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Zusammenfassung   

Multiple Sklerose ist eine Krankheit, die die auf Myelin basierende Nervenisolation im 

Gehirn zerstört. Astrozyten haben sowohl einige protektive als auch inflammatorische 

Funktionen, jedoch sind viele Zusammenhänge noch nicht geklärt. Besonders die 

Wirkungen und die Beziehungen von Astrozyten auf Myelin bei Multipler Sklerose sind 

nicht abschließend geklärt. Astrozyten können nach einer Demyelinisierung die 

Remyelinisierung sowohl fördern als auch hemmen [9-13]. Mikroglia fördern 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 Immunfluoreszenzfärbung 

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. Anschließend erfolgte 

eine Färbung des Myelins und der Astrozyten, um den Anteil an Myelin innerhalb (Inside) 

und außerhalb (Outside) der Astrozytenfortsätze zu messen. 

Für die zweite Fragestellung wurden das gefärbte Myelin und die gefärbten Astrozyten 

in einer dreidimensionalen Darstellung in allen Ebenen untersucht. 

Es zeigte sich nicht nur der erwartete Verlust von Myelin bei längerer Cuprizone-

Intoxikation, sondern auch ein signifikant geringerer Myelinanteil außerhalb der 

astrozytären Fortsätze (bei drei Wochen: innerhalb: 100% ± 2,3% vs. außerhalb: 

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 geklärt 

werden. 

Aus den Ergebnissen lässt sich allerdings schließen, dass Astrozyten bei einer frühen, 

akuten Demyelinisierung Myelin schützen. Möglicherweise geschieht dies über die 

Aufrechterhaltung eines Mikromilieus.  
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1 Einleitung 

 Multiple Sklerose 

Bei Multipler Sklerose, synonym auch Morbus Charcot oder Encephalitis disseminata, 

wird das Myelin, ein Teil des Zentralnervensystems (ZNS), chronisch autoimmun 

zerstört. Jean-Martin Charcot beschrieb 1868 als eines der prägendsten Merkmale - neben 

chronischer Demyelinisierung - den axonalen Schaden [15]. Er befand, dass 

Intentionstremor, skandierende Sprache und Nystagmus am häufigsten seien [16]. Da 

jeder Teil des ZNS von diesen geschädigten Stellen, Läsionen genannt, betroffen sein 

kann, treten oft auch einseitiger Sehverlust, Doppelbilder, Gliederschwäche, 

Sensibilitätsverlust, 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 häufiger als Männer [19, 20]. Mit circa 700.000 

Betroffenen in Europa und 2,5 Mio. weltweit entspricht das einem Neuauftreten von 

weniger als 0,1% der Bevölkerung [21]. Die Wahrscheinlichkeit steigt für Geschwister 

auf circa 3% und für eineiige Zwillinge auf 25%, was eine genetische Ursache 

wahrscheinlich macht [22].  

Ein weiterer Hinweis für eine genetische Ursache zeigt sich in der regionalen Verteilung 

der Erkrankung. So zeigen sich in dem kaukasisch geprägten Nordeuropa ein häufigeres 

Auftreten (bspw. Schottland: durchschnittlich 200 Fälle/100.000 Personen) als im 

ethnisch gemischteren Australien (125/100.000) und am seltensten bei südafrikanischen 

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]. Für 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, zusätzlich 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 

fälschlicherweise die körpereigenen Zellen angreift [30]. Die Ursache für Multiple 

Sklerose ist unklar und ist Diskussionsgegenstand der aktuellen Forschung. Neben dem 
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erwähnten genetisch erhöhten Risiko scheint sich die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei 

Infektionskrankheiten wie beim Epstein-Barr-Virus oder Zytomegalievirus zu erhöhen. 

Ob es sich dabei um eine kausale Korrelation handelt, ist nicht endgültig geklärt [22, 31]. 

Eine dritte Auffälligkeit ist der Nachweis von autoimmunen Abwehrzellen. So erklärt die 

Hygienehypothese die Pathogenese der Multiplen Sklerose durch eine vermehrte Hygiene 

in entwickelten Zivilisationen, was zu einer mangelnden Stimulation des Immunsystems 

führt. Daher reagiert das Immunsystem unverhältnismäßig stark und betrachtet 

körpereigene 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 unterdrücken [33]. 

 Das Zentralnervensystem 

Als ZNS werden die Nerven und Gewebe des Gehirns und des Rückenmarks bezeichnet. 

Das ZNS hat die Aufgabe mithilfe der Nervenzellen, der Neuronen, die Informationen 

unseres Körpers und der Umwelt zu verarbeiten. Es kann in zwei Bereiche geteilt werden: 

die graue Substanz und die weiße Substanz. Die Zellkörper der Neurone liegen dabei 

überwiegend in der grauen Substanz, die Nervenzellfortsätze, Axone genannt, in der 

weißen Substanz [5].  

Anatomisch lässt sich das Gehirn noch detaillierter unterteilen. Bspw. liegt der Kortex, 

als Teil der grauen Substanz, im Außenbereich des Gehirns und kann in verschiedene 

Schichten, Laminae genannt, unterteilt werden (Abb. 1). Das Corpus Callosum, als Teil 

der weißen Substanz, verbindet die beiden Gehirnhälften miteinander [5, 34, 35]. 

Der komplexe Aufbau des Gehirns basiert auf zwei Zelltypen.  

Neben den schon erwähnten Neuronen mit ihrem Axon, welches Informationen 

weiterleitet, gibt es die Gliazellen. Gliazellen haben eine regulierende und unterstützende 

Wirkung auf die Neurone. Sie werden im ZNS in fünf Gruppen unterteilt, die jede für 

sich eine andere Funktion erfüllen (Tab. 1)  [5, 34-36]. 
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 Abbildung 1: schematische Übersicht einer Gehirnhälfte im Frontalschnitt (Maus): 1 = ccb: Corpus Callosum; 

2 = Lamina I bis VI des Kortex [6] 

Tabelle 1: Übersicht über die Zellen des ZNS und ihre Funktion [5] 
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 Oligodendrozyten 

Eine Gruppe der Gliazellen sind Oligodendrozyten. Jeder Oligodendrozyt umhüllt 

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 weißen Lipiden 

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

 

 Mikroglia  

Formal sind auch Mikrogliazellen eine Gruppe der Gliazellen. Tatsächlich sind sie jedoch 

Teil des mononukleär-phagozytischen Systems des ZNS und wandern in der 

Embryonalzeit aus dem Dottersack ein [37]. Durch Regulation von Zelltod, -überleben 

und -entwicklung sowie Signalmodulierung an der Synapse haben sie Einfluss auf die 

Gehirnentwicklung [37]. Als Teil der Immunabwehr sorgen sie u.a. für die Aufnahme 

von Zellen oder Substanzen (Phagozytose), für die Präsentation von Antigenen 

(Bruchstücke dieser Substanzen oder Zellen) und für die Ausschüttung von Botenstoffen, 

den Zytokinen [5, 34, 36, 38]. Antigene sind Strukturen auf der Oberfläche von Zellen. 

Werden diese Zellen jedoch durch Mikroglia phagozytiert, präsentieren die Mikroglia 

diese Antigene auf der eigenen Oberfläche. Dies ermöglicht in Kombination mit den 

ausgeschütteten Zytokinen u.a. eine Aktivierung der weiteren Immunabwehr, v.a. der B- 

und T-Zellen [38]. Bei größeren Schäden lagern sich Mikrogliazellen zu Makrophagen 

zusammen [34, 37]. Zur Darstellung der Mikrogliazellen eignet sich IBA1 (engl. ionized 

calcium-binding adapter molecule 1).  

 

 Astrozyten  

Astrozyten sind die häufigsten Zellen im Gehirn eines Säugetieres [34]. Beim Menschen 

stellen sie circa die Hälfte aller Zellen des ZNS, bei der Maus ein Drittel [39]. Durch ihren 

verzweigten Aufbau können Sie mit bis zu 1000 anderen Zellen interagieren [40].  

Die Funktionen der Astrozyten sind insgesamt sehr vielfältig. Ihre Aufgaben sind u.a. die 

Regulierung des Metabolismus von Energie, Wasser und des Blutflusses zur 

Aufrechterhaltung des physiologischen Gleichgewichtes von Ionen [41-43]. Astrozyten 

beeinflussen die synaptische Informationsübertragung 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 
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können, nehmen Astrozyten am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke teil [46, 47]. Nach einer 

Schädigung 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. formabhängig, 

regionsspezifisch oder funktionsabhängig [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 vollständig geklärt; es gibt – ebenso wie bei den Mikroglia – Überlegungen 

hinsichtlich einer Einteilung in eine eher proinflammatorische (A1) gegenüber einer eher 

antiinflammatorischen (A2) Astrozyten-Gruppe; fraglich ist in beiden Fällen, ob nicht 

beides zugleich möglich ist [2, 11, 52]. 

Die formabhängige Einteilung trennt Astrozyten in protoplasmatische und fibrilläre 

Astrozyten (Abb. 2). Protoplasmatische Astrozyten kommen eher in der grauen Substanz 

vor und reichen mit ihren feinen Fortsätzen an die Synapsen und Blutgefäße heran. Sie 

interagieren mit der Synapse bei der synaptischen Übertragung von Informationen [53, 

54]. Fibrilläre Astrozyten sind häufiger in der weißen Substanz des ZNS zu finden, haben 

dickere Fortsätze und interagieren ebenfalls mit den Blutgefäßen [48, 55].  

Abbildung 2: Illustration der Astrozyten nach del Río Hortega (1920); zitiert gemäß [7] aus [8]  

A: protoplasmatischer Astrozyt der grauen Substanz; B: fibrilliärer Astrozyt der weißen Substanz 
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Zur Darstellung der Astrozyten gibt es verschiedene Möglichkeiten. Eine Option ist die 

Markierung von GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein). GFAP wird von Astrozyten 

exprimiert und kann durch Bindung der immunfluoreszierende Antikörper an das GFAP 

dargestellt werden [56]. GFAP sichert u.a. die Stabilität der Blut-Hirn-Schranke, bildet 

jedoch lediglich das faserige Grundgerüst und stellt nur circa 15% der Fläche der 

Astrozyten dar [57-59]. Zudem ist die GFAP-Menge eines Astrozyten u.a. von der 

Lokalisation im Gehirn und der Aktivierung der Astrozyten abhängig [40, 48, 60]. Die 

Elektronenmikroskopie ist eine andere Möglichkeit; sie zeigt Astrozyten sehr detailreich, 

ist aufgrund ihrer Kosten und der dargestellten Fülle an Details jedoch nicht für große 

Flächen geeignet.  

 Pathologische Veränderungen bei Multipler Sklerose  

Läsionen der Multiplen Sklerose sind sowohl in der grauen als auch in der weißen 

Substanz nachweisbar [17, 61-64]. In Läsionen treten am häufigsten Mikroglia und 

Makrophagen auf [65-67]. Je mehr eingewanderte Mikrogliazellen in einer aktiven 

Läsion sind, desto größer wird der Schaden an den Neuronen und den Oligodendrozyten 

[68, 69]. Einzelne kleine Mikroglia initiieren die Schäden, während die Makrophagen das 

defekte Myelin phagozytieren [70-72]. Die Phagozytose ist wichtig für die 

Remyelinisierung der Axone und senkt die Entzündung um die Läsionen [14]. 

Entscheidend für die Stärke der Mikrogliareaktion scheint das Alter des Myelins ebenso 

wie der Stress der Oligodendrozyten zu sein, was in der aktuellen Forschung diskutiert 

wird [14, 73].  

 

 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 – unabhängig von 

der adaptierten funktionellen Einteilung – der Bezug zu Mikrogliazellen an. Beide 

Gruppen proliferieren bei Multipler Sklerose [52]. In Teilen der weißen Substanz 

proliferieren sie unabhängig 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 verstärkte 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 

näher beleuchtet werden. 

Astrozyten regulieren die autoimmune Antwort über die Sekretion von Zytokinen, bspw. 

über verschiedene Interleukine, Chemokine oder den Tumornekrosefaktor APRIL, (engl.) 

a proliferation-inducing ligand [11, 77, 78]. APRIL wurde ursprünglich als Marker für 

das nicht kleinzellige Bronchialkarzinom genutzt, wird jedoch in Läsionen von Multipler 

Sklerose auch durch Astrozyten sezerniert und bewirkt eine Hemmung der Entzündung 

[78, 79].  

Die Aktivierung der Zytokine kann über 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 für die Zellen als Zielort der Zytokineffekte, lässt sich 

unterscheiden, ob die Faktoren an der Proliferation, der Differenzierung oder dem 

Überleben der Oligodendrozyten-Vorläuferzellen, den unreifen Oligodendrozyten, 

wirken [13]. Astrozyten können durch die Sezernierung von Wachstumsfaktoren 

Oligodendrozytendifferenzierung auch nach einer Demyelinisierung fördern, zugleich 

aber auch die Remyelinisierung hemmen [9, 12, 13]. 

Ebenso konnte bereits nachgewiesen werden, dass die vermehrte astrozytäre 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 Ionenbalance oder die Aufnahme von Glutamat, 

ermöglichen Astrozyten erst eine weitere neuronale Übertragung 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 ermöglichen, 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 Schäden an (extra-)zellulären Molekülen und die physiologischen 

Gleichgewichte bleiben bestehen.  

Außerdem regulieren Astrozyten das (ambivalente) (Nicht-) Auftreten von Ödemen je 

nach zerebraler Schädigung, da sie für den Einbau verschiedener Transportproteine wie 

Aquaporin 4 in ihre Fortsätze verantwortlich sind, weshalb auch ihre Abwesenheit zu 
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Ödemen führt [84, 85]. Diese Proteine transportieren Wasser entsprechend des 

osmotischen Gradienten. Dies ist möglich, da Astrozyten am Aufbau der Blut-Hirn-

Schranke beteiligt sind. [39, 43, 85]. Sie können mit den Zellen außerhalb des Gehirns 

interagieren und somit die Zahl an Transportmolekülen ebenso regulieren wie die Anzahl 

an infiltrierenden Zellen, bspw. durch Induktion einer Apoptose der Zellen [39]. In 

diesem Sinne wäre auch die Bildung der Astrogliose als Protektion der Neurone bei einer 

Schädigung denkbar.  

 

 Phagozytose von Myelin durch Astrozyten  

Neben diesen sehr unterschiedlichen Fähigkeiten soll noch einmal auf den anfänglichen 

Vergleich von Astrozyten zu Mikroglia eingegangen werden. Zwar sind noch nicht alle 

Aufgaben und Zusammenhänge erforscht, so ist aber die Phagozytose des defekten 

Myelins doch als die wichtigste Aufgabe erkennbar [37, 70, 86]. Durch die Phagozytose 

ist es Mikroglia möglich, Antigene zu präsentieren und die Regeneration einzuleiten [69, 

73, 87]. 

Eine aktuelle Frage der Forschung ist, wie sehr sich die Aufgaben und Fähigkeiten von 

Astrozyten und Mikroglia gleichen. Sowohl in Tiermodellen als auch im menschlichen 

Gewebe konnte nachgewiesen werden, dass Astrozyten ebenfalls die Fähigkeit haben 

Antigene zu präsentieren [11, 39, 88]. Für die Präsentation ist es jedoch notwendig 

phagozytieren zu können. In der genetischen Analyse konnte für 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 möglich ist [1, 4]. 

Strukturell zeigte sie im Falle einer Phagozytose eine Ähnlichkeit 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 erfüllt [2-4].  

 Tiermodell 

 Das Cuprizone-Modell 

Das Cuprizone-Tiermodell basiert auf der Intoxikation mit dem Kupferchelator Bis-

Cyclohexanon-Oxaldihydrazon [89]. Abhängig 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 weißen Substanz verbreitet [89, 

91-94]. Autoimmune Zellen haben keinen Einfluss auf die Läsionen [64, 89, 95]. Die 

Wirkweise von Cuprizone ist ungeklärt. Eine Theorie sieht die Ursache in der Hemmung 

der mitochondrialen Atmungskette, welche den Untergang der Oligodendrozyten bewirkt 

[89, 96].  

 

 Zielsetzung dieser Arbeit 

Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des ZNS, welche das Myelin zerstört. Bisher ist 

die Ursache für die Krankheit unklar ebenso wie die Wirkung aller Gehirnzellen und 

deren gegenseitige Beeinflussung im Rahmen der Multiplen Sklerose.  

Die häufigsten Zellen im ZNS sind Astrozyten [34]. Zu ihren Aufgaben gehört im 

Gesunden die Regulierung des Metabolismus, der Aufbau der Blut-Hirn-Schranke und 

die Informationsübertragung 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 Fähigkeiten haben können. Neuroprotektive Astrozyten 

bilden Proteine, die die inflammatorischen Zytokine hemmen oder den oxidativen Stress 

verringern. Regenerativ fördern sie die Remyelinisierung durch die Oligodendrozyten 

mithilfe von Zytokinen oder proliferieren selbst, um durch eine Astrogliose die 

Regulation der Immunzellen wieder zu ermöglichen [13, 80]. Zudem können Astrozyten 

Antigene präsentieren, was auf die Fähigkeit von Astrozyten hinweist, auch 

phagozytieren zu können. Dabei scheinen sie Myelin zu phagozytieren, wobei die 

Funktion noch unklar ist [11, 39, 88]. 

Daher lassen sich für diese Arbeit zwei Ziele definieren.  

Die bisherigen Erkenntnisse der Neuroprotektion zeigen Einflüsse auf die Entzündung 

um die Läsionen und damit auf die möglichen Schäden der Multiplen Sklerose. Daher 

stellt sich die Frage, ob Astrozyten in der Lage sind gegen eine – zumindest 

experimentelle – Demyelinisierung zu schützen.  

Als zweites Ziel wird der Frage nachgegangen, ob der bisher immunhistochemische und 

elektronenmikroskopische Nachweis einer Phagozytose von Myelin durch Astrozyten 

auch immunfluoreszierend im frühen 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 Doppelfärbung von GFAP – für Astrozyten – und des 

Proteolipid-Proteins (PLP) – für Myelin – wurde der Anteil des Myelins innerhalb der 

Fortsätze verschiedener Astrozyten gemessen. Bei einer Protektion vor einer akuten 

Demyelinisierung müsste der Anteil an Myelin innerhalb der Fortsätze größer sein als der 

Anteil an Myelin außerhalb der Fortsätze, da Astrozyten in ihrer nächsten Umgebung die 

stärkste Protektion ermöglichen sollten. Mithilfe der immunfluoreszierenden Darstellung 

sollte es zudem möglich sein, Astrozyten mit phagozytiertem Myelin in ihrem Inneren 

dreidimensional abzubilden.  

Da die Häufigkeit von Multipler Sklerose bei Frauen erhöht ist, wurden weibliche Tiere 

des Stamms C57BL6 genutzt. Die Ergebnisse jedes Modells sind vom Tierstamm 

abhängig [90]. 
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2 Material und Methodik  

 Tierhaltung 

Die Mäuse wurden gemäß des Tierversuchsantrages ROB-55.2Vet-2532.Vet-02-15-73 

vom 26.07.2013 (§ 8 Tierschutzgesetz) unter Einhaltung der aktuell geltenden 

Tierschutzbestimmungen gehalten. Die Laborbedingungen der (engl.) Federation of 

European Laboratory Animal Science Association wurden eingehalten.  

Die Mäuse, Stamm C57BL/6, wurden in Käfigen mit je zwei bis vier Artgenossen 

gehalten und die Käfige (Fläche: 435 cm2) entsprechend ausgestattet (Tab. 14). Die 

Käfige wurden montags, mittwochs und freitags gereinigt. Das Futter wurde während der 

Cuprizone-Intoxikationsphase täglich gewechselt, außerhalb 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%. Für die Versuche wurden Mäuse mit einem 

Körpergewicht von circa 21 g ausgewählt. Zuvor lebten diese mindestens 14 Tage in 

konstanter Umgebung, um die Gefahr einer Stressreaktion auszuschließen. 

 

 Cuprizone-Intoxikation 

Da das Toxin Cuprizone eine reproduzierbare Myelinschädigung verursacht, wurde eine 

Intoxikation der Tiere durchgeführt. 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 

Käfig gegeben. Die zweite Hälfte des vorgemischten Futters wurde jeweils bei 4°C im 

Kühlschrank gelagert. 

Dieser Versuch wurde in drei Experimente untergliedert. Im ersten und zweiten 

Experiment wurden fünf Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten jeweils für drei Wochen mit 

Cuprizone intoxikiert; im dritten Experiment dauerte die Intoxikation mit Cuprizone der 

fünf Tiere fünf Wochen. Die Experimente zwei und drei begannen zum gleichen 

Zeitpunkt (Abb. 3). 
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 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-Lösung 

intraperitoneal. Konzentration von 0,42% Ketamin und 0,021% Xylazin 

intraperitoneal (Kap. 5.4.8).  

Schritt 2: Eröffnung des Peritoneums mit dem OP-Besteck nach Erlöschen der Augen- 

und Schwanzreflexe.  

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

Schritt 4: Eröffnung des rechten Atriums zum Austritt von Blut und den Lösungen 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-

Perfusionslösung (Tab. 2). Aufgrund der hohen Natriumkonzentration der 

Perfusionslösung erfolgt bei jedem Tier eine Aktivierung der Muskulatur, was 

als Zeichen einer ausreichenden Perfusion gilt. 

Zu Schritt 6: Tabelle 2: Mithilfe eines Filterpapiers wurde 

die Lösung in 1 l bzw. 2 l große Schottflaschen abgefüllt 

und mit Eis gekühlt. Die Lösungen wurden 1 h vor 

Versuchsbeginn angesetzt. 

Tabelle 2: Herstellung der 

Perfusionslösung (1 Liter) 

Abbildung 3: Cuprizone-Intoxikation 
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 Paraffineinbettung 

Schritt 1: Abtrennung des Schädels vom restlichen Körper.  

Schritt 2: Eröffnung des Gewebes über der Kalotte mit einer Schere. 

Schritt 3: Mittige Eröffnung der Kalotte. 

Schritt 4: Postfixation in einem mit 50 ml Perfusionslösung gefüllten Falcon bei 4°C für 

mindestens 24 h. 

Schritt 5: Nach der Postfixation vorsichtige 

Präparation aus der Schädelkalotte. 

Schritt 6: Waschung entsprechend Tabelle 3 im 

beschrifteten Einbettkästchen. 

Schritt 7: Zur Färbung des fixierten Gewebes 

werden die in Paraffin eingebetteten 

Gehirne mittels Schlittenmikrotom in 

5 µm dünne Schnitte geschnitten. 

Schritt 8: Übertragung der Schnitte der Zielregion 

(Beginn der Hippocampusformation), 

eingeteilt nach Sidman Mouse Brain 

Atlas [97]. Mithilfe von Seidenpapier erfolgt die Übertragung in ein 48°C 

heißes Wasserbad zur Entfaltung des Schnittes und dann Überführung auf die 

Objektträger. Sofern hierbei eine Beschädigung sichtbar war, wurde der 

Schnitt entfernt und wie zuvor weiterverfahren. 

Schritt 9: 3 - 4 h Lufttrocknung bei Raumtemperatur. 

Schritt 10: Trocknung im Wärmeschrank bei 48°C über Nacht (circa 16 h). Lagerung bei 

Raumtemperatur. 

Die Schritte des ersten Experiments erfolgten bis zur Waschung mit Ethanol 50% 

entsprechend Tabelle 3 in München; die weiteren Schritte bis zur vollständigen 

Einbettung im Institut der Neuroanatomie der medizinischen Fakultät der RTWH 

Aachen. Alle weiteren Schritte erfolgten protokollgemäß. Die Postfixation des zweiten 

und dritten Experiments erfolgte in München protokollgemäß. 

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 Objektträger überführt. 

Tabelle 3: Einbettung der Gehirne in Paraffin 
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 Doppelte Immunfluoreszenz 

Für die Färbung der fixierten Schnitte in Paraffin 

mithilfe einer doppelten Immunfluoreszenz 

wurden die Schnitte entsprechend Tabelle 4 

entparaffiniert und rehydriert.  

Die Schnitte wurden doppelt 

immunfluoreszierend gefärbt. (Kap. 5). Im 

Anschluss an die Aufzählung der einzelnen 

Schritte werden diese näher erläutert. 

Schritt 1: HIER (engl. Heat Induced Epitope 

Retrieval): Erwärmung der Pufferlösung Tris/EDTA 

(Ethylendiamintetraessigsäure) bis zum Kochen mit anschließender 10-

minütiger Warmhaltung. 

Schritt 2: Abkühlung auf Raumtemperatur durch von außen fließendem 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 für 1 h in 

einer Feuchtkammer bei 26°C. 

Schritt 6: Inkubation über Nacht in der Feuchtkammer bei 4°C mit Primärantikörpern 

(Tab. 5). Zeitgleiche Durchführung von Negativkontrollen. 

Schritt 7: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min. 

Schritt 8: Zentrifugation beider sekundärer Antikörper für 1 min bei 4000 RPM 

(engl. Rounds per Minute) (Tab. 6). Inkubation mit den sekundären 

Tabelle 4: Absteigende Reihe der Alkohole und 

Kohlenwasserstoffe 

Tabelle 5: Primärantikörper doppelte Immunfluoreszenz 
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Antikörpern (1:200 mit DBS 5%) für 1,5 h bei 26°C in einer abgedunkelten 

Feuchtkammer.  

Schritt 9: Zeitgleiche Durchführung 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) für 5 min bei 26°C. 

Schritt 12: Dreifacher Waschvorgang mit PBS je 5 min. 

Schritt 13: Konservierung mittels eines Tropfens FluorPreserve auf einem Deckgläschen. 

Beschwerung mit Gewichten für 20 min. 

Schritt 14: Abdichtung der Ränder zwischen Deckgläschen und Objektträger mit klarem 

Nagellack. 

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

 

Zur weiteren Erläuterung der Schritte: 

Zu Schritt 5: Das unspezifische Blocken verringert eine Färbung des 

Hintergrundgewebes. Färbungen entstehen v.a. aufgrund von hydrophoben und 

elektrostatischen Kräften. 

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

Astrozyten und Myelin sowie von b) Mikroglia und Myelin.  

Tabelle 6: Sekundärantikörper doppelte Immunfluoreszenz 
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a) Astrozyten und Myelin: 15 Schnitte wurden mit einer grün fluoreszierenden 

(488 nm) immunhistologischen Färbung von PLP – zur Darstellung des Myelins 

– und mit einer rot fluoreszierenden (594 nm) immunhistologischen Färbung von 

GFAP – zur Darstellung der Astrozyten – gefärbt. Die Mischung der primären 

Antikörper bestand aus 3 µl des PLP-Antikörpers (1:1000 Verdünnung) mit 1,5 µl 

des GFAP-Antikörpers (1:2000 Verdünnung) und 2995,5 µl des DBS 2%.  

b) Mikroglia und Myelin: Es wurden drei Schnitte mit einer grün fluoreszierenden 

(488 nm) immunhistologischen Färbung von PLP – zur Darstellung des Myelins 

– und mit einer rot fluoreszierenden (594nm) immunhistologischen Färbung von 

IBA1 – zur Darstellung der Makrophagen und Mikroglia – gefärbt. Die Mischung 

der primären Antikörper bestand aus 2 µl des PLP-Antikörpers 

(1:1000 Verdünnung) mit 1 µl des IBA1-Antikörpers (1:2000 Verdünnung) und 

1997 µl des DBS 5%. Das DBS 5% wurde für diesen Versuch ohne Triton 

hergestellt, weil die Lösung in den vorherigen Versuchen dieser Doppelfärbung 

eine zu geringe Viskosität hatte. Dadurch waren die Gewebsschnitte durch 

mangelnde Feuchtigkeit nicht gut erkennbar. Diese Änderung des Protokolls 

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

Negativkontrollen: 

Um auszuschließen, dass sekundäre Antikörper an andere Epitope oder an die 

Bindungsstelle des anderen primären Antikörpers binden, wurden Negativkontrollen 

durchgeführt. Verschiedene zusätzliche Schnitte wurden in Schritt 6 nur mit dem ersten 

oder nur mit dem zweiten oder mit keinem der beiden Primärantikörper inkubiert. Die 

Inkubation mit beiden Sekundärantikörpern erfolgte jedoch protokollkonform. In 

Schritt 8 wurden ebenso Negativkontrollen durchgeführt. Protokollkonforme, mit beiden 

Primärantikörpern inkubierte Schnitte wurden nur mit dem ersten oder nur mit dem 

zweiten oder mit keinem der beiden Sekundärantikörper inkubiert.  

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

sodass eine Interaktion der Antikörper untereinander ausgeschlossen werden konnte. 
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 Auswertung 

 Digitalisierung der Immunfluoreszenz 

Die Schnitte wurden in zweidimensionaler und dreidimensionaler Darstellung 

digitalisiert. Zur präziseren Unterteilung und detaillierten Digitalisierung wurden beide 

Gehirnhälften nacheinander untersucht.  

Die Digitalisierung erfolgte durch eine konfokale Mikroskopie mit dem Olympus 

BX51WI (Tab. 16). Dieses enthält eine Olympus BX-DSU Kamera und eine SOLA LED-

Lampe. Diese Einheit ist in der Lage, Wellenlängen zwischen 350-700 nm zu erkennen. 

Zunächst erfolgte die zweidimensionale Darstellung der GFAP- und PLP-Färbung in 20-

facher Objektiv-Vergrößerung. Nach Markierung des Corpus Callosum (weiße Substanz) 

sowie der Laminae V und VI (graue Substanz) wurde der Schnitt gescannt. In Lamina VI 

ist die Abgrenzung der einzelnen Astrozyten voneinander gut möglich. Für die Scans sind 

die Belichtungszeit und die Sensitivität abhängig von der jeweiligen Wellenlänge gewählt 

worden. Bei einer Wellenlänge von 350 nm erfolgte eine Belichtungszeit von 16,160 ms, 

es wurde eine Sensitivität von 0 eingestellt; bei 488 nm lag die Belichtungszeit bei 40,340 

ms mit einer Sensitivität von 9; bei 594 nm dauerte die Belichtung 10,460 ms bei einer 

Sensitivität von 13.  

Für den dreidimensionalen Vergleich wurde ein Schnitt in einer 4-fachen Vergrößerung 

zuerst zweidimensional digitalisiert. In dieser Vergrößerung wurde der Bereich um das 

Corpus Callosum markiert. Dieser markierte Bereich wurde dreidimensional in einer 20- 

fachen Vergrößerung dargestellt (Abb. 8), da eine vollständige Digitalisierung aufgrund 

der Datengröße eine zu hohe Rechenkapazität bedeutet hätte. In der dreidimensionalen 

Darstellung wurden dann jene Astrozyten (594 nm Wellenlänge, rot) erneut markiert, 

deren Zellkern (350 nm Wellenlänge, blau) vollständig in allen Ebenen darstellbar war. 

Diese markierten Astrozyten wurden bei einer 60-fachen Vergrößerung mit einem 

Schichtabstand 0,1μm in mehreren z-Ebenen digitalisiert. Für eine ausreichende 

Klardarstellung wurde dies als konfokaler dreidimensionaler Scan durchgeführt. Für die 

60-fache Vergrößerung wurden abweichende Belichtungszeiten und Sensitivitäten 

genutzt; bei den übrigen Scans wurden die oben genannte Belichtungszeiten und 

Sensitivitäten übernommen.  Bei der 60-fachen Vergrößerung dauerte die Belichtungszeit 

253,46 ms bei einer Wellenlänge 350 nm und einer Sensitivität von 0; bei 488 nm lag die 

Belichtungszeit bei 181,42 ms mit einer Sensitivität von 33; bei 594 nm dauerte die 

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

digitalisiert. 

 Die zweidimensionale immunfluoreszierende Darstellung  

Falls Astrozyten einen protektiven Effekt auf die Demyelinisierung haben, so sollte es 

innerhalb der Astrozytenfortsätze (Inside) einen höheren Anteil an Myelin geben als an 

einer astrozytenfreien Stelle (Outside).  

Untersucht wurde die Hypothese im Bereich der Lamina multiformis (Lamina VI) des 

Isokortex. Lamina VI lässt 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 

überdeckt. Zudem sind die Astrozyten ohne Überlagerung durch Myelin gut voneinander 

abgrenzbar. 

Im Bereich der Lamina VI wurden alle Fortsätze der Astrozyten im Folgenden 

dahingehend untersucht, ob ihre Fortsätze parallel zur zweidimensionalen Ebene 

verliefen. Sofern dies der Fall war, erfolgte innerhalb der Fortsätze 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 Fortsätze Teil der 

Auswertung.  Nach Markierung aller ROIs im gesamten Schnitt als Inside-Flächen, wurde 

jede ROI für den Vergleich zwischen innerhalb der Fortsätze und außerhalb der Fortsätze 

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 Fortsätze; B: außerhalb der Fortsätze 
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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 Grautönen umgewandelt [98]. Über das (engl.) Threshold „Isodata“ erfolgte im 

nächsten Schritt die Umwandlung in eine schwarz-weiß Darstellung (i.e., binär) [98]. 

Eine Verzerrung durch fehlerhaft belichtete Pixel wurde durch die Option „Ignore Black“ 

korrigiert.  

Mithilfe der Funktion (engl.) measure wurde für jede ROI die relative Fläche und der 

Anteil an anti-PLP Signal gemessen, also übersetzt der Anteil an Myelin in der jeweiligen 

ROI. 

Insgesamt wurden 1417 Stellen innerhalb von Astrozytenfortsätzen 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. 

 

 Die dreidimensionale immunfluoreszierende Darstellung  

Das Programm Neurolucida 360 stellte die GFAP-positiven Zellen dar (Abb. 8-10). Die 

unterschiedlichen Flächen wurden auf eine grüne anti-PLP-Färbung 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. 
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 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 überprüft. (Tab. 7). 

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

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. 

Tabelle 7: Ergebnisse des Shapiro-Wilk & Kolmogorov-Smirnov Tests je im Vergleich innerhalb der Fortsätze 

(Inside) und außerhalb der Fortsätze (Outside) 
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3 Ergebnisse  

 Astrozyten und ihr Einfluss auf Myelin 

 Myelinanteil innerhalb und außerhalb der Astrozytenfortsätze 

Mithilfe der Immunfluoreszenz wurde der Anteil an Myelin innerhalb sowie außerhalb 

der Fortsätze von Astrozyten im Cuprizone-Modell untersucht. Astrozyten sind mittels 

roter anti-GFAP-Färbung dargestellt. Das Myelin wird mit der grünen anti-PLP-Färbung 

dargestellt (Abb. 4). Dabei werden die Vorteile des Cuprizone-Modells hinsichtlich der 

Reproduzierbarkeit sowie die vermehrte Cuprizone-Auswirkung bei längerer Einnahme 

ausgenutzt. Den Tieren der Experimente 1 und 2 wurden über einen Zeitraum von drei 

Wochen das Toxin Cuprizone dem Futter beigefügt. 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. 5 und 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, könnte an der geringen Zahl an Proben 

(n= 243) liegen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Vergleich der dreiwöchigen Experimente. Da sich 

die Ergebnisse und Intoxikation der Experimente 1 & 2 (je drei 

Wochen) nicht unterscheiden, können diese zusammengefasst 

werden (% PLP = gemessener Anteil an anti-PLP) 
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Fasst man die Experimente 1 und 2 aufgrund der gleichen Intoxikationsdauer von drei 

Wochen zusammen, zeigt sich ein geringerer Anteil an anti-PLP-Färbung außerhalb der 

Astrozytenfortsätze (Outside) als innerhalb dieser (Inside). Bei längerer Exposition mit 

Cuprizone – wie in Experiment 3 mit fünf Wochen Exposition – zeigt sich die geringere 

anti-PLP-Färbung ebenfalls (Abb. 6 und Tab. 10). Setzt man die Experimente 

entsprechend ihres anti-PLP-Anteils zueinander ins Verhältnis, ist der Unterschied 

deutlicher erkennbar (Abb. 7). Der anti-PLP-Anteil der Experimente 1 und 2 ist 

signifikant stärker (p ≤ 0,05) innerhalb der Astrozytenfortsätze (Inside) als außerhalb 

(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 Astrozytenfortsätze mehr anti-PLP-

Signal zu finden ist. 

  

 

Tabelle 8: Relativer optischer Anteil an anti-PLP innerhalb zweier Astrozyten-Fortsätze (Inside) 39,5 ± 1,6% bzw. 

42,1 ± 1,2%, außerhalb von Astrozyten Fortsätzen (Outside) 33,1 ± 1,6% bzw. 37,9 ± 1,1%, nach drei Wochen mit 

Cuprizone der Experimente (Exp.) 1 & 2 

Tabelle 9: Mann-Whitney-U-Test bei drei Wochen Intoxikationszeit zur signifikanten Unterscheidung der 

Experimente (Exp.) 1 & 2 untereinander, je im Vergleich innerhalb der Fortsätze (Inside) und außerhalb der 

Fortsätze (Outside) 

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

Abbildung 6 
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Tabelle 11: Verhältnis des anti-PLP-Anteils bezogen auf den maximalen Anteil bei Experiment (Exp.) 1 & 2 

innerhalb der Fortsätze (Inside) = 100% (zu Abb. 7) 

Abbildung 6: Anteil des anti-PLPs bei unterschiedlicher 

Intoxikationsdauer von Cuprizone (Experimente 1 & 2 für je drei 

Wochen, Experiment 3 für fünf Wochen) sowie des Messortes 

innerhalb (Inside) oder außerhalb (Outside) der Astrozytenfortsätze 

(% PLP = gemessener Anteil an anti-PLP) 

Abbildung 7: Verhältnis des anti-PLP-Anteils zwischen den in 

Abbildung 6 beschriebenen Experimenten (% PLP = gemessener Anteil 

an anti-PLP) 
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 Immunfluoreszierender Nachweis der Myelinphagozytose im ZNS  

Die Phagozytose von beschädigtem Myelin konnte bereits in IBA1-positiven Zellen 

nachgewiesen werden [69]. IBA1 ist der Marker für Mikroglia und Monozyten. Um den 

grundsätzlichen Nachweis zu erbringen, dass eine Kolokalisation mithilfe einer doppelten 

Immunfluoreszenzfärbung darstellbar ist, wurde daher eine PLP-IBA1-Doppelfärbung 

durchgeführt. 

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen entsteht der Eindruck, dass eine solche 

Phagozytose von geschädigtem Myelin ebenfalls im Astrozyten möglich ist. Fraglich ist, 

ob dies mit der Immunfluoreszenz darstellbar ist [1, 4, 100].  

Die dreidimensionale Übersicht des Corpus Callosum zeigt die immunfluoreszierende 

Doppelfärbung von anti-PLP (grün) und anti-GFAP (rot) (Abb. 8). Die klare rote Grenze 

in der linken Bildhälfte 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-gefärbte Zelle mit 

angrenzendem blau DAPI-gefärbten Zellkern. Diese beinhaltet ein grünes 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 Zellkörper. Eine Überlagerung des grünen 

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 können. 

Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test bei drei und fünf Wochen Intoxikationszeit zur signifikanten Unterscheidung der 

Experimente (Exp.) 1 & 2 gegenüber 3. Es zeigt sich, dass sich innerhalb der Astrozytenfortsätze (Inside) mehr anti-

PLP-Antikörper an PLP binden können als außerhalb (Outside). Der Vergleich der Experimente untereinander zeigt 

die bekannte Cuprizone-Wirkung (Abb. 6 & 7) 
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Abbildung 9: Immunfluoreszierende Darstellung in Schnittbildern Experiment 2; Corpus Callosum; Blau: DAPI 

(Zellkern), Grün: PLP (Myelin), Rot: GFAP (Astrozyt). Die Darstellung zeigt verschiedene Ebenen eines 

Astrozytenzellkörpers (rot) mit angrenzendem Zellkern (blau). Das Myelin (grün) ist von allen Ebenen eingeschlossen. 

Der Stern dient als unveränderlicher Fixpunkt in der Abbildungsreihe (Ebene 1 oben, Ebene 5 unten) 

 

Abbildung 8: Immunfluoreszierende 3D-Darstellung des Corpus Callosum, Experiment 2; Übersichtsaufnahme; 

Blau: DAPI (Zellkern), Grün: PLP (Myelin), Rot: GFAP (Astrozyt) 
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Abbildung 10: Darstellung aus drei Perspektiven; Experiment 2; Pfeil: Phagozytose von Myelin in 

einem Astrozytenfortsatz; Blau DAPI, Grün: PLP, Rot: GFAP 
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4 Diskussion  

 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. Dafür wurde eine akute Demyelinisierung 

mithilfe des Cuprizone-Tiermodells induziert, Astrozyten und Myelin gefärbt und der 

Anteil an Myelin innerhalb (Inside) und außerhalb (Outside) der Astrozytenfortsätze 

gemessen.  

Es konnte gezeigt werden, dass nach einer dreiwöchigen Intoxikation innerhalb der 

astrozytären Fortsätze eine signifikant höhere Menge an Myelin vorliegt als außerhalb 

der Fortsätze. Bei einer fünfwöchigen Intoxikation sinkt die Menge an Myelin insgesamt. 

Dadurch ist der Unterschied innerhalb und außerhalb der Fortsätze nicht mehr signifikant, 

zeigt jedoch die gleiche Tendenz einer Protektion des Myelins innerhalb der Fortsätze. 

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].  

  

 Astrozytäre Protektion des Myelins 

Eine Limitation der Auswertung stellt die Färbung des GFAPs dar, da nur circa 15% der 

Oberfläche eines Astrozyts gefärbt werden [57-59]. Dennoch ist GFAP ein sehr valider 

Marker für Astrozyten. Durch die intensive Forschung konnte nachgewiesen werden, 

dass GFAP bei Astrozyten das wichtigste Filament ist [55]. Negative Einflüsse, bspw. 

durch einen unkontrollierten Tag-Nacht-Rhythmus, der Einfluss auf die GFAP-

Konzentration hat, können ausgeschlossen werden [101]. Positiv ist die sensitive 

Reaktion von GFAP auf Schädigungen [55]. Dabei erhöht sich die Dicke der Fortsätze 

durch die Schädigung, zugleich entwickelt sich kein größeres Volumen der Astrozyten 

[59]. Durch die Hypertrophie nach einer Schädigung ist die Sichtbarkeit der Astrozyten 

sogar erhöht. Da die Grenzen der Fortsätze jedoch entlang der GFAP-Markierung 

gezogen wurden, ist es möglich, dass nicht gefärbte Anteile in die markierten Bereiche 

eingeschlossen wurden. Somit wäre der Myelinanteil innerhalb der Fortsätze geringer als 

er es bei einer vollständigen GFAP-Markierung wäre. Der Anteil an Myelin außerhalb 

der Fortsätze 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 unterschätzt werden könnte. 

Der zuvor erwähnte Abstand zu anderen Astrozyten stellt eine weitere Limitation dar, da 

die Verschiebung der Fläche vollständig parallel zum Corpus Callosum erfolgen musste. 

Lagen in dem gewählten Bereichen Teile eines Astrozyten oder Zellkerns, sodass eine 

parallele Verschiebung nicht möglich war, so wurde der Fortsatz grundsätzlich nicht Teil 

der Auswertung. Somit sind nicht alle Fortsätze Teil der Auswertung. 

Um die Ergebnisse dennoch zu validieren, sollten anderen Marker für Myelin und 

Astrozyten in Betracht gezogen werden.  

Anstelle von PLP lässt sich u.a. auch CNPase (engl. 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-

phosphodiesterase) zur Darstellung von Myelin nutzen [102]. Als ein häufiges Protein 

im ZNS ist es essenziell für die funktionierende Interaktion von Myelin und Axon, jedoch 

ist seine genaue Funktionsweise noch ungeklärt [103]. 

Ein anderer Marker wäre 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 während der 

Entwicklung [105]. 

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

dargestellt werden.  

So wären andere Intermediärfilamente 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 wäre das bereits erwähnte, osmotisch wirksame Aquaporin 4 [108].  

Aquaporin 4 ist ebenfalls spezifisch für Astrozyten – nach einer Schädigung und damit 

einhergehender Astrogliose [109, 110]. Jedoch ist – zumindest bei humanen Proben – zu 

beachten, dass es keine hohe Spezifität für eine Multiple Sklerose gibt, sondern auch bei 

anderen Krankheiten, v.a. eine Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung, vermehrt 

auftritt [109, 110]. 

Ebenso wäre das Protein S100ß eine Möglichkeit zur Darstellung der Astrozyten. Dieses 

calciumbindende Protein ist zwar auch in anderen Regionen des Körpers als nur im 

Gehirn anzutreffen, jedoch ist es im Gehirn spezifisch für Astrozyten [48, 111]. Bei 
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Multipler Sklerose lässt sich ein erhöhter S100ß-Wert im Blut und im Liquor nachweisen 

[112]. Besonders im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

könnten Färbungen mit S100ß ein guter Marker für die protektive Wirkung der 

Astrozyten sein [111].  

Problematisch ist aber nicht nur die unvollständige Darstellung von Astrozyten durch das 

GFAP. GFAP und seine Unterformen wie GFAP Kappa oder Delta sind abhängig vom 

Astrozytentyp wie „A1“ und „A2“ [55]. Entsprechend zeigen sich hier unterschiedliche 

Verteilungsmuster von GFAP. 

Eine weitere Schwierigkeit stellt die Verteilung der Astrozyten abhängig von ihrer 

Lokalisation im Gehirn dar [40, 48, 58, 60]. Zur Vergleichbarkeit wurden bisher nur 

Astrozyten auf der Ebene 265 nach Sidman ausgewählt, 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 lässt. Der Anteil an Astrozyten in Lamina VI ist vergleichsweise 

gering, was eine klare Abgrenzung von Astrozyten untereinander ermöglicht. Diese 

Standardisierung erlaubt zwar eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei einer 

hohen Validität; jedoch senkt die zuvor erwähnte Abhängigkeit der Lokalisation die 

Generalisierbarkeit der Ergebnisse auf alle Astrozyten. Folglich müsste 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 

Fortsätze zu untersuchen.  

Andere Regionen wie Abschnitte der Sehbahn oder das Kleinhirn wären ebenfalls 

interessant zu untersuchen, da einseitiger Sehverlust oder Doppelbilder sowie Ataxie 

häufige Symptome einer Multiplen Sklerose sind. Dafür wäre es jedoch notwendig auch 

andere Modelle aufzugreifen, da das Cuprizone-Modell bspw. keine Auswirkungen im 

Kleinhirn zeigt. Beim Kleinhirn wäre 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 hätte zudem den Vorteil, dass dies ein Modell ist, 

welches auf einer autoimmunen Reaktion basiert. Die protektive Wirkung wäre dann 

nicht nur im Cuprizone-Modell anzutreffen und somit einer Abwehr durch Mikroglia, 

sondern würde die Reaktion der Astrozyten darstellen. Besonders ist dabei zu beachten, 

dass bereits der Nachweis einer Leukozytenrekrutierung durch Astrozyten erbracht 



 

31 
 

werden konnte [4]. Der Überlegung folgend müsste sich ebenfalls bei humanen 

Gewebeproben von Patienten mit Multipler Sklerose eine geringere Demyelinisierung 

innerhalb der Fortsätze zeigen. Aus der Perspektive des gesunden Menschen betrachtet, 

sollte das Experiment an einer humanen Kontrollgruppe durchgeführt werden. Dadurch 

würde sich zeigen, ob die implizierte Annahme der gleichmäßigen Verteilung von Myelin 

zutrifft oder ob eine erhöhte oder verminderte Menge an Myelin innerhalb der Fortsätze 

vorliegt. Damit ließe sich die protektive Wirkung der Astrozyten quantifizieren.  

Die Vorteile des Cuprizone-Modells werden jedoch ebenso deutlich. Anhand des Anteils 

an Myelin innerhalb und außerhalb der Fortsätze fällt auf, dass die gute 

Reproduzierbarkeit des Cuprizone-Modells sich auch in der Verteilung des Myelins 

innerhalb und außerhalb der Fortsätze darstellt (Abb. 5 und Tab. 8 & 9) [89]. Es zeigten 

sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb und außerhalb der Fortsätze zwischen 

den Experimenten 1 und 2, was als ähnliches und reproduzierbares Ergebnis zu 

interpretieren ist. Der Unterschied zwischen innerhalb und außerhalb der Fortsätze ist 

hingegen signifikant und beweist damit, dass Astrozyten das Myelin schützen bzw. die 

Demyelinisierung verlangsamen.  

Im Vergleich der Intoxikationszeit von drei Wochen mit der Intoxikationszeit von fünf 

Wochen in Experiment 3 zeigt sich diese Signifikanz zwischen innerhalb und außerhalb 

der Fortsätze nicht mehr (Tab. 12). Allerdings ist zu erkennen, dass die Abnahme 

außerhalb der Fortsätze nach wie vor erhöht ist. Dies lässt 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 zurückzuführen, dass die maximale Demyelinisierung im Cuprizone-

Modell nach fünf Wochen vorliegt [113]. Um den zeitlichen Verlauf der Protektion zu 

untersuchen, würde sich daher ein Experiment mit je einer Gruppe mit je einer ein- bis 

fünfwöchigen Intoxikationsdauer anbieten.  

Da es sich bei einer Intoxikationszeit von fünf Wochen um eine akute Demyelinisierung 

handelt, stellt sich jedoch die Frage, wie die Protektion des Myelins erfolgt. Bisher sind 

im Cuprizone-Modell regenerative Ansätze wie eine Remyelinisierung nur nach dem 

Absetzen des Toxins bekannt [114]. Da es sich zusätzlich um eine akute 

Demyelinisierung handelt, müsste die Reaktion der Astrozyten sehr schnell und frühzeitig 

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 Überlegung der Bildung eines Mikromilieus in der Einleitung (Kap. 1.3.1). 

Über welchen Mechanismus lässt sich hier jedoch nicht klären. Als ergänzende 

Experimente wären an dieser Stelle die Konzentrationsmessung verschiedener Zytokine 

oder Knock-out Mäuse denkbar [2, 11, 39, 75].  

In einem durch die astrozytären Fortsätze abgeschlossenen Raum sollte eine solche 

Wirkung sogar verstärkt wirken. Zur Bestätigung sollte daher die Konzentrationsmessung 

nach einer – bspw. 40µm dicken – Kryostat-Konservierung erfolgen, sodass eine 

dreidimensionale Auswertung die Ergebnisse verifiziert.  

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

Lage sind zumindest vor einer experimentellen Demyelinisierung zu schützen.  

 

 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 fähig auch MHC II auszubilden (engl. Major 

Histocompatibility Complex) [88, 115]. MHC II liegt nur bei antigenpräsentierenden 

Zellen vor, um die Lymphozyten zu aktivieren [88]. Damit über MHC II jedoch Antigene 

präsentiert werden können, 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, während dies bei 

gesunden menschlichen Kontrollproben nicht der Fall war [116, 117]. Ebenso konnte 

nachgewiesen werden, dass verschiedene Antigene durch Astrozyten präsentiert werden 

[118]. Da im Genom von Astrozyten alle Gene, die für eine Phagozytose erforderlich 

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

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

Cuprizone-Modell Myelin zu phagozytieren und dass sich dies mit einer 

Tabelle 13: Übersicht der Phagozytosefähigkeit von Astrozyten [1-4] 
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dreidimensionalen immunfluoreszierenden Färbung darstellen lässt. Der Nachweis der 

Phagozytose durch Astrozyten im Cuprizone-Modell ermöglicht nun weitere 

Möglichkeiten 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 für weitere Untersuchungen 

problematisch [1]. In Anbetracht der Tatsache, dass dies nicht die primäre Aufgabe der 

Astrozyten ist, ist die Seltenheit jedoch nachvollziehbar. Zur besseren Darstellung wäre 

bspw. eine Kryostat-Histologie eine Möglichkeit, die dickere Schnitte erlaubt, was die 

Wahrscheinlichkeit für vollständige Astrozyten mit Myelin erhöhen würde [120].  

Zudem sollte der zeitliche Verlauf der Phagozytose von Myelin bei Astrozyten genauer 

untersucht werden. Es stellt sich die Frage, ob bei einer höheren Dosis an Toxin eine 

erhöhte oder niedrigere Häufigkeit an Phagozytose auftritt. Ebenso könnte dieser Effekt 

bei längerer Intoxikation als drei Wochen häufiger auftreten. So könnte 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 

könnte der Effekt bei einer chronischen Demyelinisierung, also länger als sechs Wochen 

Intoxikation, oder bei der Remyelinisierung untersucht werden [90].  

Ob der Nutzen protektiv oder destruktiv ist, würde 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) führt, was die Immunzellaktivierung zu initiieren scheint [4]. Mithilfe 

des Cuprizone-Modells lässt sich diese Theorie nicht weitergehend untersuchen, da 

Immunzellen im Cuprizone-Modell keine Auswirkungen zeigen. Jedoch eröffnet das 

Cuprizone-Modell die Möglichkeit mit der dargestellten Methodik der Fragestellung in 

einem anderen Tiermodell, bspw. dem Modell der experimentelle autoimmune 

Enzephalomyelitis, nachzugehen. 

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

Wirkung unterstützt oder bei inflammatorischer Wirkung unterbindet. 
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 Ausblick 

Um die Protektion der Fortsätze genauer zu untersuchen, sind verschiedene weitere 

Experimente denkbar.  

Für eine bessere Generalisierbarkeit der astrozytären Protektion von Myelin wäre eine 

erneute Überprüfung des Anteils an Myelin innerhalb und außerhalb der Fortsätze in 

anderen Regionen des Gehirns wie der Sehbahn oder des Kleinhirns sowie außerhalb der 

Lamina VI des Kortex sinnvoll. 

Neben einer besseren räumlichen sollte auch eine bessere zeitliche Untersuchung 

erfolgen. Dafür sollte die Konzentration von Myelin innerhalb und außerhalb der 

Fortsätze bei je einer Gruppe mit je einer ein- bis fünfwöchigen Intoxikationsdauer 

gemessen werden. 

Mit PLP wurde bisher nur ein Marker von Myelin untersucht. Daher könnte in einem 

nächsten Schritt geprüft werden, ob die Korrelation von PLP-Erhaltung mit einer 

Myelinerhaltung gleichzusetzen ist. Dafür wären weitere Myelinmarker wie CNPase oder 

MAG geeignet [102, 104]. Gleiches wäre auch mit Markern für Astrozyten möglich, da 

– wie bereits erwähnt – GFAP nur 15% des Zytoskeletts abdeckt. Dafür kämen bei 

Astrozyten neben GFAP noch Aquaporin 4 oder S100ß in Frage [48, 108-111].  

Eine weitere Fragestellung wäre, ob die Ergebnisse nur spezifisch für das Cuprizone-

Modell sind. Um die Ergebnisse zu verifizieren, könnte man die Versuche auch mit 

anderen Modellen reproduzieren, bspw. mit der experimentellen autoimmunen 

Enzephalomyelitis. Ebenso sollten die Ergebnisse mit gesunden Proben sowie mit 

humanen Läsionen einer Multiplen Sklerose verglichen werden. Beim Cuprizone-Modell 

wären noch weitere Experimente interessant, die die Wirkung der Protektion bei 

chronischer Demyelinisierung sowie bei einer Remyelinisierung nach Absetzung des 

Toxins untersuchen. In diesem Rahmen könnten die Proben mithilfe eines Kryostats 

hergestellt werden, um eine bessere Darstellung der Protektion zu erhalten.  

Würde die Wirkweise der Protektion bspw. durch das angesprochene Mikromilieu 

verifiziert werden sowie ein möglicher Zusammenhang mit der protektiven Phagozytose 

von Myelin erforscht, ließen sich aus diesen Ergebnissen ableitend möglicherweise neue 

Medikamente entwickeln, die die Protektion des Myelins durch die Astrozyten, bspw. 

durch eine dauerhafte Proliferation oder Hypertrophie der Astrozyten unterstützen 

könnten.  
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5 Anhang  

 Tierhaltung 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 14: Material Tierhaltung 
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 Verwendete Chemikalien

Tabelle 15: Verwendete Chemikalien 
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 Geräte und Software 

Tabelle 16: Geräte und Software 
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 Herstellung der Lösungen 

(engl. Short Operation Protocol (SOP))  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PBS (10x Stocklösung, SOP 1) 

4000 ml destilliertes Wasser werden in einen Plastik-Messbecher gefüllt und mit einer 

Dose PBS-Pulver ohne Ca2+/Mg2+ (ungeöffnete Dose = 477.5 g) vermischt. Die 

Mischung wird durch einen Magnetrührer komplett aufgelöst. Danach wird die Mischung 

bis zur 5000 ml Markierung mit destilliertem Wasser aufgefüllt. 

 

 PBS (1x Fertiglösung, SOP 2) 

500 ml der PBS 10x Stocklösung werden mit 4500 ml destilliertem Wasser mithilfe des 

Magnetrührers vermischt. Danach wird der pH-Wert mit 1 mol/l Salzsäure auf 7,4 

eingestellt. In den folgenden 20 min muss gewartet werden, ob sich der pH-Wert ändert. 

Dann wird der pH-Wert erneut auf 7,4 eingestellt. 

Tabelle 17: Übersicht über die Herstellung der Lösungen 
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  Tris/EDTA Puffer (SOP 4) 

6,05 g Tris und 1,85 g EDTA werden in 5 l destilliertem Wasser gelöst. Der pH-Wert 

wird auf 9,0 eingestellt. Danach wird 20 min gewartet, ob sich der pH-Wert wieder ändert. 

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

 

  DBS 2% (SOP 6B) 

Zur Herstellung einer Verdünnung 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 µl Tween20 

10% und 49 ml PBS (1x) gemischt. Zur Aufbewahrung wird je 1 ml aliquotiert und bei  

-20°C gelagert. 

 

  DBS/Triton/PBS für Immunfluoreszenz 5% (SOP 7) 

Für die Herstellung einer Verdünnung von 1:20 (Serum in PBS) werden 2,5 ml DBS mit 

47,5 ml Triton/PBS 0,5% gemischt. Abgefüllt zu je 1 ml werden sie bei -20°C gelagert. 

 

  DBS/PBS 5% 

16 ml einer Verdünnung von 1:20 (Serum in PBS) bestehen aus einer Mischung von 

575 µl DBS und 10925 µl PBS. 

 

 Triton/PBS 0,5% (SOP 8) 

Für eine Verdünnung von 1:200 (Serum in PBS) werden 5 ml Triton X-100 mit 995 ml 

PBS gemischt und in einem Schraubgefäß bei 4°C für kurze Zeit gelagert. 

 

 Ketamin-Xylazin-Lösung 

9,5 ml der Lösung bestehen aus 100 µl Xylazin 2%, 400 µl Ketamin 10% und 9 ml NaCl. 

Somit enthält die Lösung 0,42% Ketamin und 0,021 % Xylazin.  
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