar unterschétzt werden konnte.

Der zuvor erwéhnte Abstand zu anderen Astrozyten stellt eine weitere Limitation dar, da
die Verschiebung der Flache vollstandig parallel zum Corpus Callosum erfolgen musste.
Lagen in dem gewéhlten Bereichen Teile eines Astrozyten oder Zellkerns, sodass eine
parallele Verschiebung nicht méglich war, so wurde der Fortsatz grundsatzlich nicht Teil
der Auswertung. Somit sind nicht alle Fortsatze Teil der Auswertung.

Um die Ergebnisse dennoch zu validieren, sollten anderen Marker fur Myelin und
Astrozyten in Betracht gezogen werden.

Anstelle von PLP lasst sich u.a. auch CNPase (engl. 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-
phosphodiesterase) zur Darstellung von Myelin nutzen [102]. Als ein héufiges Protein
im ZNS ist es essenziell fir die funktionierende Interaktion von Myelin und Axon, jedoch
ist seine genaue Funktionsweise noch ungeklart [103].

Ein anderer Marker wére das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG). Bei MAG handelt
es sich um einen transmembranen Rezeptor und zugleich Ligand [104]. Dadurch ergibt
sich ein funktionell sehr breites Spektrum, u.a. stellt er die Verbindung zwischen Myelin
und dem Axon sicher [104]. Zudem beeinflusst MAG die Myelinisierung wahrend der
Entwicklung [105].

Wie schon zuvor bei Myelin sollte auch Astrozyten nicht nur mithilfe eines Markers
dargestellt werden.

So waéren andere Intermediarfilamente als GFAP wie bspw. Vimentin zu verwenden, da
Vimentin auch ein wichtiger Baustein der Astrozyten ist [59, 106]. Jedoch verlagert sich
bei der Reifung der Astrozyten der Anteil an Vimentin zu GFAP, sodass Vimentin
teilweise nicht mehr nachweisbar ist [107].

Eine bessere Wahl wére das bereits erwahnte, osmotisch wirksame Aquaporin 4 [108].
Aqguaporin 4 ist ebenfalls spezifisch fiir Astrozyten — nach einer Schadigung und damit
einhergehender Astrogliose [109, 110]. Jedoch ist — zumindest bei humanen Proben — zu
beachten, dass es keine hohe Spezifitét fir eine Multiple Sklerose gibt, sondern auch bei
anderen Krankheiten, v.a. eine Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung, vermehrt
auftritt [109, 110].

Ebenso wére das Protein S100R eine Maoglichkeit zur Darstellung der Astrozyten. Dieses
calciumbindende Protein ist zwar auch in anderen Regionen des Korpers als nur im

Gehirn anzutreffen, jedoch ist es im Gehirn spezifisch fur Astrozyten [48, 111]. Bei
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Multipler Sklerose l&sst sich ein erhohter S100R-Wert im Blut und im Liquor nachweisen
[112]. Besonders im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
konnten Farbungen mit S100R ein guter Marker fur die protektive Wirkung der
Astrozyten sein [111].

Problematisch ist aber nicht nur die unvollstandige Darstellung von Astrozyten durch das
GFAP. GFAP und seine Unterformen wie GFAP Kappa oder Delta sind abhangig vom
Astrozytentyp wie ,,A1“ und ,,A2* [55]. Entsprechend zeigen sich hier unterschiedliche
Verteilungsmuster von GFAP.

Eine weitere Schwierigkeit stellt die Verteilung der Astrozyten abhangig von ihrer
Lokalisation im Gehirn dar [40, 48, 58, 60]. Zur Vergleichbarkeit wurden bisher nur
Astrozyten auf der Ebene 265 nach Sidman ausgewahlt, also dem rostral gelegenen
Beginn der Hippocampusformation [97]. Ebenso wurde nur die Lamina VI des Kortex
untersucht, da sich diese gut von den angrenzenden Schichten des Corpus Callosum und
der Lamina V abgrenzen lasst. Der Anteil an Astrozyten in Lamina V1 ist vergleichsweise
gering, was eine klare Abgrenzung von Astrozyten untereinander ermdglicht. Diese
Standardisierung erlaubt zwar eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei einer
hohen Validitat; jedoch senkt die zuvor erwéhnte Abhadngigkeit der Lokalisation die
Generalisierbarkeit der Ergebnisse auf alle Astrozyten. Folglich mdusste trotz der
schwierigeren Abgrenzung in den anderen Laminae des Kortex ebenso der Versuch
erfolgen, in anderen Laminae Astrozyten und die Menge an Myelin innerhalb der
Fortsétze zu untersuchen.

Andere Regionen wie Abschnitte der Sehbahn oder das Kleinhirn waren ebenfalls
interessant zu untersuchen, da einseitiger Sehverlust oder Doppelbilder sowie Ataxie
h&ufige Symptome einer Multiplen Sklerose sind. Dafiir ware es jedoch notwendig auch
andere Modelle aufzugreifen, da das Cuprizone-Modell bspw. keine Auswirkungen im
Kleinhirn zeigt. Beim Kleinhirn ware das Modell der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis eine Option, da es besonders dort seine Wirkung zeigt [96]. Ein
Nachweis einer protektiven Wirkung der Astrozyten bei einer experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis hatte zudem den Vorteil, dass dies ein Modell ist,
welches auf einer autoimmunen Reaktion basiert. Die protektive Wirkung wére dann
nicht nur im Cuprizone-Modell anzutreffen und somit einer Abwehr durch Mikroglia,
sondern wirde die Reaktion der Astrozyten darstellen. Besonders ist dabei zu beachten,

dass bereits der Nachweis einer Leukozytenrekrutierung durch Astrozyten erbracht
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werden konnte [4]. Der Uberlegung folgend miisste sich ebenfalls bei humanen
Gewebeproben von Patienten mit Multipler Sklerose eine geringere Demyelinisierung
innerhalb der Fortsatze zeigen. Aus der Perspektive des gesunden Menschen betrachtet,
sollte das Experiment an einer humanen Kontrollgruppe durchgefuhrt werden. Dadurch
waurde sich zeigen, ob die implizierte Annahme der gleichmaéliigen Verteilung von Myelin
zutrifft oder ob eine erhohte oder verminderte Menge an Myelin innerhalb der Fortsatze
vorliegt. Damit lieRe sich die protektive Wirkung der Astrozyten quantifizieren.

Die Vorteile des Cuprizone-Modells werden jedoch ebenso deutlich. Anhand des Anteils
an Myelin innerhalb und aullerhalb der Fortsatze fallt auf, dass die gute
Reproduzierbarkeit des Cuprizone-Modells sich auch in der Verteilung des Myelins
innerhalb und auBerhalb der Fortsatze darstellt (Abb. 5 und Tab. 8 & 9) [89]. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb und auBerhalb der Fortsdtze zwischen
den Experimenten 1 und 2, was als ahnliches und reproduzierbares Ergebnis zu
interpretieren ist. Der Unterschied zwischen innerhalb und auBerhalb der Fortsétze ist
hingegen signifikant und beweist damit, dass Astrozyten das Myelin schiitzen bzw. die
Demyelinisierung verlangsamen.

Im Vergleich der Intoxikationszeit von drei Wochen mit der Intoxikationszeit von finf
Wochen in Experiment 3 zeigt sich diese Signifikanz zwischen innerhalb und auf3erhalb
der Fortsatze nicht mehr (Tab. 12). Allerdings ist zu erkennen, dass die Abnahme
auferhalb der Fortsatze nach wie vor erhoht ist. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass
die Wirkung des Cuprizone bereits in der akuten Phase der Demyelinisierung so stark ist,
dass die Protektion durch die Astrozyten nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Dies
ist auf die Tatsache zuriickzuftihren, dass die maximale Demyelinisierung im Cuprizone-
Modell nach fiinf Wochen vorliegt [113]. Um den zeitlichen Verlauf der Protektion zu
untersuchen, wirde sich daher ein Experiment mit je einer Gruppe mit je einer ein- bis
funfwdchigen Intoxikationsdauer anbieten.

Da es sich bei einer Intoxikationszeit von funf Wochen um eine akute Demyelinisierung
handelt, stellt sich jedoch die Frage, wie die Protektion des Myelins erfolgt. Bisher sind
im Cuprizone-Modell regenerative Ansétze wie eine Remyelinisierung nur nach dem
Absetzen des Toxins bekannt [114]. Da es sich zusatzlich um eine akute
Demyelinisierung handelt, musste die Reaktion der Astrozyten sehr schnell und friihzeitig

erfolgen. Daher erscheint eine regenerative Form einer Protektion eher unwahrscheinlich.
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Wahrscheinlicher scheint eher eine aktive Intervention der Astrozyten vorzuliegen. Dies
passt zu der Uberlegung der Bildung eines Mikromilieus in der Einleitung (Kap. 1.3.1).
Uber welchen Mechanismus lasst sich hier jedoch nicht kldren. Als erginzende
Experimente wéren an dieser Stelle die Konzentrationsmessung verschiedener Zytokine
oder Knock-out Mduse denkbar [2, 11, 39, 75].

In einem durch die astrozytiren Fortsatze abgeschlossenen Raum sollte eine solche
Wirkung sogar verstarkt wirken. Zur Bestéatigung sollte daher die Konzentrationsmessung
nach einer — bspw. 40um dicken — Kryostat-Konservierung erfolgen, sodass eine
dreidimensionale Auswertung die Ergebnisse verifiziert.

Zusammenfassend lasst sich jedoch aus dem Experiment ableiten, dass Astrozyten in der

Lage sind zumindest vor einer experimentellen Demyelinisierung zu schitzen.

4.1.2 Myelinphagozytose durch Astrozyten im 3D-Modell

Die Phagozytose von Myelin war bisher in den Astrozyten menschlicher Gehirne bekannt
(Tab. 13) [1-4]. Astrozyten sind zudem fahig auch MHC Il auszubilden (engl. Major
Histocompatibility Complex) [88, 115]. MHC Il liegt nur bei antigenprasentierenden
Zellen vor, um die Lymphozyten zu aktivieren [88]. Damit iber MHC Il jedoch Antigene
prasentiert werden konnen, ist es notwendig, Zellen zuvor zu phagozytieren. Der
Nachweis erfolgte schon im Modell der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis sowie bei Patienten, die an Multipler Sklerose litten, wéhrend dies bei
gesunden menschlichen Kontrollproben nicht der Fall war [116, 117]. Ebenso konnte
nachgewiesen werden, dass verschiedene Antigene durch Astrozyten prasentiert werden
[118]. Da im Genom von Astrozyten alle Gene, die flir eine Phagozytose erforderlich

sind, vorhanden sind, liegt auch hierin kein Widerspruch vor [119].

Referenz Gewebe Diagnose / Modell Nachweis mittels Hauptbefund

Lee et al. Human Multiple Sklerose Elektronenmikroskop Myelinnachweis in Astrozyten

Phagozytosefahigkeit von A1l

Liddelow etal. | Maus | Transgene Maus & Zellkultur | Immunfluoreszenz ) ;
Astrozyten ist vermindert
Astrozyten ph ti i 1
Magnus et al. Ratte Lewis Ratte & Zellkultur Immunfluoreszenz srozylnp agpzy le.ren RERIgn
Mikroglia
Ph i Myelin durch
Ponath et al. Human Multiple Sklerose Immunhistochemie SRORFIREENER. S GRS

Astrozyten ist eine initiale Reaktion

Tabelle 13: Ubersicht der Phagozytosefahigkeit von Astrozyten [1-4]

Damit Ubereinstimmend zeigen die Ergebnisse, dass Astrozyten in der Lage sind im

Cuprizone-Modell Myelin zu phagozytieren und dass sich dies mit einer
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dreidimensionalen immunfluoreszierenden Farbung darstellen lasst. Der Nachweis der
Phagozytose durch Astrozyten im Cuprizone-Modell ermdglicht nun weitere
Maglichkeiten die Ursachen und die Wirkungen zu erforschen. Da der Nachweis der
Phagozytose bei Mikrogliazellen in der Literatur bereits beschrieben wurde und in
elektronenmikroskopischen Bildern sichtbar ist, stellten wir dieses Ergebnis mit unserer
Methodik nach [69]. Da die Methodik bei Mikroglia nur zur Verifizierung genutzt wurde,
verfolgten wir die Technik bei Mikroglia nicht weiter.

Die seltene Darstellung der Phagozytose in Astrozyten ist fur weitere Untersuchungen
problematisch [1]. In Anbetracht der Tatsache, dass dies nicht die primére Aufgabe der
Astrozyten ist, ist die Seltenheit jedoch nachvollziehbar. Zur besseren Darstellung wére
bspw. eine Kryostat-Histologie eine Mdglichkeit, die dickere Schnitte erlaubt, was die
Wahrscheinlichkeit fur vollstandige Astrozyten mit Myelin erh6hen wiirde [120].
Zudem sollte der zeitliche Verlauf der Phagozytose von Myelin bei Astrozyten genauer
untersucht werden. Es stellt sich die Frage, ob bei einer hoheren Dosis an Toxin eine
erhdhte oder niedrigere Haufigkeit an Phagozytose auftritt. Ebenso konnte dieser Effekt
bei langerer Intoxikation als drei Wochen haufiger auftreten. So konnte dieser Effekt bei
einer Dauer von sechs Wochen, also der maximalen akuten Phasen einer Cuprizone-
Intoxikation, sich zu dem Effekt von einer Dauer von drei Wochen unterscheiden. Ebenso
kdnnte der Effekt bei einer chronischen Demyelinisierung, also langer als sechs Wochen
Intoxikation, oder bei der Remyelinisierung untersucht werden [90].

Ob der Nutzen protektiv oder destruktiv ist, wirde sich dann bspw. anhand der Anzahl
an Mikroglia oder der Menge an Myelin, wie im oben beschriebenen ersten Versuch,
definieren lassen. Bekannt ist, dass die Phagozytose im menschlichen Gehirn zu einer
astroglialen NF-kB Aktivierung (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells) fiihrt, was die Immunzellaktivierung zu initiieren scheint [4]. Mithilfe
des Cuprizone-Modells lasst sich diese Theorie nicht weitergehend untersuchen, da
Immunzellen im Cuprizone-Modell keine Auswirkungen zeigen. Jedoch eroffnet das
Cuprizone-Modell die Mdglichkeit mit der dargestellten Methodik der Fragestellung in
einem anderen Tiermodell, bspw. dem Modell der experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis, nachzugehen.

Final kénnte dann eine Therapie angestrebt werden, die diese Phagozytose bei protektiver

Wirkung unterstitzt oder bei inflammatorischer Wirkung unterbindet.

33



4.1.3 Ausblick

Um die Protektion der Fortsétze genauer zu untersuchen, sind verschiedene weitere
Experimente denkbar.

Fur eine bessere Generalisierbarkeit der astrozytaren Protektion von Myelin ware eine
erneute Uberpriifung des Anteils an Myelin innerhalb und auRerhalb der Fortsétze in
anderen Regionen des Gehirns wie der Sehbahn oder des Kleinhirns sowie auRerhalb der
Lamina VI des Kortex sinnvoll.

Neben einer besseren rdaumlichen sollte auch eine bessere zeitliche Untersuchung
erfolgen. Daflr sollte die Konzentration von Myelin innerhalb und auferhalb der
Fortsatze bei je einer Gruppe mit je einer ein- bis finfwdchigen Intoxikationsdauer
gemessen werden.

Mit PLP wurde bisher nur ein Marker von Myelin untersucht. Daher kénnte in einem
néchsten Schritt geprift werden, ob die Korrelation von PLP-Erhaltung mit einer
Myelinerhaltung gleichzusetzen ist. Daflr wéren weitere Myelinmarker wie CNPase oder
MAG geeignet [102, 104]. Gleiches ware auch mit Markern flr Astrozyten moglich, da
— wie bereits erwéhnt — GFAP nur 15% des Zytoskeletts abdeckt. Daflr kdmen bei
Astrozyten neben GFAP noch Aquaporin 4 oder S100R in Frage [48, 108-111].

Eine weitere Fragestellung waére, ob die Ergebnisse nur spezifisch fir das Cuprizone-
Modell sind. Um die Ergebnisse zu verifizieren, konnte man die Versuche auch mit
anderen Modellen reproduzieren, bspw. mit der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis. Ebenso sollten die Ergebnisse mit gesunden Proben sowie mit
humanen Lasionen einer Multiplen Sklerose verglichen werden. Beim Cuprizone-Modell
wéren noch weitere Experimente interessant, die die Wirkung der Protektion bei
chronischer Demyelinisierung sowie bei einer Remyelinisierung nach Absetzung des
Toxins untersuchen. In diesem Rahmen konnten die Proben mithilfe eines Kryostats
hergestellt werden, um eine bessere Darstellung der Protektion zu erhalten.

Wirde die Wirkweise der Protektion bspw. durch das angesprochene Mikromilieu
verifiziert werden sowie ein méglicher Zusammenhang mit der protektiven Phagozytose
von Myelin erforscht, lieRen sich aus diesen Ergebnissen ableitend méglicherweise neue
Medikamente entwickeln, die die Protektion des Myelins durch die Astrozyten, bspw.
durch eine dauerhafte Proliferation oder Hypertrophie der Astrozyten unterstutzen

kdnnten.
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5 Anhang

Control/Placebo

5.1 Tierhaltung
Material Details Hersteller Katalog:
nummer
. Bis-Cyclohexanone- Slgm?-Ald.rlch,
Cuprizone . Steinheim, C9012
Oxaldihydrazone
Deutschland
. . Ssniff, Soest,
Einstreu bedding PS 14 select H1505-30
Deutschland
Ratte/Maus-Haltung, Seriff. Snpsh
Haltungsfutter 10 mm, SN, S0€SL | v1534-300
y Deutschland
autoklavierbar
Janvier Labs, Le
Maus Stamm C57BL/6 Genest-Saint-Isle,
France
. . Plexx BV, Elst,
Maushauschen Maduse Iglu Rot . 13100
Niederlande
Nest Nestlets PleaiBY, Eist 14010
Niederlande
Petrischalen,
Standardausfiihrung,
T, Gamma-sterilisiert Roth, Karlsruhe, EN16.1
ohne Deutschland
Beltftungsnocken,
® 94 mm, H16 mm
Builyverfir Kontrolle ohne
(llj\llvehrl uSI\:r Substanz, SM Ssniff, Soest, V1530-00
:/h.’ll) Ratte/Maus, Deutschland i

Ringer-Losung

Ringer-Lésung DAB 7
(Infusionslésung)

Serag Wiessner,

Naila, Deutschland

Versuchskafig

BlueLine, Typ Il long,
Material Polysulfon

Tecniplast,

Hohenpeilenberg, v

1284L00SU

Deutschland

Tabelle 14: Material Tierhaltung
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5.2

Verwendete Chemikalien

Material Details Hersteller Katalognummer Material Details Hersteller Katalognummer
3 Sigma-Aldrich, Medistar
Bovines 2Erd g Zul
Serumalbumin Sudinhein; heiss Ketamin 10% Ascheberg, ) als;:;(g)sg; fgg‘ i
Deutschland Deutschland o
) Sigma-Aldrich
Cold Fish ! : : Merck,
inhei i Nat dihyd -
skin/Gelatine Steinheim, G-7041 NaH,PO, @ ””':os' r]a:°ge" Darmstadt, 1063461000
Deutschland phosp! Daicchland
Sigma-Aldrich, Merck
i imi inhei Dinatriumhydrogen- S
DAPI Bisbenzimid H33258 Steinheim, 14530 Na,HPO, o Darmstadt, 1065801000
Deutschland phosp! Deiitschland
Sigma-Aldrich,
Donkey Blockin s h Isruh
DBS Sy 8 Steinheim, D9663 Natronlauge 1 mol/] Roth, Karlsruhe, S
el Deutschland Deutschland
Ethylendiamin- Fluka, Sigma- Merck,
ioss i Paraffin Darmstadt, K46815058603
EDTA Te?raes-s,lgsaure Al.dnc!.w, 3685
Dinatriumsalz Steinheim, Deutschland
Dihydrat Deutschland Phosphate Buffered Merck,
Merck, PBS Saline, PBS-Pulver Darmstadt, L-182-50
Ethanol 100% Darmstadt, 1.00983. ohne Ca2+/Mg2+ Deutschland
Deutschland
Roth, Karlsruh
Sigma-Aldrich Tris (Pufferan®) oth, arh.:.rude, 4855.2
FluorPreserve PN Deutschlan
FluorPreserve Steinheim, 345787 N :
Reagent DettachBng Sigma-Aldrich,
Tween 20 Steinheim, P-1379
Roth, Karlsruhe,
Formaldehyd 37% oth, Rarisrune CP10.2 Deutschland
Deutschland b
Yylazin 2% Ceva, Libourne,
Linaris Vector, Frankreich
ImmeEdge ImmEdge-Pen Dossenheim H-4000 i isch.
. gk 2 Xylol isomerisch. Analar |VWR, Darmstadt 28.975.462
eutschlan normapur ACS, ISO Deutschland

Tabelle 15: Verwendete Chemikalien
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5.3 Gerate und Software

Material Details Hersteller |Katalognummer Material Details Hersteller |Katalognummer Material Details Hersteller |Katalognummer
B.B Braun, Mainz, " : -
: raun Spritze 20 ml raun, Mainz 4616200F .Rotllal?.o- Roth, ' Macintosh VerSl'on by GraphPad _
Omnifix® Luer Deutschland " Zentrifugenréhrchen, Prism Software MacKiev © Version 9.0
- Falcon-Réhrchen K Karlsruhe, N463.1 Software, LLC
B.Braun Soritze 50 mi Braun, Mainz, 22050 ohne Stehrand, mit T 1994-2021
Omnifix® Luer ik Deutschland Beschriftungsfeld — Roth,
otilab-
Rihrfische Karlsruhe, 1292-2
herels | Rl dt Schleicher & Magnetstébchen | o - hiand
Becherglaser 1000 mi ;’a’t’“s: . 213111 Filterpapier @240 mm Schuell, Diren| 594 1/2 ——
eutschlan ; )y
i Beitsctiand Safet'za'nMﬁ‘::'ﬂy' 20G,200 mmlang | Nambrecht, | 851.637.235
Bienenwachs | gelb: rein natiirlich Karlsruhe, 5830.1 Image) ImageJ 1.51j; Wayne Rasband, National Institutes of Deuteetiiond
Deutschland Immersionsdl fir . Leica
Medite Mikroskopie, nicht Olympus, Schnittmikrotom Biosystems, SM200R
Einbettkdstchen : ; Immersionsél fluoreszierend Hambur| Wetzlar,
. Megakassetten, wei | Burgdorf, 47-1150-00 . g
mit Deckel Dautichiand Brechungsindex bei | Deutschland Deutschland
VWR 23°C=1,518 1000 ml, VWR,
. " ’ Schottflaschen Enghalsflasche mit Darmstadt 215-1557
Einbettkdstchen i . Y
h kel Darmstadt, 1387-4901 Otympus BX51WI mit hitp://cn.olympu Schraubverschluss | Deutschland
ohne Decke hland Olympus BX-DSU und Olympus, |s.com/upload/ac
Deutschlan Konfokales 2000 ml, VWR,
" SOLA LED Lampe; Hamburg, | cessory/20114/2 .
VWR, Mikroskop (DSU) Schottflaschen Enghalsflasche mit Darmstadt 215-1558
Eppendorf Olympus, Hamburg, | Deutschland |01147150347820
g 0,1-20 pl Darmstadt 22492012 Schraubverschluss | Deutschland
Spitzen 2 ? Deutschland, 72.pdf
Deutschland ks Staufen Henke- Sass
Eppendorf VWR, Magnetriihrer | IKA-Combimag RET Deitsctiland Spritze Limi VYroIf|§mbH,
) 2-200 pl Darmstadt, 30000870 . uttlingen
Spitzen Mixer Kult X WFM Deutschland
Deutschland = u
. Version 2017.01.2 (64- VWR
VWR Neuroluckda 360 | ..\ MBF Bioscience :
E dorf ! Tricht 250 D tadt 221-1730
';z‘:t:ez 50-1000 pl Darmstadt, | 30000919 VWR, nEe $200mm i
Deutschland Objekttrager Superfrost® Plus | Darmstadt, 631-0108 it
VWR, Deutschland Wige Schalchen 46x46x8 Darmstadt | 611-9178
Eppendorf Tubes| 1,5 ml Eppendorf Darmstadt, 30.120.086 Oiilpgtedi Schere, Pinzetten, Deutschland
Deutschland Stecknadeln Leica
VWR, Leica, Biosystems,
Eppendorf Tubes| 2,0 ml Eppendorf Darmstadt, 30.120.094 Paraplast Richmond, 39602012 Wasserbad Wetzlar, 191210
Deutschland USA Deutschland

Tabelle 16: Gerate und Software
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5.4 Herstellung der Lésungen
(engl. Short Operation Protocol (SOP))

Substanz SoP Datum Hergestellt von | Anmerkung
1/3 29.08.16 C. Ertl
PBS (10x) 1/4 26.09.16 A.Nack
1/7 15.12.16 S. Schmutz
2/30 09.09.16 C. Ertl pH=7,41
2/35 13.10.16 S. Cordier pH=7,41
2/36 19.10.16 S. Cordier pH=7,40
2/37 19.10.16 S. Cordi H=7,40
PBS (1x) / ordrer P
2/41 30.10.16 C. Ertl pH=7,40
2/42 02.11.16 S. Cordier pH=7,40
2/66 27.01.16 C. Ertl pH=7,43
2/67 01.02.16 | U. Chrzanowski| pH=7,45
A. Nack, S.
, 4/2 08.08.16 ack, S pH=9,04
Tris/EDTA Cordier
Puffer 4/3 12.10.16 S. Cordier pH=9,01
4/4 24.11.16 C. Ertl pH=9,00
M. Gottschling,
2% DBS 6B/3 10.08.16 OSciing, | pgs2/17
C. Ertl
0
5% DBS mit _O'SA
ThESH 7/2 27.06.16 S. 0. Rohr Triton/PBS
(SOP 8/1)
5% DBS Siehe Kapitel
1.02.1 : i P2 A
ohne Triton 5.4.6 002,47 ) (SOF2/66)
0,5%
8/1 27.06.16 S. 0. Roh PBS SOP 2/1
Triton/PBS / onr /

Tabelle 17: Ubersicht tiber die Herstellung der Lésungen

5.4.1 PBS (10x Stocklésung, SOP 1)

4000 ml destilliertes Wasser werden in einen Plastik-Messbecher gefiillt und mit einer
Dose PBS-Pulver ohne Ca*/Mg?* (ungedffnete Dose = 477.5 g) vermischt. Die
Mischung wird durch einen Magnetrihrer komplett aufgeldst. Danach wird die Mischung

bis zur 5000 ml Markierung mit destilliertem Wasser aufgefilit.

5.4.2 PBS (1x Fertiglosung, SOP 2)

500 ml der PBS 10x Stocklosung werden mit 4500 ml destilliertem Wasser mithilfe des
Magnetrihrers vermischt. Danach wird der pH-Wert mit 1 mol/l Salzsdure auf 7,4
eingestellt. In den folgenden 20 min muss gewartet werden, ob sich der pH-Wert andert.

Dann wird der pH-Wert erneut auf 7,4 eingestelit.
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5.4.3 Tris/EDTA Puffer (SOP 4)
6,05 g Tris und 1,85 g EDTA werden in 5 | destilliertem Wasser gelost. Der pH-Wert
wird auf 9,0 eingestellt. Danach wird 20 min gewartet, ob sich der pH-Wert wieder andert.

Dann wird der pH-Wert erneut auf 9,0 eingestelit.

544 DBS 2% (SOP 6B)

Zur Herstellung einer Verdunnung von 1:50 (Serum in PBS) wird 1 ml DBS mit 0,05 g
(engl.) Cold water fish skin gelatine, 0,5 g (engl.) Bovine Serum Albumine, 50 ul Tween20
10% und 49 ml PBS (1x) gemischt. Zur Aufbewahrung wird je 1 ml aliquotiert und bei
-20°C gelagert.

5.4.5 DBS/Triton/PBS fiir Immunfluoreszenz 5% (SOP 7)
Fur die Herstellung einer Verdiinnung von 1:20 (Serum in PBS) werden 2,5 ml DBS mit
47,5 ml Triton/PBS 0,5% gemischt. Abgefillt zu je 1 ml werden sie bei -20°C gelagert.

5.4.6 DBS/PBS 5%
16 ml einer Verdinnung von 1:20 (Serum in PBS) bestehen aus einer Mischung von
575 pl DBS und 10925 ul PBS.

5.4.7 Triton/PBS 0,5% (SOP 8)
Fur eine Verdunnung von 1:200 (Serum in PBS) werden 5 ml Triton X-100 mit 995 ml
PBS gemischt und in einem Schraubgefal bei 4°C fur kurze Zeit gelagert.

5.4.8 Ketamin-Xylazin-L6sung
9,5 ml der L6sung bestehen aus 100 pul Xylazin 2%, 400 pl Ketamin 10% und 9 ml NaCl.
Somit enthalt die Losung 0,42% Ketamin und 0,021 % Xylazin.
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