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II. Abkürzungsverzeichnis 
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%   Prozent   
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ALDH1L1  Aldehyd-Dehydrogenase 1 family member L1 

BLBP   Brain lipid-binding protein 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

DAB   Diaminobenzidin 

EAE   Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

engl.   englisch 

et al   et alia 

FABP   Fatty acid-binding protein 

FABP7   Fatty acid-binding protein 7 

FTHF   Formyltetrahydrofolat 

FTHFD  Formyltetrahydrofolat-Dehydrogenase 

g   Gramm 

GFAP   Saure Gliafaserprotein 

GLAST  Glutamat Aspartat Transporter 

GLT1   Glutamat Transporter 1 

HE-Färbung  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

HHV   Humanes Herpes Virus 

HIER   Heat-induced-epitope-retrieval 

HIV   Humanes Immundefizienz-Virus 

HLA-DRB1*15:01 Humanes Leukozyten Antigen DRB1*15:01 

HRP   Meerrettichperoxidase (engl. Horseradish-Peroxidase) 

IL2RA   Interleukin-2 Rezeptor Alpha Kette 

IL7RA   Interleukin-7-Rezeptor Alpha Kette 

kDa   Kilodalton 

L   Liter 

LCC   laterales Corpus callosum 

LPS   Lipopolysaccharid 

MCC   mediales Corpus callosum 

mg   Milligramm  

min   Minute     

ml   Milliliter  
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MOG   Myelin-Oligodendrozyten-Protein 

mRNA   messenger RNA 

MS   Multiple Sklerose 

OT   Objektträger 

PFA   Paraformaldehyd 

PBS   Phosphatpufferlösung 

PPMS   Primär-progrediente MS (engl. primary progressive MS) 

pScx   Primär somatosensorischer Kortex 

RRMS   Schubförmig-remittierende MS (engl. relapsing-remitting MS) 

ROI   Region of interest 

sec   Sekunden 

SEM   Standard Error of the Mean 

SPMS   Sekundär-progrediente MS (engl. secondary-progressive MS) 

TierSchG  Tierschutzgesetz 

THF   Tetrahydrofolat 

USA   United States of America 

Vim   Vimentin 

ZNS    Zentralnervensystem 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

ZNS   Zentralnervensystem 
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1. Einleitung 

1.1 Die Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose (Encephalomyelitis disseminata, MS) ist eine erworbene, chronisch-

entzündliche, demyelinisierende Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Sie äußert 

sich durch Ausbildung entzündlicher Läsionen in der weißen und grauen Substanz, welche 

abhängig von ihrer Lokalisation zu neurologischen Ausfällen führen können. 

Weltweit sind etwa zwei Millionen Menschen von MS betroffen, zudem stellt sie die häufigste 

neurologische Erkrankung unter jungen Erwachsenen dar (Kingwell et al., 2013). Die 

Prävalenz unterliegt einer starken geographischen Varianz. Die höchsten Prävalenzen finden 

sich in Europa und Nordamerika mit über 100 MS-Erkrankten auf 100.000 Einwohner (Multiple 

Sclerosis International Federation, 2013). Frauen sind dreimal häufiger als Männer von MS 

betroffen und das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 30 Jahren (Koch-Henriksen & Sørensen, 

2010). 

Die Klassifikation der MS erfolgt grob in drei verschiedene Verlaufsformen:  

Bei über 80 % der Patienten 

beginnt die Erkrankung mit 

einem schubförmig-

remittierenden Verlauf (RRMS). 

Neurologische Defizite treten 

dabei im Rahmen von Schüben 

auf, die sich vollständig oder 

unvollständig zurückbilden 

können. Meist kommt es im 

Verlauf zu einer Transformation 

der Erkrankung in die sekundär 

progressive Form der MS 

(SPMS). Bei etwa 15 % der 

Betroffenen wird zu Beginn die 

primär progrediente MS 

diagnostiziert (PPMS). Diese 

Patienten zeigen eine 

kontinuierliche Progredienz der Erkrankung ohne Rückbildung der klinischen Symptomatik 

(Dobson & Giovannoni, 2019; Kipp & Baumgartner, 2011).  

Ursächlich für die Entstehung der MS scheint eine Kombination aus genetischen Faktoren und 

Umwelteinflüssen zu sein. So konnten Studien zeigen, dass in 25 - 30 % beide eineiige und in 

3 - 5 % beide zweieiige Zwillinge an MS erkrankten (Sadovnick, Ebers, Dyment, & Risch, 

Abbildung 1:   Darstellung der verschiedenen Verlaufsformen 
der Multiplen Sklerose 
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1996). Auf genetischer Ebene ist die Assoziation von HLA-DRB1*15:01 und einem erhöhten 

Risiko für MS bekannt, zudem wurden weitere immungenetische Marker wie IL2RA und IL7RA 

identifiziert, deren Vorkommen das Risiko an MS zu erkranken erhöhen (Leray, Moreau, 

Fromont, & Edan, 2016). 

Da die MS-Inzidenz mit zunehmender Entfernung vom Äquator steigt, wird vermutet, dass eine 

erniedrigte Sonnenexposition und ein resultierender Vitamin D-Mangel zur Pathogenese der 

Erkrankung beitragen. So wurde in Beobachtungen gezeigt, dass Vitamin D einen 

immunmodulatorischen Effekt auf autoimmune Erkrankungen wie MS hat. Zudem konnte in 

einer weiteren Studie belegt werden, dass eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D das 

Risiko an MS zu erkranken verringert (Ascherio & Munger, 2016; Hayes et al., 2015; Pierrot-

Deseilligny & Souberbielle, 2017). 

Neben weiteren Umweltfaktoren wie Rauchen und Adipositas im frühen Lebensalter stehen 

humane Herpes Viren (HHV) im Verdacht, das Risiko an MS zu erkranken, zu erhöhen. So 

besteht ein signifikant erhöhtes Risiko für die Entwicklung von MS nach einer Infektion mit dem Epstein-

Barr-Virus (EBV) (Ascherio & Munger, 2007; Olsson, Barcellos, & Alfredsson, 2017). 

Experimentelle Tiermodelle helfen, den Pathomechanismus der MS zu analysieren. Bedingt 

durch die Komplexität der Erkrankung wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt, die 

wichtige Teilaspekte der MS darstellen. Ein oft verwendetes Modell ist die experimentelle 

autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), welches Rückschlüsse auf autoimmunvermittelte, 

inflammatorische Prozesse zulässt. Um den neurodegenerativen Aspekt der MS zu verstehen, 

eignet sich das toxische Cuprizone-Modell (Kipp, Clarner, Dang, Copray, & Beyer, 2009; Kipp, 

Nyamoya, Hochstrasser, & Amor, 2017; Lassmann & Bradl, 2017; Scheld et al., 2016). 

1.2 Das Cuprizone-Modell 

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches Tiermodell, welches die Untersuchung von De- und 

Remyeliniserungsprozessen unter Ausschluss autoimmunvermittelter, inflammatorischer 

Prozesse zulässt. 

 Gustav Nilson entdeckte 1950 den Kupferchelators Cuprizon (Bis(cyclohexanon)oxal-

hydrazon)  (Nilsson, 1950).  

Die Effekte von Cuprizone in 

Tiermodellen wurden 

erstmalig von William W. 

Carlton untersucht, der bereits 

die Neurotoxizität des 

Kupferchelator beobachtete. 

Abbildung 2:   Strukturformel von Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon 
(Cuprizone) 
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Die Versuchstiere entwickelten nach Cupizone-Intoxikation Ödeme und es kam zu einer 

Mikrogliaktivierung (Carlton, 1966, 1967, 1969).  

William Blakemore entwickelte ein Jahrzehnt später das Cuprizone-Maus-Modell und führte 

Studien zu De- und Remyelinisierungsprozessen durch (Blakemore, 1972, 1973). 

Untersuchungen an verschiedenen Mäusestämmen und anderen Tierspezies zeigten 

unterschiedliche Grade der Demyelinisierung nach Cuprizone Induktion (Adamo et al., 2006; 

Basoglu, Boylu, & Kose, 2013; Elsworth & Howell, 1973; Kanno, Sasaki, Yamada, Kawasako, 

& Tsuchitani, 2012; Ludwin, 1978; Skripuletz, Gudi, Hackstette, & Stangel, 2011). So 

reagierten Mäuse des Stammes BALB/cJ mit einer verzögerten und unvollständigen 

Demyelinisierung in bestimmten Hirnregionen im Vergleich mit dem Mäusestamm C57BL/6 

(Skripuletz et al., 2008).  

Auch das Geschlecht der Mäuse stellte eine relevante Einflussgröße auf den Effekt von 

Cuprizone dar. Beispielsweise zeigten weibliche Mäuse des Stammes SJL fast keine 

Demyelinisierung im Vergleich zu männlichen Mäusen (Taylor, Gilmore, & Matsushima, 2009). 

Weitere Beobachtungen konnten belegen, dass die Gabe von Östrogenen und Progesteronen 

vor einer durch Cuprizone induzierten Demyelinisierung schützt (Acs et al., 2009). 

Weitere wichtige Einflussfaktoren waren das Gewicht und Alter der Tiere sowie die Dauer und 

Dosierung der Cuprizone-Intoxikation (Gudi, Gingele, Skripuletz, & Stangel, 2014).  

Die Fütterung von 8 - 10 Wochen alten Mäusen des Stammes C57BL/6 mit einer Beimischung 

von 0,2% Cuprizone zum Futter führte zu einer deutlichen und reproduzierbaren akuten 

Demyelinisierung (Hiremath et al., 1998), welche sich ab der dritten Woche feststellen ließ und 

ihr Maximum nach 5 Wochen erreichte (Hibbits, Pannu, Wu, & Armstrong, 2009; Skripuletz et 

al., 2008). Eine spontane Remyelinisierung konnte nach Absetzen der Cuprizone Beimischung 

zum Normalfutter beobachtet werden (Kipp et al., 2009; Steelman, Thompson, & Li, 2012). 

Begleitend zeigte sich 4 bis 6 Wochen nach Ende der Cuprizone-Intoxikation ein Anstieg des 

Durchmessers der Myelinscheide und eine vermehrte Expression von Myelinproteinen 

(Lindner et al., 2008). 

Eine chronische Demyelinisierung konnte nach 12-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 

beobachtet werden, nach 14 Wochen traten systemische Symptome auf und nach 16 Wochen 

starben die Versuchstiere. Eine Remyelinisierung fand in diesem Zusammenhang kaum noch 

statt (Hibbits et al., 2009; Kipp et al., 2009; Matsushima & Morell, 2001; Skripuletz et al., 2010; 

Skripuletz et al., 2008). 

Frühere Beobachtungen fokussierten sich vor allem auf die Demyelinisierung des medialen 

Corpus callosum und des Pendunculus cerebellaris superior (Blakemore, 1973; Torkildsen, 

Brunborg, Myhr, & Bø, 2008). Mittlerweile ist bekannt, dass sich die Läsionen auch in den 

Basalganglien, im Cerebellum, im Kortex und im Hippocampus ausbilden (Groebe et al., 2009; 

Kipp & Baumgartner, 2011; Koutsoudaki et al., 2009; Norkute et al., 2009; Pott et al., 2009). 
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Eine Cuprizone-Intoxikation führt abhängig von ihrer Dauer und Dosierung zu einer 

Demyelinisierung mit Mikrogliaaktivierung, Oligodendrozytenapoptose und Astrogliose bei 

intakter Blut-Hirn-Schranke (Bakker & Ludwin, 1987; Hiremath et al., 1998).  

Die genaue Wirkung von Cuprizone auf den Organismus wurde bislang nicht vollständig 

aufgedeckt. Bereits kurz nach der Entdeckung des Kupferchelators konnten 

Riesenmitochondrien in Leberzellen (Suzuki, 1969) und Oligodendrozyten (Blakemore, 1972) 

nachgewiesen werden. Die morphologische Veränderung der Mitochondrien stärkt die 

Hypothese, dass Cuprizone die Zellatmung stört, indem es Einfluss auf die Kupfer enthaltenen 

Metalloproteasen nimmt. Beobachtungen zeigten, dass eine Cuprizone-Intoxikation zu 

oxidativem Stress in Oligodendrozyten führt (Praet, Guglielmetti, Berneman, Van der Linden, 

& Ponsaerts, 2014). Der aus der Hemmung der Atmungskette resultierende Energiemangel 

führt zur Oligodendrozytenapoptose und zu einer Demyelinisierung (Kipp et al., 2009; 

Matsushima & Morell, 2001; Venturini, 1973).  

1.3 Astrozyten 

Astrozyten gehören mit ca. 30% zur größten Gruppe der Makroglia des ZNS. Morphologisch 

unterscheidet man zwei Subpopulationen: Protoplasmatische und fibrilläre Astrozyten. 

Protoplasmatische 

Astrozyten finden sich 

überwiegend in der grauen 

Substanz. Sie zeichnen sich 

durch kurze Fortsätze mit 

vielen feinen Verzweigungen 

aus. In der weißen Substanz 

kommen fibrilläre Astrozyten 

vor, welche durch das 

Vorkommen langer fibrillärer 

Zellfortsätze 

gekennzeichnet sind (de 

Gruyter, 1986).  

Jeder Astrozyt besitzt sein 

eigenes Territorium, 

welches durch seine 

Fortsätze markiert wird (Sofroniew & Vinters, 2010; von Bartheld, Bahney, & Herculano-

Houzel, 2016). 

Astrozyten erfüllen vielfältige Funktionen. Bereits während der Entwicklung des Gehirn bilden 

sie Leitstrukturen für Neuroblasten (Powell & Geller, 1999) und senden molekulare Signale 

Abbildung 3:  Protoplasmatischer und fibrillärer Astrozyt 
(Vandyke Carter & Gray, 1918) 

(A) zeigt einen protoplasmatischen Astrozyten. Er kommt in der 
grauen Substanz vor und zeigt kurze, stark verzweigte Zellfortsätze. 
(B) zeigt einen fibrillären Astrozyten. Charakteristisch sind lange, 
fibrilläre Zellfortsätze und das Vorkommen in der weißen Substanz. 



  

12 

 

aus, welche die Synapsenbildung fördern (Ullian, Sapperstein, Christopherson, & Barres, 

2001). Astrozyten bilden mit ihren distalen Endfortsätzen die Glia limitans und stabilisieren so 

die Integrität der Blut-Hirn-Schranke und der Meningen (Sofroniew, 2015; Sofroniew & Vinters, 

2010). Viele Stoffwechselfunktionen des ZNS, wie die Regulation des Glutamat- Kalium- und 

Wasser-Haushaltes, werden durch Astrozyten aufrecht erhalten (Ransohoff & Brown, 2012). 

Benachbarte Astrozyten sind funktionell miteinander und mit Oligodendrozyten über Gap 

junctions verbunden und bilden große Glianetzwerke (Orthmann-Murphy, Abrams, & Scherer, 

2008). Weitere Funktionen bestehen in der Regulation der neuronal synaptischen Übertragung 

(Santello & Volterra, 2010; Ventura & Harris, 1999) und in der Ausbildung einer 

antiinflammatorischen Umgebung durch Ausschüttung antiinflammatorischer Zytokine 

(Cannella & Raine, 1995; John, Lee, & Brosnan, 2003) und Expression des Fas-Liganden, der 

durch Bindung an den Fas-Rezeptor den Zelltod auslösen kann (Gimsa et al., 2004). 

Historisch wurden Astrozyten als eine homogene Zellpopulation betrachtet. Diese Sichtweise 

wurde durch zahlreiche Studien widerlegt. Astrozyten zeigen eine große Heterogenität 

hinsichtlich ihrer Entwicklung, ihrer Morphologie und ihrer Genexpression (Bayraktar, 

Fuentealba, Alvarez-Buylla, & Rowitch, 2014; Chaboub & Deneen, 2012). Zudem 

unterscheiden sie sich in ihren physiologischen Eigenschaften und ihrer Reaktion auf 

pathologische Ereignisse (Farmer & Murai, 2017; Haim & Rowitch, 2017). 

Im Rahmen der MS reagieren Astrozyten mit Proliferation, Hypertrophie und Ausbildung einer 

Glianarbe, ein Prozess, der als Astrogliose bezeichnet wird (Brosnan & Raine, 2013). 

Beobachtungen der letzten Jahre zeigten, dass die Rolle der Astrozyten in der Pathogenese 

der MS weit komplexer ist, als bislang angenommen. Astrozyten fördern die Demyeliniserung 

und provozieren Schäden an Oligodendrozyten und Axonen. Auf der anderen Seite 

begünstigen sie die Remyeliniserung und die Migration, Proliferation und Differenzierung von 

Oligodendrozytenvorläuferzellen und erfüllen somit eine protektive Funktion (Farina, Aloisi, & 

Meinl, 2007; Kipp, Clarner, et al., 2011; Ponath et al., 2017; Sofroniew, 2015).  

Um die Rolle der Astrozyten in der MS-Pathogenese besser verstehen zu können, ist eine 

adäquate Markierung dieser heterogenen Zellpopulation notwendig. Das saure 

Gliafaserprotein (GFAP) ist bis heute der am häufigsten verwendete Astrozytenmarker. Da 

sich die Markierung der Astrozyten mittels GFAP in mehreren Beobachtungen als 

unvollständig herausstellte, ist die Identifizierung weiterer Marker unabdingbar (Bushong, 

Martone, Jones, & Ellisman, 2002; Walz & Lang, 1998). 
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1.4 Astrozytenmarker 

1.4.1 GFAP 

Das saure Gliafaserprotein (GFAP) ist ein 49,9 kDA schweres Protein, welches zu den Typ III 

Intermediärfilamenten gehört und erstmals 1969 in Plaques von MS-Patienten nachgewiesen 

wurde (Deka, Sarmah, Sharma, & Biswas, 2015) (Eng, Vanderhaeghen, Bignami, & Gerstl, 

1971). 

Neben Astrozyten (Eng et al., 1971) exprimieren viele weitere Zellen GFAP. So konnte das 

Vorkommen von GFAP in enterischen Gliazellen (Kato et al., 1990) und in Schwann-Zellen 

(Bianchini et al., 1992; Hainfellner et al., 2001) nachgewiesen werden, die zur Gruppe der 

peripheren Gliazellen gehören. Weitere Beobachtungen zeigten eine GFAP-Expression in 

Lymphozyten (Riol, Tardy, Rolland, Lévesque, & Murthy, 1997), myoepithelialen Zellen 

(Hainfellner et al., 2001; Viale et al., 1991), Lebersternzellen (Carotti et al., 2008), 

Chondrozyten (Hainfellner et al., 2001; Kepes, Rubinstein, & Chiang, 1984) und Fibroblasten 

(Hainfellner et al., 2001). 

Das humane GFAP Gen findet sich auf Chromosom 17q21 und besteht aus neun Exons 

(Bongcam-Rudloff et al., 1991). Die am häufigsten vorkommende Variante des humanen 

GFAP-Proteins wird als GFAPα bezeichnet und durch die konstanten Exons 1 - 9 des GFAP-

Gens codiert. Seit der Entdeckung der mRNA von GFAPα wurden neun weitere Varianten 

beschrieben (siehe Abbildung 4), die durch alternatives Spleißen entstehen (Blechingberg et 

al., 2007; Hol et al., 2003; Nielsen et al., 2002; Roelofs et al., 2005; Zelenika, Grima, Brenner, 

& Pessac, 1995). 

 

 

Abbildung 4:   Exemplarische Darstellung eines humanen GFAP-Gens mit möglichen Isotyp-Varianten 
(Middeldorp & Hol, 2011) 
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Wie in Abbildung 5 dargestellt, bestehen die GFAP-Varianten aus drei Hauptdomänen: Einer 

aminoterminalen "Kopf-", einer 

zentrohelikalen "Stab-" und 

einer carboxyterminalen 

"Schwanz"-Domäne.  

Im Gegensatz zu den "Stab"-

Domänen, welche sich beim 

Vergleich der verschiedenen 

GFAP-Varianten in ihrem 

Aufbau identisch zeigen, 

unterliegen die 

Aminosäuresequenzen der 

"Kopf"- und "Schwanz"-

Domänen einer größeren 

Varianz (Reeves, Helman, Allison, & Israel, 1989; Weber & Geisler, 1985). 

Es wird vermutet, dass die Hauptfunktionen von GFAP in Astrozyten die Stabilisierung der 

Zelle und deren Fortsätze, die Erhaltung der Integrität der Blut-Hirn-Schranke sowie die 

Koordination der Zellmigration sind (Liedtke et al., 1996). Jüngste Beobachtungen zeigten, 

dass GFAP zusätzlich an der Zellproliferation (Rutka & Smith, 1993; Toda, Miura, Asou, Toya, 

& Uyemura, 1994) und an den Prozessen der zellulären Kommunikation beteiligt ist (Elobeid, 

Bongcam-Rudloff, Westermark, & Nistér, 2000; Weinstein, Shelanski, & Liem, 1991).  

GFAP spielt auch bei pathologischen Ereignissen eine wichtige Rolle. Der Anstieg oder Abfall 

der GFAP-Expression spiegelt Veränderungen der Astrozytenaktivität wider, die mit 

Schädigungen des Nervengewebes, Stoffwechselanomalien und neurodegenerativer 

Erkrankungen einhergehen (Eng, Ghirnikar, & Lee, 2000). Mutationen im GFAP-Gen und 

Autoantikörper gegen GFAP führen zu schweren neurologischen Erkrankungen wie der 

Alexander-Krankheit (Brenner et al., 2001) und der autoimmunen GFAP Astrozytopathie 

(Kimura, Takekoshi, Yoshikura, Hayashi, & Shimohata, 2019). 

GFAP trägt in reifen Astrozyten zur Ausbildung einer Glianarbe als Reaktion auf ein 

pathologisches Ereignis bei (Pekny et al., 1999), zudem konnte eine Hochregulierung der 

GFAP-Expression beobachtet werden (Zhu et al., 2004).  

Diese Eigenschaften machen GFAP zu einem häufig verwendeten Marker für die 

Visualisierung von Astrozyten unter physiologischen und pathologischen Prozessen.  

Jüngste Beobachtungen legen jedoch nahe, dass der immunhistochemische Nachweis von 

Astrozyten mittels GFAP nicht die gesamte Astrozytenpopulation erfasst und es sich nicht bei 

allen GFAP+ Zellen um Astrozyten handelt. So konnten in einer Studie mittels GFAP-

Immunhistochemie nur 15 % aller Astrozyten markiert werden (Bushong et al., 2002). Passend 

Abbildung 5:   Schematische Darstellung eines humanen GFAP-
Proteins mit möglichen Isotyp-Varianten (Middeldorp & Hol, 2011) 
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zu diesen Erkenntnissen zeigten Beobachtungen eine Diskrepanz zwischen der Synthese von 

GFAP-mRNA und ihrer Transkription (Nolte et al., 2001). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, 

dass GFAP kein verlässlicher Marker für den Nachweis von Astrozyten ist. 

1.4.2 ADLH1L1 

Aldehyd-Dehydrogenase 1 family member L1 (ALDH1L1), auch Formyltetrahydrofolat-

Dehydrogenase (FTHFD) genannt, ist ein zytosolisches Protein, das die Reaktion von 10-

Formyltetrahydrofolat (10-FTHF) in Tetrahydrofolat (THF) und Kohlenstoffdioxid (CO2) 

katalysiert (Kutzbach & Stokstad, 1971). 

Während der Embryogenese wird ALDH1L1 im ZNS von radialen Gliazellen exprimiert (Y. 

Yang et al., 2011). Im reifen ZNS konnte eine ALDH1L1-Expression vor allem in Astrozyten 

beobachtet werden. Ventrikuläre Ependymzellen und Neuronen exprimierten nur im geringen 

Maße ADLH1L1, keine Expression fand in Mikroglia und Oligodendrozyten statt (Neymeyer, 

Tephly, & Miller, 1997). Die ADLH1L1-Expression in Astrozyten wies zudem eine negative 

Korrelation mit dem Alter auf (Anthony & Heintz, 2007). 

Das zu der Familie der Aldehyd-Dehydrogenasen gehörende Protein wurde erstmals 1968 

beschrieben (Kutzbach & Stokstad, 1968), 1991 konnten cDNA-Klone aus der Ratte isoliert 

werden (Cook, Lloyd, & Wagner, 1991).  

Das Gen für das humane ALDH1L1 Protein liegt auf Chromosom 3q21 und besitzt 27 Exons, 

bislang konnten drei Protein-Isoformen nachgewiesen werden (NCBI, 2020a). 

ALDH1L1 ist an der de-novo-Nukleid-Biosynthese und an der Regeneration von Methionin 

beteiligt und hat somit einen Einfluss auf die Zellteilung und das Zellwachstum (Krupenko, 

2009).  

Eine Überexpression von ALDH1L1 führte in Zellkulturstudien zur Hemmung der Proliferation 

bestimmter Zelltypen (Oleinik & Krupenko, 2003). Zudem konnte eine stark verminderte 

ALDH1L1-Expression in einigen Tumorgeweben nachgewiesen werden (Krupenko & Oleinik, 

2002).  

2008 wurde ALDH1L1 erstmalig als Astrozytenmarker verwendet. Immunhistochemische 

Färbungen mit ADLH1L1 zeigten den Zellkörper einschließlich seiner stark verzweigten 

Fortsätze. (Cahoy et al., 2008).  

Wenige Studien haben sich bislang mit der Expression von ALDH1L1 in reaktiven Astrozyten 

beschäftigt. Es liegt die Vermutung nahe, dass es zu einem Anstieg der ALDH1L1-Expression 

in reaktiven Astrozyten im Rahmen akuter Gehirnverletzungen sowie bei chronisch 

neurodegenerativen Zuständen kommt (Y. Yang et al., 2011). 
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1.4.3 Vimentin 

Vimentin gehört als Klasse III Intermediärfilament zu einer Gruppe von Proteinen, die an der 

Ausbildung des Zytoskeletts von Zellen mesenchymalen Ursprungs beteiligt sind (Herrmann 

& Aebi, 2000).  

Das Protein wurde erstmals 1978 in Mäusezellen mittels Fluoreszenzmikroskopie beschrieben 

(Franke, Schmid, Osborn, & Weber, 1978). Die vollständige cDNA von Vimentin wurde 1983 

im Hamster isoliert (Quax-Jeuken, Quax, & Bloemendal, 1983). Die Sequenzierung des 

humanen Gens, welches sich auf Chromosom 10p13 befindet und zehn Exons enthält, erfolgte 

1988 (Perreau, Lilienbaum, Vasseur, & Paulin, 1988).  

Wie in Abbildung 6 gezeigt, besteht das 57 kDA schwere Protein aus einer zentralen Alpha-

Spirale, welche von einer N- und C-terminalen Domäne flankiert wird (Goldie et al., 2007).  

Die Alpha-Spirale besteht aus vier Fragmenten 1A,1B,2A und 2B, die mit L1-, L12- und L2-

Regionen verknüpft sind (Herrmann, Bär, Kreplak, Strelkov, & Aebi, 2007).  

Es ist anzunehmen, dass zwei Vimentin-Monomere kotranslational exprimiert werden, sodass 

die Bildung eines Dimers erleichtert wird (Chang, Shav-Tal, Trcek, Singer, & Goldman, 2006). 

Zwei Vimentin-Dimere lagern sich schließlich zu einem Vimentin-Tetramer zusammen und 

stellen die finale funktionelle Einheit des Proteins dar (Dave & Bayless, 2014; Helfand, Mikami, 

Vallee, & Goldman, 2002). 

Untersuchung an Vimentin Knockout Mäusen (Vim -/-) konnten Hinweise über die vielfältigen 

Funktionen des Zytoskelettproteins aufzeigen. Vimentin scheint eine wichtige Rolle in 

Prozessen wie Zelldifferenzierung und -proliferation (Boraas & Ahsan, 2016; Cheng et al., 

2016) -adhesion (Nieminen et al., 2006), -migration (Eckes et al., 2000; Eckes et al., 1998) 

Abbildung 6:   Struktur des Vimentin-Proteins (Tang, 2008) 
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und -invasion (Richardson et al., 2018) zu spielen. Zahlreiche physiologische Prozesse wie 

die Entwicklung von Gliazellen (Colucci-Guyon, Giménez, Maurice, Babinet, & Privat, 1999), 

die Myelinisierung peripherer Nerven (Triolo et al., 2012), die Angiogenese (Antfolk et al., 

2017) und Steroidgenese (Shen et al., 2012) zeigten sich in Vim -/- Mäusen hingegen 

beeinträchtigt. 

Es wird angenommen, dass Vimentin in der Pathogenese vieler Erkrankungen wie Neoplasien 

(Chu, Seftor, Romer, & Hendrix, 1996; Kidd, Shumaker, & Ridge, 2014; Kokkinos et al., 2007; 

Zhang et al., 2009), Katarakt (Müller et al., 2009), Morbus Crohn (Scharl et al., 2015), 

Rheumatoide Arthritis (Nicaise Roland et al., 2008) und Erkrankungen mit dem Humanen 

Immundefizienz-Virus (HIV) (Fernández-Ortega et al., 2016) eine bedeutende Rolle zukommt. 

Vimentin hat sich zudem als Marker für Astrozyten im Rahmen von ZNS-Schädigungen und 

Erkrankungen etabliert. Beobachtungen konnten zeigen, dass es nach einer Schädigung der 

Gehirns durch Schlaganfall oder Trauma zu einer Erhöhung der Vimentin-Expression in 

aktivierten Astrozyten kommt (Liu et al., 2014). In einer weiteren Studie konnten in MS-

Läsionen zahlreiche intensiv Vimentin+ Astrozyten vom protoplasmatischen und fibrillären Typ 

nachgewiesen werden (Yamada, Kawamata, Walker, & McGeer, 1992). Damit einhergehend 

fand sich eine erhöhte Vimentin Expression in reaktiven Astrozyten in post-mortem 

Gewebeschnitten von MS-Patienten (Holley, Gveric, Newcombe, Cuzner, & Gutowski, 2003). 

1.4.4 BLBP 

Das Brain lipid-binding protein (BLBP), auch als fatty acid-binding protein 7 (FABP7) 

bezeichnet, gehört zu der Gruppe der zytoplasmatischen fatty acid-binding proteins (FABPs), 

die die Aufnahme, den Transport und den Metabolismus von Fettsäuren regulieren (Nielsen 

et al., 2002). Zudem wird angenommen, dass BLBP durch die Modulation der Aufnahme und 

der intrazellulären Verteilung von Fettsäuren einen Einfluss auf Signaltransduktion und 

genregulatorische Aktivitäten haben könnte (Kipp, Clarner, et al., 2011; Owada, Yoshimoto, & 

Kondo, 1996). 

BLBP wird hauptsächlich in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (Sharifi et al., 2013) und 

Astrozyten (Owada et al., 1996) exprimiert. 

Bis heute sind zehn verschiedene FABPs bekannt, von denen FABP3, FABP5 und FABP7 im 

ZNS vorkommen (Owada et al., 1996). 

Das BLBP-Protein konnte erstmals 1994 in Neuroepithelzellen der Maus nachgewiesen 

werden (Kurtz et al., 1994).  

Das humane BLBP-Gen befindet sich auf Chromosom 6q22 und besteht aus vier Exons 

(Godbout, Poon, & Liu, 2014). Bislang konnten vier verschiedenen Isoformen für das 14 - 15 

kDA schwere Protein belegt werden (NCBI, 2020b). 
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Wie in Abbildung 7 dargestellt, besteht das Protein aus zehn antiparallelen Beta-Faltblättern, 

die von zwei Alpha-Helices überlagert werden (Godbout et al., 2014). 

 

 

Abbildung 7:   Schematischer Aufbau des BLBP-Proteins (Ernst, 2009) 

BLBP scheint in verschiedenen Pathomechanismen des ZNS eine aktive Rolle zu spielen.  

Es wird angenommen, dass BLBP an der Regulation von ZNS Schäden beteiligt ist (Belayev 

et al., 2011; Sharifi et al., 2011) und Einfluss auf den Progress und die Zellmorphologie des 

malignem Glioms ausübt (Kagawa et al., 2019; Mita et al., 2007). 

Mehrere Studien an verschiedenen MS-Tiermodellen lieferten zudem Hinweise für einen 

Zusammenhang zwischen der Aktivierung von Astrozyten und einer erhöhten BLBP-

Expression (Bannerman, Hahn, Soulika, Gallo, & Pleasure, 2007; Kipp, Clarner, et al., 2011; 

Kipp, Gingele, et al., 2011).  

1.4.5 S100β 

Das 21 kDA schwere, calciumbindende Protein S100β gehört zu der aus mindestens 21 

Mitgliedern bestehenden Familie der S100-Proteine (Marenholz, Heizmann, & Fritz, 2004). 

S100β kommt im Nervensystem, vor allem in Astrozyten und anderen Gliazellen, wie 

Ependymzellen, enterischen Gliazellen, Oligodendrozyten, retinalen Müllerzellen und 

Schwannzellen sowie in bestimmten Neuronensubpopulationen vor (Didier et al., 1986; Ferri 

et al., 1982; Ludwin, Kosek, & Eng, 1976; Rickmann & Wolff, 1995; Q. Yang et al., 1995). 

Mehrere Studien beobachteten zudem das Vorkommen von S100β außerhalb des 

Nervengewebes in Adipozyten, Chondrozyten und Myoblasten (Cocchia, Michetti, & Donato, 
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1981; Michetti, Dell'Anna, Tiberio, & Cocchia, 1983; Stefansson, Wollmann, Moore, & 

Arnason, 1982; Tubaro, Arcuri, Giambanco, & Donato, 2010). 

Das S100β Protein wurde 1977 erstmals aus bovinen Gehirnzellen isoliert (Isobe, Nakajima, 

& Okuyama, 1977; Isobe, Tsugita, & Okuyama, 1978). 

Das humane S100β-Gen befindet sich auf Chromosom 21q22 und besteht aus drei Exons 

(Allore et al., 1988).  

Die Proteine der S100-Familie folgen dem gleichen Grundaufbau. Wie aus Abbildung 8 

hervorgeht, ist das S100β-Protein ein 

Homodimer und besteht aus zwei 

Beta-Untereinheiten, die durch 

Disulfidbrücken zusammengehalten 

werden. Jede Beta-Untereinheit 

besteht selbst aus zwei EF-Hand-

Strukturen (Helix-Loop-Helix), die 

durch eine Hinge-Region verbunden 

sind (Beaudeux, Dequen, & Foglietti, 

1999; S. P. Smith, Barber, Dunn, & 

Shaw, 1996). S100β besitzt vier 

Bindungsstellen für Calcium 

(Heizmann, 1999; Isobe et al., 

1978). Die Bindungsaffinität für Calcium wird durch das Binden von Kupfer (Nishikawa et al., 

1997) und Zink (Donato, 1991; Heizmann, 1999) an entsprechende Bindungsstellen reguliert 

(Heizmann & Cox, 1998). 

Zahlreiche intrazelluläre Mechanismen wie die Zellproliferation und -differenzierung (Arcuri, 

Bianchi, Brozzi, & Donato, 2005; Baudier, Delphin, Grunwald, Khochbin, & Lawrence, 1992; 

Millward, Heizmann, Schäfer, & Hemmings, 1998), die Calcium-Homöostase (Gentil et al., 

2001; Pozdnyakov et al., 1997), verschiedene Enzymaktivitäten (Brozzi, Arcuri, Giambanco, 

& Donato, 2009; Tsoporis, Overgaard, Izhar, & Parker, 2009; Zimmer & Van Eldik, 1986) und 

der Aufbau und Erhalt des Zytoskeletts (Baudier & Cole, 1988; Donato, 1988; Mbele et al., 

2002) werden durch S100β reguliert. 

Auch im Zusammenhang mit pathologischen Mechanismen konnten Studien zeigen, dass 

S100β eine bedeutende Funktion einnimmt. 

S100β wird als diagnostischer Marker für akute Hirnverletzungen (Chong, 2016; de Azúa 

López et al., 2015; Thelin et al., 2017) und für das Maligne Melanom verwendet (Brouard et 

al., 2000; Loppin et al., 2007).  

Im Kontext der MS konnten erhöhte extrazelluläre S100β-Konzentration im Liquor von MS-

Patienten nachgewiesen werden (Michetti, Massaro, & Murazio, 1979), in späteren 

Abbildung 8:   Struktur des S100-Proteins (Heizmann, Fritz, 
& Schäfer, 2002) 
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Beobachtungen zeigte sich eine Korrelation mit der Schwere der Erkrankung (Michetti et al., 

2012).  

Erst seit kurzem beschäftigen sich Studien mit der Fragestellung, inwieweit S100β ein 

geeigneter Astrozytenmarker darstellt (Wang & Bordey, 2008).  

Beobachtungen zeigten, dass S100β neben Astrozyten auch von Zellen der 

Oligodendrozytenzelllinie exprimiert wird, sodass die abschließende Klärung der Rolle von 

S100β als Marker für Astrozyten noch aussteht (Deloulme et al., 2004; Hachem et al., 2005). 

1.5 Fragestellung 

Im Rahmen der MS reagieren Astrozyten mit Proliferation, Hypertrophie und Ausbildung einer 

Glianarbe (Faulkner et al., 2004; Pekny & Nilsson, 2005). Dieser als Astrogliose bezeichneter 

Prozess ist hinsichtlich seiner Auswirkung auf den Pathomechanismus der MS noch nicht 

ausreichend geklärt. Viele Studien konnten die ausgeprägte Heterogenität der Astrozyten 

hinsichtlich ihrer Entwicklung, Morphologie, Genexpression und Reaktion auf pathologische 

Ereignisse zeigen (Bayraktar et al., 2014; Chaboub & Deneen, 2012; Farmer & Murai, 2017; 

Haim & Rowitch, 2017).  Aus diesem Grund ist die Auswahl geeigneter Marker für die Analyse 

dieser heterogenen Zellpopulation unabdingbar. Immunhistochemische Untersuchungen 

lassen vermuten, dass der Nachweis mittels GFAP nicht die gesamte Astrozytenpopulation 

erfasst (Bushong et al., 2002). Somit stellt sich die Frage nach weiteren geeigneten 

Astrozytenmarkern. 

In der vorgelegten Dissertationsarbeit untersuchte ich die Expression von GFAP, ADLH1L1, 

Vimentin, BLBP und S100β in Astrozyten unterschiedlicher Hirnregionen im Cuprizone-Modell. 

Ziel meiner Arbeit war es Ähnlichkeiten und Unterschiede hinsichtlich Astrozytenzahlen und 

ihrer Morphologie während der Toxin-induzierten Demyelinisierung aufzudecken.
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2. Materialien 

Tabelle 1:   Materialien - Tierstall 

Material Hersteller Produktkennzeichnung Beschreibung 

Cuprizon Sigma Aldrich Life 

Science 

C9012-25G 

Lot#BCB26101V 

101755746  

Bis(cyclohexanone)-

oxaldihydrazone 

Einstreu Abedd Vertriebs 

GmbH 

H0234-40 Abedd Espe Classic; 

2,5 mm 190 g/L [LtE 

E-001] 

Futter Ssniff Spezial-

diäten GmbH 

V1126-003 ssniff® M-Z Extrudat 

ssniff®Futtermittel für 

Ratten und Mäuse 

Käfig Tecniplast Vertrieb 

GmbH 

ACRE011 Käfigtyp: 1284 L, plus 

Haube und 

Trinkflasche) aus 

Polysulfon mit IVC 

Gitter und Häuschen 

aus Polycarbonat 

Küchenmaschine WMF Group 

GmbH 

6.130.220.500 WMF Kult X Küchen-

maschine 

Nest Zoonlab GmbH,  3097055 Nestlitz aus 

Baumwolle (5 x 5 cm) 

Wiegeschale VWR  611-9178 46 x 46 x 8 cm 

Tabelle 2:   Materialien - Perfusion 

Material Hersteller Produktkennzeichnung Beschreibung 

Becherglas VWR  213-1111 1000 ml 

Bienenwachs Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

5830.1 gelb, rein natürlich 

Chloralhydrat Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

K318.1 C2H3Cl3O2, 

≥ 99,5 %, Ph.Eur., 

BP, USP, 

Trichloracetal-

dehydrat 
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Dinatriumhydro-

genphosphat 

Merck 1.065.801.000 Na2HPO4 

Einmalspritze  

1 ml 

B. Braun 

Melsungen AG,  

9161406 V  Omnifix®-F Solo 

ohne Kanüle/Luer-

Ansatz/zentrisch/1 ml 

Einmalspritze  

20 ml  

B. Braun 

Melsungen AG, 

Deutschland 

4617207 V Omnifix ® Solo/Luer-

Lock-

Ansatz/zentrisch/ 

20 ml 

Einmalspritze  

50 ml 

Dispomed Witt 

oHG 

22050 Infuject ® Spritze für 

Infusionspumpen/ 

Luer-Lock-Ansatz/  

50 ml 

Falconröhrchen Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

N463.1 Rotilabo®-

Zentrifugenröhrchen, 

ohne Stehrand, mit 

Beschriftungsfeld 

Filterpapier Schleicher&Schuel

l 

594 1/2 Æ240 mm 

Formaldehyd Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

CP10.2 Formaldehyd 37 % 

Infusomat ® 

Space Line 

B. Braun 

Melsungen AG 

8700036S P Infusomat ® Space 

Leitung Type IV-

Standart/Luer-Lock-

Ansatz/250 cm  

Kanüle B. Braun 

Melsungen AG 

4656300 Sterican® Einmal-

Injektions-Kanüle, 

0.30 x 12 mm BL/LB, 

30G 

NaCl 0,9 % B. Braun AG, 

Melsungen 

 Isotone Kochsalz-

lösung 500 ml 

Natriumdihydro-

genphosphat 

Merck 1.063.461.000 NaH2PO4 

Natronlauge Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

K021.1 NaOH 1 mol/L 



  

23 

 

OP-Besteck   Schere, Pinzette 

stumpf, Pinzette 

chirurgische, 

Stecknadeln 

Original-

Perfusor® Line 

B. Braun 

Melsungen AG 

8722960 Original-Perfusor®-

Leitung Typ IV-

Standard, 1,5 x 2,7 

mm, 150 cm 

Safety- Multifly® 

- Kanüle 

Sarstedt 851637235 Safety- Multifly® - 

Kanüle für Kurzzeit-

infusionen,  

20G/200 mm lang 

Schottflaschen VWR  215-1557 Enghalsflasche mit 

Schraubverschluss, 

1000 ml 

Schottflaschen VWR  215-1558 Enghalsflasche mit 

Schraubverschluss, 

2000ml 

Trichter  VWR  221-1730 Æ250 mm 

Tabelle 3:   Materialien - Paraffineinbettung 

Material Hersteller Produktkennzeichnung Beschreibung 

Einbettungs-

kassetten 

Bio Optica 07-7300 MegaKassette 

Ethanol Merck 100.983  

Isopentan VWR 78-78-4 

24872229  

(CH3)2-CH-CH2-

CH3, 2-methylbutane, 

C5-H12 

Objektträger VWR 631-1310 Menzel-Gläser 

Superfrost® Plus 

Paraffin Merck K46815058603  

Paraplast Leica Biosystems 39602012  

Sucrose Merck Millipore 107.687 Sucrose 

(Saccharose) für 

biochem. Reag. Ph 

Eur. CAS 57-50-1,  
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pH 7  

(100 g/l, H₂O, 20 °C) 

Tissue-Tek VWR, Sakura 

Finetek  

25608-930 Tissue-Tek* O.C.T. 

Compound 

Trockeneis    

Xylol VWR 30 28975.325 isomerisch. Analar 

normapur ACS, ISO 

Tabelle 4:   Materialien - Paraffinschneiden 

Material Hersteller Produktkennzeichnung Beschreibung 

Mikrotomklingen pfm medical 207500000 Feather S35 

Objektträger 

Superfrost ® 

VWR 631-0912  

Tabelle 5:   Materialien - Histologische Gewebsaufbereitung 

Material Hersteller Produktkennzeichnung Beschreibung 

ABC Kit-Elite Vector 

Laboratories 

PK-6100 VECTASTAIN Elite 

ABC HRP Kit 

(Peroxidase, 

Standard) 

Citrat Merck  1.00244. Zitronensäure – 

Monohydrat p.a., 

C6H8O7-H2O 

DAB Chromogen 

(Stock) 

Dako K3469 Diaminobenzidin 

DAB Substrat 

Puffer 

Dako K3469 Imidazole-HCL Puffer 

pH 7,5 

DAPI Sigma Aldrich Life 

Science 

14530 bisBenzimide H33258  

C25H24N6O · 3HCl 

Deckgläschen Menzel Gläser BB024060A1 24 x 60 mm 

DePeX Serva 001824301 Eindeckmedium 

EDTA Sigma Aldrich Life 

Science 

3685 EDTA Dinatriumsalz 

Dihydrat 

C10H14N2Na2O8 · 2 

H2O  
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Eppendorf 

Spitzen 

VWR 022492012 0,1-20 µl 

Eppendorf 

Spitzen 

VWR 0030000870 2-200 µl 

Eppendorf 

Spitzen 

VWR 0030000919 50-1000 µl 

Eppendorf Tubes VWR 0030120.086 1,5 ml  

Eppendorf Tubes VWR 0030120.094 2,0 ml 

Ethanol Merck  1.00983. C2H6O 

FlourPreserve™ 

Reagent 

EMD Millipore 345787-25ML  

Normal donkey 

serum  

Sigma Aldrich Life 

Science 

D9663 Normales Esel Serum 

Normal goat 

serum  

Vector 

Laboratories 

S-1000 Normales Ziegen 

Serum 

PBS Merck  L-182-50 PBS-Pulver ohne 

Ca2+/Mg2+ 

Tris Appli Chemie A-1086 C4H11NO3 

Wasserstoff-

peroxid 

Carl Roth GmbH + 

Co. KG 

8070.4 Wasserstoffperoxid 

H2O2, 30 % 

Xyxlol VWR 30 28975.325 Isomerisch, Analar 

normapur ACS, ISO 

Tabelle 6:   Primärantikörper 

Primärantikörper Hersteller Produktkennzeichnung 

Anti-ALDH1L1 Abcam ab87117 

Anti-BLBP Abcam ab32423 

Anti-GFAP Abcam ab4674 

Anti-Olig2 Merck Millipore MABN50 

Anti-S100β Abcam ab41548 

Anti-Vimentin Abcam ab92547 

Tabelle 7:   Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Hersteller Produktkennzeichnung 

Biotinylated  

goat anti-chicken 

Vector Laboratories BA-9010 
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Biotinylated  

goat anti-rabbit 

Vector Laboratories BA-1000 

donkey anti-mouse Alexa 

Fluor® 594 

Life Technologies/Invitrogen A-21203 

donkey anti-rabbit Alexa 

Fluor® 488 

Life Technologies/Invitrogen A-21206 

goat anti-chicken Alexa 

Fluor® 594 

Life Technologies/Invitrogen A-11042 

goat anti-rabbit Alexa 

Fluor® 488 

Life Technologies/Invitrogen A-11008 

Tabelle 8:   Geräte 

Gerät Hersteller Produktkennzeichnung 

Inkubator 48 °C (trocknen) Thermo Scientific Heraeus® 50045764 

Flächenkamera Basler Basler ace acA1920-40uc 

106910-09 

Inkubator 26 °C Thermo Scientific Heraeus® 50042293 

Kofokal Mikroskop Olympus Life Science Olympus BX51WI 

Magnetrührer IKA Labortechnik Magnetrührer Basic 2 

Mikroskop Nikon Nikon Eclipse E200 

243194/0 

Mikrotom Leica Biosystems SM2000R 

Mikrowelle Exquisit MW WP700j17B-2 

pH-Meter WTW 103642 

Pipetten (3er-Set) Eppendorf AG 3120000909 

Schüttler (orange) SunLab® SU1020 

Vortex Bender&Hobein AG G-560E 

Wasserbad Leica Biosystems HI1210 
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3. Methoden 

3.1 Versuchstiere und Tierhaltung 

Als Versuchstiere wurden Mäuse vom Stamm C57BL/6J (Janvier/Frankreich) verwendet. Die 

Tiere waren 10 Wochen alt und 19-21 g schwer. Die Tierhaltung erfolgte unter standardisierten 

Laborbedingungen gemäß der Organisation "Federation of European Laboratory Animal 

Science Association's (felasa)". Ein standardisierter Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden 

und eine konstante Raumtemperatur von 23°C ± 2°C wurden gewährleistet. Die 

Luftfeuchtigkeit lag durchgehend bei 55% ± 10% und die Käfige unterlagen einer regelmäßigen 

Luftzirkulation. Die Ausstattung jedes Käfigs bestand aus Einstreu, Mäusehaus, Nestlet, Futter 

und einer Trinkflasche.  

Die aktuell geltenden Tierschutzbestimmungen wurden bei allen Versuchstieren eingehalten. 

Gemäß § 8 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) lag eine Genehmigung für die 

Tierversuchsführung durch die Regierung von Oberbayern vor (Tierversuchsgenehmigung 

55.2-1-54-2532-73-15). 

3.2 Durchführung der Versuche und Materialgewinnung 

Die Mäuse wurden 3 Wochen täglich mit 0,25 % Cuprizon intoxikiert. Pro Käfig wurden 0,5 g 

Cuprizon, homogenisiert in 200 g pulverisierten Standard-Futter, verabreicht. Die Mäuse der 

Kontrollgruppe erhielten Normalfutter. Die Käfige wurden jeden dritten Tag gewechselt.  

Nach fünf Wochen wurde die transkardiale Perfusion der Tiere durchgeführt. Im ersten Schritt 

wurde durch die intraperitoneale Gabe eines Narkosemittels der Hirntod herbeigeführt. Nach 

dem Erlöschen der Hirnstammreflexe wurden die Tiere auf einer Wachsplatte fixiert und der 

Thorax eröffnet. Über den linken Ventrikel des Herzens wurden zuerst 20 ml PBS-Lösung 

gefolgt von zweimal 50 ml PFA-Lösung perfundiert. Nach abgeschlossener Perfusion erfolgte 

die sagittale Eröffnung der Schädelkalotte, um die Fixationslösung in den Schädel eindringen 

zu lassen. Die Präparate wurden jeweils 24 h bei 4 °C in einem Falcon-Tube mit 50 ml PFA 

postfixiert. 

Tabelle 9:   Chemikalien für die transkardiale Perfusion 

PBS (1X)-Lösung für 5 L 

Substanz Menge 

PBS-Pulver 477,5 g 

Aqua destillata 5 L 

4 % Paraformaldehyd (PFA)-Lösung für 1 L (pH=7,4) 

Substanz Menge 
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Aqua destillata 900 ml 

37 % Formaledehyd 100 ml 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 8 g 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) 4,6 g 

 

 

Nach abgeschlossener Postfixation wurden die Gehirne aus der Schädelkalotte gelöst und in 

Einbettkassetten gelegt. Die Gehirne wurden wie in Tabelle 10 beschrieben durch die 

aufsteigende Alkoholreihe eingebettet, um die Präparate aus dem wässrigen Milieu in Paraffin 

zu überführen. 

Nach Beenden der beschriebenen Aufbereitungsschnitte wurden die Präparate so in neue 

Einbettungskassetten gelegt, dass die Ausrichtung der Präparate eine koronare Schnittfläche 

ergab. Anschließend wurden die Einbettungskassetten mit warmen, flüssigem Paraffin 

aufgefüllt und bis zum vollständigen Aushärten auf einer Kälteplatte gelagert. Die 

anschließende Aufbewahrung der Paraffinblöcke erfolgte bei Raumtemperatur. 

Tabelle 10: Paraffineinbettung 

Schritt Chemikalie Zeit 

1 Leitungswasser, fließend 5 h 

2 50 % Ethanol über Nacht 

3 70 % Ethanol 40 min 

4 70 % Ethanol 40 min 

5 96 % Ethanol 40 min 

6 96 % Ethanol 40 min 

7 96 % Ethanol 40 min 

8 100 % Ethanol 40 min 

9 100 % Ethanol 60 min 

10 100 % Ethanol 60 min 

11 Xylol  40 min 

12 Xylol 40 min 

13 Xylol 40 min 

14 Paraffin 60 min 

15 Paraffin 60 min 

16 Paraffin 2 Tage 
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Aus den Paraffinblöcken wurden 5 µm dicke Schnittserien der Region 275 angefertigt. Die 

Identifizierung der Region wurde mithilfe des „Mouse Brain Atlas“ (Sidman et al., 1971) 

durchgeführt. Es wurden immer zwei Schnitte auf einen Objektträger aufgezogen. Die fertigen 

Objektträger wurden zuerst drei bis vier Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, um eine 

bessere Haftung der Gehirnschnitte am Objektträger zu gewährleisten. Danach wurden sie 

über Nacht im Wärmeschrank bei 48°C getrocknet. Die Aufbewahrung der Objektträger 

erfolgte bis zu ihrer Verwendung in Objektträgerkästen bei Raumtemperatur. 

 

Abbildung 9:   Region 275 in koronarer Ansicht (Sidman et al., 1971) 
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3.3 Immunhistochemische Färbung 

3.3.1 Prinzip 

Mithilfe von immunhistochemischen Färbungen können Proteine im Gewebe detektiert und 

visualisiert werden. Ein sehr spezifisches Visualisierungsverfahren stellt die indirekte ABC-

Methode dar, welche in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, um die Proteine GFAP, 

ADLH1L1, Vimentin, BLBP und S100B darzustellen: 

 

Der Primärantikörper bindet selektiv an das Epitop des 

gesuchten Proteins im Gewebe (Abbildung 10 A). 

 

Der biotinylierte Sekundärantikörper ist gegen den 

Primärantikörper gerichtet. Er bindet im zweiten Schritt an 

den Primärantikörper (Abbildung 10 B). 

 

Der Avidin-Biotin-HRP-Komplex bindet aufgrund der 

Affinität von Avidin zu Biotin an den biotinylierten 

Sekundärantikörper (Abbildung 10 C). 

 

Abbildung 10: Schematische 
Darstellung der ABC-Methode 

Die HRP katalysiert die Reaktion der Substrate DAB und 

H2O2. Ein Produkt dieser Reaktion ist ein braunes 

Präzipitat des DAB, welches den Ort des Antigens 

visualisiert (Abbildung 10 D). 
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3.3.2 Durchführung  

Um standardisierte und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde die Färbung aller 

Schnitte nach dem gleichen Färbeprotokoll durchgeführt (siehe Tabelle 15). 

Im ersten Schritt wurde das in Paraffin eingebettete Gewebe in Xylol entparaffiniert und durch 

eine absteigende Alkoholreihe in eine wässrige Lösung überführt (siehe Tabelle 15). Durch 

die Paraffineinbettung sind Proteine häufig durch Methylenbrücken verknüpft und somit 

maskiert. Für die Demaskierung wird das Gewebe in einer wässrigen Lösung mit Citrat oder 

Tris/EDTA gekocht, sodass sich die Methylenbrücken auflösen. In einem Vorversuch wurde 

für jeden verwendeten Primärantikörper das passende Demaskierungsverfahren und die 

Antikörperkonzentration ermittelt, eine Auflistung findet sich in Tabelle 12. 

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden freie Bindungsstellen im Gewebe mit 

Serum blockiert. Über Nacht wurde das Gewebe mit dem Primärantikörper inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde die endogene Peroxidase mit H2O2 blockiert. Es folgte die Inkubation mit 

dem gegen den Primärantikörper gerichteten biotinylierten Sekundärantikörper. Als dritte 

Komponente wurde ein Avidin/Biotin-HRP-Komplex hinzugefügt, welcher an den biotinylierten 

Sekundärantikörper bindet. Die Visualisierung erfolgte über die Umsetzung des Substrates 

DAB durch die HRP in ein braunes Präzipitat. Zur besseren anatomischen Orientierung im 

Gewebe wurde eine Kernfärbung mit Mayers Hämalaun durchgeführt. Zum Schluss wurden 

die Gewebsschnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit DPX eingedeckt. 

Die Herstellung der verwendeten Lösungen und das Protokoll der immunhistochemischen 

Färbung sind in den Tabellen 11 - 15 zusammengefasst. 

Tabelle 11: Lösungen der immunhistochemischen Färbung 

Lösung Herstellung 

PBS (10X) Stocklösung  477,75 g PBS-Pulver in 5 L Aqua destillata 
auflösen 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf pH=7,40 

PBS (1X) Gebrauchslösung  PBS (10X) und Aqua destillata im Verhältnis von 
1:10 lösen 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf pH=7,40 

5 % Normal Goat Serum (NGS)  2,5 ml NGS in 47,5 ml PBS (1X) lösen 

 Aliquotieren (1 ml) und bei -20 °C lagern 

0,3 % Wasserstoffperoxid (H2O2)  30 % H2O2 mit Aqua destillata im Verhältnis 1:10 
vermengen 

 Herstellung unmittelbar vor Gebrauch und 
lichtgeschützte Lagerung 

Citrat-Puffer  10,5 g Citrat in 4,5 L Aqua destillata lösen. 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf pH=6,0 

 Mit Aqua destillata auf 5 L Gesamtvolumen 
auffüllen 

Tris/EDTA-Puffer  6,05 g Tris und 1,85 g EDTA in 5 L Aqua destillata 
lösen. 
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 Mit NaOH erfolgt die Einstellung auf pH=9,0 

DAB-Lösung (1:50)  28 µl DAB Stock in 1372 µl DAB Substrat lösen 

Tabelle 12: Verwendete Primärantikörper 

Antikörper Hersteller Produktnummer Verdünnung Demaskierung Lösung 

ALDH1L1 Abcam ab87117 1:2000 Keine 5 % NGS 

BLBP Abcam ab32423 1:1000 Tris/EDTA 5 % NGS 

GFAP Abcam ab4674 1:1000 Tris/EDTA 5 % NGS 

S100β Abcam ab41548 1:10.000 Tris/EDTA 5 % NGS 

Vimentin Abcam ab92547 1:200 Tris/EDTA 5 % NGS 

Tabelle 13: Verwendete Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller Produktnummer Verdünnung Konjugat Lösung 

Anti-Chicken Vector 
Laboratories 

BA-9010 1:200 Biotin 5 % NGS 

Anti-Rabbit Vector 
Laboratories 

BA-1000 1:200 Biotin 5 % NGS 

Tabelle 14: Zuordnung von Primär- und Sekundärantikörpern 

Primärantikörper Hergestellt in Passender Sekundärantikörper 

ALDH1L1 Rabbit Anti-Rabbit 

BLBP Rabbit Anti-Rabbit 

GFAP Chicken Anti-Chicken 

S100β Rabbit Anti-Rabbit 

Vimentin Rabbit Anti-Rabbit 

Tabelle 15: Färbeprotokoll der immunhistochemischen Färbung 

Tag 1 

Arbeitsschritt Durchführung Zeit 

Entparaffinierung  Xylol I 

 Xylol II 

 Xylol III 

 Xylol 50%/Ethanol 50 % 

 Ethanol 100 % 

 Ethanol 100 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 50 % 

 Aqua destillata 

 10 min 

 10 min 

 10 min 

 5 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

Antigendemaskierung 
(fakultativ) 

 OT in Plastikküvette stellen und mit 
Tris/EDTA- oder Citrat-Puffer füllen. 

 In der Mikrowelle zum Kochen bringen 

 Bei reduzierter Leistung köcheln 

 Abkühlen im Wasserbad bei 
Raumtemperatur 

 
 

 3 min 

 a 

 10 min 
 

 20 min 

Waschschritt  PBS (1X)  5 min 
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 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

Blockierung  Pipettieren von je 100 µl 5 % NGS pro 
OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 A 

 A 

 60 min 

Inkubation des 
Primärantikörpers 

 Pipettieren von je 100 µl 
Primärantikörperlösung pro OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Kühlschrank        bei 4 °C 

 A 

 A 

 Über 
Nacht 

Tag 2 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Blockierung der 
endogenen Peroxidase 

 Inkubation der OT mit je 100 ml 0,3 % 
H2O2 in lichtgeschützter Glasküvette. 

 30 min 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Inkubation des 
biotinylierten 
Sekundärantikörpers 

 Pipettieren von je 100 µl 
Sekundärantikörperlösung pro OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 60 min 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Avidin/Biotin-HRP-
Komplex 

 Enzymkonjugat aus A und B je 1:50 in 
PBS (1X) verdünnt herstellen und 
lichtgeschützt lagern 

 Pipettieren von je 100 µl 
Enzymkonjugatlösung pro OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 30 min 

 a 

 a 

 a 

 a 

 60 min 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

DAB-Färbung Unter dem Abzug: 

 Pipettieren von je 100 µl DAB-Lösung 
(1:50) pro OT 

 Inkubation in der Feuchtkammer 

 OT in Küvette mit Leitungswasser 
spülen 

 OT in Küvette mit Aqua destillata spülen 

 A 

 A 

 A 

 10 min 

 10 sec 

 10 sec 

 a 

 5 min 

Hämalaun-Färbung  Schaukel mit OT in Hämalaun stellen 

 Spülen unter fließendem 
Leitungswasser 

 Schaukel mit OT in Küvette mit Aqua 
destillata stellen 

 30 sec 

 a 

 5 min 

 a 

 5 min 

Dehydrierung  Ethanol 50 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 96 % 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3min 
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 Ethanol 100 % 

 Ethanol 100% 

 Xylol 50 %/Ethanol 50 % 

 Xylol 

 Xylol 

 Xylol 

 3 min 

 3 min 

 5 min 

 10 min 

 10 min 

 10 min 

Eindecken des Gewebes  Eindecken der OT mit DePex-
eindeckmedium und Deckgläschen. 

 Bei Raumtemperatur und mit Gewichten 
beschwert trocknen 

 A 

 A 

 A 

 Über 
Nacht 

3.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Färbung 

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede und Gemeinsamkeiten von Astrozyten bezüglich ihrer 

Anzahl und Morphologie im Rahmen einer durch Cuprizone induzierten Demyelinisierung zu 

untersuchen. Für die Auswertung wurden sogenannte "regions of interest" (ROI) im ZNS 

definiert, die sowohl den Neo- und Archikortex als auch die weiße Substanz miteinschließen 

und in Tabelle 16 und Abbildung 11 dargestellt sind. 

Die 60 gefärbten Schnitte wurden in 40-facher Vergrößerung vollständig eingescannt. Das 

Einscannen erfolgte manuell über ein Mikroskop (Nikon Eclipse E200, 243194/0) mit 

Flächenkamera (Basler ace acA1920-40uc, 106910-09) und dem Bildverarbeitungsprogramm 

ManualWSI Scanner (Microvisioneer, Josef Bauer, Deutschland).  

Für die Analyse der eingescannten Schnitte wurde die frei verfügbare Software Viewpoint 

Online (PreciPoint GmbH, Freising, Deutschland) verwendet. Mithilfe der Funktion „Counting 

Anotation“ wurden die folgenden Regionen im Gehirn wie in Abbildung 11 umrahmt und die 

jeweilige Fläche bestimmt.  

Es wurden alle Zellen in den ROIs gezählt, welche Antikörper-positiv waren und einen deutlich 

abgrenzbaren Zellkern sowie mindestens zwei erkennbare Fortsätze aufwiesen. Unter 

Berücksichtigung der Fläche des ROIs wurde über den Quotienten Zellzahl/Fläche die 

jeweilige Zelldichte berechnet.  

 

 

 

 

 

 

Tabelle 16: Untersuchte Hirnregionen 

Abkürzung Name der Hirnregion 
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pScx L1-4 Primär somatosensorischer Kortex, Laminae 1 - 4 

pScx L5-6a Primär somatosensorischer Kortex, Laminae 5 - 6a 

mCC Mediales Corpus callosum 

lCC Laterales Corpus callosum 

GD Gyrus dentatus 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Darstellung der untersuchten Hirnregionen nach immunhistochemischer Färbung 
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3.4 Immunfluoreszenzfärbung 

3.4.1 Prinzip der Immunfluoreszenzfärbung 

Die Immunfluoreszenzfärbung stellt neben der immunhistochemischen Färbung ein weiteres 

Verfahren zur Detektion von Proteinen im Gewebe dar und beruht auf folgenden Prinzip: 

 

 

Der Primärantikörper bindet selektiv an das Epitop des 

gesuchten Proteins im Gewebe (Abbildung 12 A). 

 

Der fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper ist gegen 

den Primärantikörper gerichtet ist. Er bindet im zweiten 

Schritt an den Primärantikörper (Abbildung 12 B). 

 

Abbildung 12: Schematische 
Darstellung der 
Immunfluoreszenzfärbung 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop wird der 

Fluoreszenzfarbstoff zum Leuchten angeregt (Abbildung 

12 C). 

 

Die Immunfluoreszenzfärbung ermöglicht zudem die Färbung unterschiedlicher Proteine durch 

verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine 

Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit ALDH1L1 und GFAP durchgeführt. 
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3.4.2 Durchführung der Immunfluoreszenzfärbung 

Um standardisierte und vergleichbare Farbergebnisse zu erhalten, wurde die Färbung aller 

Schnitte nach dem gleichen Färbeprotokoll durchgeführt (siehe Tabelle 20). 

Der erste Tag des Färbeprotokolls der Immunfluoreszenzfärbung gleicht dem ersten Tag der 

indirekten ABC-Methode. Die zwei Primärantikörper wurden jeweils simultan über Nacht 

inkubiert. Am zweiten Tag der Färbung wurden die beiden fluoreszierenden 

Sekundärantikörper gleichzeitig auf die Schnitte pipettiert und inkubiert. Um ein vorzeitiges 

Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden, wurden die Objektträger in allen 

folgenden Schritten vor Lichteinfall geschützt. In einem nächsten Schritt wurden die Schnitte 

mit DAPI-Lösung inkubiert, um die Zellkerne blau anzufärben. Das Eindecken erfolgte direkt 

aus dem destilliertem Wasser mit einem Fluoreszenzeindeckmedium. Die Lagerung der 

fertigen Schnitte erfolgte lichtgeschützt im Kühlschrank, um ein Ausbleichen des 

Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern. 

Die Herstellung der verwendeten Lösungen und das Protokoll der 

Immunfluoreszenzdoppelfärbung sind in den Tabellen 17 -21 zusammengefasst. 

Tabelle 17: Lösungen der Immunfluoreszenzfärbung 

Lösung Herstellung 

PBS (10X) Stocklösung  477,75 g PBS-Pulver in 5 L Aqua 
destillata auflösen 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf 
pH=7,40 

PBS (1X) Gebrauchslösung  PBS (10X) und Aqua destillata im 
Verhältnis von 1:10 lösen 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf 
pH=7,40 

5 % Normal Goat Serum (NGS)  2,5 ml NGS in 47,5 ml PBS (1X) lösen 

 Aliquotieren (1 ml) und bei -20 °C lagern 

Citrat-Puffer  10,5 g Citrat in 4,5 L Aqua destillata lösen 

 Mit HCl erfolgt die Einstellung auf pH=6,0 

Tris/EDTA-Puffer  6,05 g Tris und 1,85 g EDTA in 5 L Aqua 
destillata lösen 

 Mit NaOH erfolgt die Einstellung auf 
pH=9,0 

DAPI Stock A  10 mg Bisbenzimid-DAPI in 1 ml Aqua 
destillata lösen 

DAPI Stock B  10 µg DAPI Stock A in 1 ml Aqua 
destillata lösen 

DAPI-Lösung  50 µl DAPI Stock B in 450 µl Aqua 
destillata lösen 



  

38 

 

 

Tabelle 18: Verwendete Primärantikörper 

Antikörper Hersteller Produktnummer Verdünnung Demaskierung Lösung 

ALDH1L1 Abcam ab87117 1:1000 Tris/EDTA 5 % NGS 

GFAP Abcam ab4674 1:1000 Tris/EDTA 5 % NGS 

Tabelle 19: Verwendete fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller Produktnummer Lösung 

Goat anti rabbit Alexa 
Fluor 488 

Life 
Technologies/Invitrogen 

A11008 5 % NGS 

Goat anti chicken Alexa 
Flour 594 

Life 
Technologies/Invitrogen 

A11042 5 % NGS 

Tabelle 20: Zuordnung von Primär- zu Sekundärantikörpern 

Primärantikörper Hergestellt in Passender Sekundärantikörper 

ALDH1L1 Rabbit Goat anti rabbit Alexa Fluor 488 

GFAP Chicken Goat anti chicken Alexa Flour 594 

Tabelle 21: Protokoll der Immunfluoreszenzfärbung 

Tag 1  

Arbeitsschritt Durchführung Zeit 

Entparaffinierung  Xylol 

 Xylol 

 Xylol 

 Xylol 50 %/Ethanol 50 % 

 Ethanol 100 % 

 Ethanol 100 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 50 % 

 Aqua destillata 

 10 min 

 10 min 

 10 min 

 5 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

Antigendemaskierung 
(fakultativ) 

 OT in Plastikküvette stellen und mit 
Tris/EDTA- oder Citrat-Puffer füllen. 

 In der Mikrowelle zum Kochen bringen 

 Bei reduzierter Leistung köcheln 

 Abkühlen im Wasserbad bei 
Raumtemperatur 

 
 

 3 min 

 a 

 10 min 

 20 min 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Blockierung  Pipettieren von je 100 µl 5 % NGS pro 
OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 A 

 A 

 60 min 

Inkubation der 
Primärantikörper 

 Pipettieren von je 100 µl 
Primärantikörperlösung pro OT 

 A 

 A 
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 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Kühlschrank bei    4 °C 

 Über 
Nacht 

Tag 2 

Waschschritt  PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Inkubation der 
fluoreszierenden 
Sekundärantikörper 
(Lichtgeschützt) 

 Pipettieren von je 100 µl 
Sekundärantikörperlösung pro OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 60 min 

Waschschritt 
(Lichtgeschützt) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

Avidin/Biotin-HRP-
Komplex (Lichtgeschützt) 

 Enzymkonjugat aus A und B je 1:50 in 
PBS (1X) verdünnt herstellen und 
lichtgeschützt lagern 

 Pipettieren von je 100 µl 
Enzymkonjugatlösung pro OT 

 Inkubation in der feuchten Kammer im 
Wärmeschrank bei 26 °C 

 30 min 

 a 

 a 

 a 

 a 

 60 min 

Waschschritt 
(Lichtgeschützt) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 PBS (1X) 

 5 min 

 5 min 

 5 min 

DAPI-Färbung 
(Lichtgeschützt) 

Unter dem Abzug: 

 Pipettieren von je 100 µl DAPI-Lösung 
(1:50) pro OT 

 Inkubation in der Feuchtkammer 

 OT in Küvette mit Leitungswasser 
spülen 

 OT in Küvette mit Aqua destillata spülen 

 A 

 A 

 A 

 10 min 

 10 sec 

 10 sec 

 a 

 5 min 

Hämalaun-Färbung  Schaukel mit OT in Hämalaun stellen 

 Spülen unter fließendem 
Leitungswasser 

 Schaukel mit OT in Küvette mit Aqua 
destillata stellen 

 30 sec 

 a 

 5 min 

 a 

 5 min 

Dehydrierung  Ethanol 50 % 

 Ethanol 70 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 96 % 

 Ethanol 100 % 

 Ethanol 100 % 

 Xylol 50 %/Ethanol 50 % 

 Xylol 

 Xylol 

 Xylol 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 3 min 

 5 min 

 10 min 

 10 min 

 10 min 

Eindecken des Gewebes 
(Lichtgeschützt) 

 Eindecken der OT mit DePex-
eindeckmedium und Deckgläschen. 

 Bei Raumtemperatur trocknen 

 A 

 AA 

 Über 
Nacht 
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3.4.3 Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung 

Für die Auswertung der Immunfluoreszenzdoppelfärbung wurden folgende ROIs definiert, die 

in Tabelle 22 und Abbildung 13 dargestellt sind: 

Tabelle 22: Untersuchte Hirnregionen 

Abkürzung Name der Hirnregion 

pScx L1 - 2 Primär somatosensorischer Kortex, Laminae 1 - 2 

pScx L3 - 4 Primär somatosensorischer Kortex, Laminae 3 - 4 

pScx L5-6a Primär somatosensorischer Kortex, Laminae 5 - 6a 

lCC Laterales Corpus callosum 

GD Gyrus dentatus 

 

Abbildung 13: Darstellung der untersuchten Hirnregionen nach Immunfluoreszenzfärbung 

Die angefertigten Fluoreszenzdoppelfärbungen wurden mit einem Konfokal-Mikroskop (DSU 

Olympus BX51WI) in 40-facher Vergrößerung eingescannt. Dabei wurde immer eine 

Hemisphäre pro Schnitte in drei Farbkanälen (blau, rot und grün) eingescannt. 

Die Analyse der eingescannten Schnitte wurde mithilfe des Programms Stereo Investigator 

durchgeführt. Mithilfe der Funktion „roi“ wurden die folgenden Regionen im Gehirn wie in 

Abbildung 13 umrahmt und die jeweilige Fläche bestimmt. 
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Es wurde die Anzahl folgender Zellen in den ROIs bestimmt: ALDH1L1+/GFAP-, ALDH1L1-

/GFAP+ und ALDH1L1+ /GFAP+ Zellen. Unter Berücksichtigung der Fläche des ROIs wurde 

über den Quotienten Zellzahl/Fläche die jeweilige Zelldichte berechnet. 

3.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der bestimmten Zelldichten erfolgte mithilfe des Programms 

GraphPad Prism (Version 8.4.3 für Mac, GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

Alle Daten sind als arithmetisches Mittel ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM = Standard 

Error of the Mean) angegeben.  

Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit einem ungepaarten T-Test, gefolgt von 

einer Welch-Korrektur auf Signifikanz getestet.  

P-Werte ≤ 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Zur Angabe des 

Signifikanzniveaus wurden die folgenden Symbole verwendet: *p ≤ .05, **p ≤ .01, ***p ≤ .001, 

ns = nicht signifikant.
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4. Ergebnisse 

Das Cuprizone-Modell dient der reproduzierbaren Untersuchung neurodegenerativer 

Teilaspekte der MS und stellt Begleitreaktion wie Astrozyten- und Mikrogliaaktivierung dar. 

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden der primär somatosensorischer Kortex, das 

Corpus callosum und der Gyrus dentatus des Hippocampus als "region of interest" hinsichtlich 

der Astrozyten und ihrer Reaktion auf die stattgefundene Demyelinisierung durch Cuprizone 

beurteilt.  

Nach 5-wöchiger Behandlung der Tiere mit 0,25 % Cuprizone wurde die Expression der fünf 

verwendeten Antikörper GFAP, ALDH1L1, Vimentin, BLBP und S100β im Vergleich zur 

Kontrollgruppe untersucht und ausgewertet. 

4.1 Erhöhte GFAP-Expression in neokortikalen Astrozyten und Astrozyten der weißen 

Substanz nach Toxin-induzierter Demyelinisierung 

Unter Kontrollbedingungen konnten in allen analysierten Hirnregionen GFAP+ Astrozyten 

ähnlicher Morphologie beobachtet werden. Wenn Zellkörper angeschnitten wurden, waren 

diese rund und GFAP-, zudem zeigten sich lange GFAP+ Zellfortsätze (Abbildung 14 H). 

Bereits in den Gehirnen der Kontrolltiere zeigten die Astrozyten des Gyrus dentatus eine hohe 

GFAP-Expression (Abbildung 14 G, 14 M). Im Gegensatz dazu konnte im Corpus callosum 

nur eine geringe und im primär somatosensorischen Kortex keine wesentliche astrozytäre 

GFAP-Expression beobachtet werden (Abbildung 14 B, 14 E, 14 K, 14 M). 

 

Nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation zeigten die Astrozyten im Corpus callosum und in den 

angrenzenden kortikalen Schichten einen aktivierten Phänotyp mit geschwollenem Zellkörper 

und verdickten GFAP+ Zellfortsätzen (Abbildung 14 D,14 F).  

In den oberflächlichen Schichten des primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus 

dentatus ließ sich keine Veränderung der Astrozytenmorphologie und der GFAP-Positivität im 

Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen (Abbildung 14 J, 14 L).  

Hinsichtlich der Zelldichte konnten zwei unterschiedliche Tendenzen beobachtet werden: Im 

Corpus callosum und im primär somatosensorischen Kortex zeigte sich ein starker Anstieg der 

Dichte GFAP+ Astrozyten. Im Gyrus dentatus blieb die Dichte GFAP+ Astrozyten im Vergleich 

zur Kontrollgruppe unverändert (Abbildung 14 M). 

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die anti-GFAP-Immunhistochemie eine sensitive 

Methode für die Visualisierung aktivierter neokortikaler Astrozyten und Astrozyten der weißen 

Substanz darstellt. Eine Aktivierung archikortialer Astrozyten konnte mittels anti-GFAP-

Immunhistochemie nicht festgestellt werden. 
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Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von GFAP vergleichend bei Kontrolltieren und 
nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 
 
(A) zeigt eine HE-Färbung auf Höhe des rostralen Hippokampus in der Übersicht (Sidman et al., 1971). 
(B) und (C), (E) und (F), (G) und (J) sowie (K) und (L) zeigen eine anti-GFAP immunhistochemische 
Färbung des lateralen (LCC) und medialen Corpus callosum (MCC), des Gyrus dentatus (GD) sowie 
des primär somatosensorischen Kortex (pScx) bei einem Kontrolltier und nach 5-wöchiger Cuprizone- 
Intoxikation. (D) zeigt beispielhaft einen aktivierten Astrozyten bei Cuprizone-behandelten Tieren. (H) 
zeigt beispielhaft einen Astrozyten im Kontrolltier. (M) zeigt die Dichte GFAP+ Astrozyten in den 
Kontrolltieren und nach Cuprizone-Behandlung in den betrachteten Hirnregionen. Die Abbildungen 
zeigen nach Cuprizone-Intoxikation einen deutlichen Anstieg der GFAP-Expression und eine 
Astrozytenaktivierung im Corpus callosum und im primär somatosensorischen Kortex. Maßstab = 1000 
µm (B, C, K, L); Maßstab = 500 µm (G, J); Maßstab = 100 µm (E, F); Maßstab = 25 µm (D, H) 
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4.2 Erhöhte ADLH1L1-Expression in Astrozyten der weißen Substanz nach Toxin-

induzierter Demyelinisierung 

In Tieren der Kontrollgruppe ließen sich zwei morphologisch unterschiedliche ADLH1L1+ 

Astrozytenpopulationen voneinander abgrenzen. Typ 1 zeichnete sich durch einen ADLH1L1-

freien Zellkörper aus. Vom Zellkörper ausgehend waren dünne, meist verzweigte ALDH1L1+ 

Zellfortsätze im Territorium des Astrozyten sichtbar (Abbildung 15 K). Typ 2 besaß einen 

ADLH1L1+ Zellkörper, wohingegen die Fortsätze und ihre Verzweigungen keine anti-

ALDH1L1-Immunreaktivität aufwiesen (Abbildung 15 L). 

Unter Kontrollbedingungen zeigten die Astrozyten des Corpus callosum keine ADLH1L1-

Expression (Abbildung 15 B, 15 D, 15 P). Anders verhielt es sich in neo- und archikortikalen 

Schichten. Sowohl im primär somatosensorischen Kortex als auch im Gyrus dentatus konnte 

eine hohe astrozytäre ADLH1L1-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 15 G, 15 J, 15 

P). 

Die anti-ADLH1L1-Immunreaktivität zeigte in den untersuchten Hirnregionen der Kontrolltiere 

eine ungleichmäßige Verteilung. So ließen sich im Bereich des primär somatosensorischen 

Kortex und im Gyrus dentatus fleckförmige, komplett ADLH1L1-freie Bereiche nachweisen, 

welche oftmals Gefäße umrahmten (Abbildung 15 G, 15 J). 

 

Nach 5-wöchiger Cuprizone-Behandlung der Tiere zeigten sich insbesondere in den tiefen 

Schichten des primär somatosensorischen Kortex und im Corpus callosum mehr (Hyperplasie) 

und größere (Hypertrophie) ADLH1L1+ Astrozyten. Die Zellen zeigten den Phänotyp eines 

aktivierten Astrozyten mit deutlich vergrößertem ADLH1L1- Zellkörper und geschwollenen 

ADLH1L1+ Fortsätzen (Abbildung 15 F, 15 N). 

In den oberflächlichen Schichten des primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus 

dentatus konnte augenscheinlich keine Veränderung der Astrozytenmorphologie im Vergleich 

zur Kontrollgruppe festgestellt werden. 

Im Corpus callosum kam es zu einem deutlichen Anstieg der Dichte ADLH1L1+ Astrozyten, 

wohingegen im primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus dentatus nur eine geringe 

Steigerung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen war (Abbildung 15 P). 

Die bereits in der Kontrollgruppe beschriebenen ADLH1L1-freien Bereiche im Gyrus dentatus 

und primär somatosensorischen Kortex waren nach Cuprizone-Intoxikation nicht mehr 

vorzufinden (Abbildung 15 H, 15 M). 

 

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dass die anti-ADLH1L1-Immunhistochemie 

ein sensitives Verfahren für den Nachweis aktivierter Astrozyten in der weißen Substanz 

darstellt. Die Aktivierung archi- und neokortikaler Astrozyten ließ sich nicht ausreichend 

visualisieren. 
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Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis von ADLH1L1 vergleichend bei Kontrolltieren 
und nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 
 
(A) zeigt eine HE-Färbung auf Höhe des rostralen Hippokampus in der Übersicht (Sidman et al., 1971). 
(B) und (C), (D) und (E), (G) und (H) sowie (J) und (M) zeigen eine anti-ALDH1L1 immunhistochemische 
Färbung des lateralen (LCC) und medialen Corpus callosum (MCC), des Gyrus dentatus (GD) sowie 
des primär somatosensorischen Kortex (pScx) bei einem Kontrolltier und nach 5-wöchiger Cuprizone- 
Intoxikation. (F) und (N) zeigen beispielhaft aktivierte Astrozyten bei Cuprizone-behandelten Tieren. (H) 
und (K) zeigen beispielhaft ADLH1L1+ Astrozyten vom Typ 1 und Typ 2. (P) zeigt die Dichte ALDH1L1+ 
Astrozyten in den Kontrolltieren und nach Cuprizone-Behandlung in den betrachteten Hirnregionen. Die 
Abbildungen zeigen nach Cuprizone-Intoxikation einen deutlichen Anstieg der ALDH1L1-Expression 
und eine Astrozytenaktivierung im Corpus callosum. 
Maßstab = 1000 µm (B, C, J, M); Maßstab = 500 µm (G, H); Maßstab = 100 µm (D, E); Maßstab = 25 
µm (F, K, L, N) 
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4.3 Kolokalisation von ADLH1L1 und GFAP in Astrozyten nach Toxin-induzierter 

Demyelinisierung 

In einer weiteren Untersuchung wurde die ADLH1L1- und GFAP-Expression in Astrozyten von 

Tieren, die 5 Wochen mit Cuprizone behandelt wurden, verglichen.  

Hierzu führten wir eine anti-ADLH1L1/anti-GFAP Immunfluoreszenzdoppelfärbung durch, 

welche eine Kolokalisation von ALDH1L1 und GFAP in Astrozyten ermöglichte. 

ALDH1L1+/GFAP+ Astrozyten zeigten einen ADLH1L1-/GFAP- Zellkörper und 

ALDH1L1+/GFAP+ Zellfortsätze. Im primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus dentatus 

konnten zudem ALDH1L1+/GFAP+ Verzweigungen der Zellfortsätze beobachtet werden 

(Abbildung 16 B, 16 C). 

Im Bereich des primär somatosensorischen Kortex konnten viele ADLH1L+ Astrozyten und 

wenige GFAP+ Astrozyten beobachtet werden. Nur ein sehr geringer Anteil der Astrozyten 

exprimierte sowohl ADLH1L1 als auch GFAP und war somit doppelt-positiv (Abbildung 16 D). 

Anders verhielt es sich in im lateralen Corpus callosum und im Gyrus dentatus. In beiden 

Regionen konnten viele ADLH1L1+ und nur geringfügig weniger GFAP+ Astrozyten 

nachgewiesen werden, von denen ein Großteil ADLH1L1 und GFAP koexprimierte (Abbildung 

16 D). 

 

Insgesamt konnten die Untersuchungen zeigen, dass aktivierte Astrozyten der weißen 

Substanz und des Archikortex häufig ADLH1L1 und GFAP koexprimieren. Im Neokortex 

hingegen konnten nur wenige ADLH1L1+/GFAP+ Astrozyten beobachten werden, die meisten 

Astrozyten stellten sich ADLH1L1+/GFAP- dar. 
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Abbildung 16: Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit ADLH1L1 und GFAP nach 5-wöchiger 
Cuprizone-Intoxikation  
 
(A) zeigt eine Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit ADLH1L1 (rot) und GFAP (grün) nach 5-wöchiger 
Cuprizone-Intoxikation im lateralen Corpus callosum (LCC), im Gyrus dentatus (GD) und im primär 
somatosensorischen Kortex (pScx). Die weißen Boxen veranschaulichen ADLH1L1+/GFAP+ Astrozyten 
welche in (B) und (C) in höherer Auflösung gezeigt werden. (D) zeigt die Zelldichte ADLH1L1+, GFAP+ 

und ADLH1L1+/GFAP+ Astrozyten nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation.  
Maßstab = 100 µm (A); Maßstab = 25 µm (B,C) 
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4.4 Erhöhte Vimentin-Expression in archi- und neokortikalen Astrozyten und Astrozyten 

der weißen Substanz nach Toxin-induzierter Demyelinisierung 

Unter Kontrollbedingungen zeigten sich in allen analysierten Hirnregionen Vimentin+ 

Astrozyten ähnlicher Morphologie. Sie zeichneten sich durch einen Vimentin- Zellkörper und 

durch Vimentin+, stark verzweigte Zellfortsätze aus (Abbildung 17 H). 

Eine moderate astrozytäre Vimentin-Expression konnte im Corpus callosum, im Gyrus 

dentatus und den oberen Schichten des primär somatosensorischen Kortex beobachtet 

werden. In den tiefen Schichten des primär somatosensorischen Kortex befanden sich keine 

Vimentin exprimierenden Astrozyten (Abbildung 17 B, 17 D, 17 G, 17 K, 17 M). 

 

Nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation nahm die Vimentin-Positivität der Astrozyten im 

Corpus callosum und im Gyrus dentatus stark zu. Auf morphologischer Ebene zeigte sich ein 

aktivierter Phänotyp mit stark geschwollenem Zellkörper und verlängerten, sowie verdickten 

astrozytären Zellfortsätzen (Abbildung 17 F). 

Im primär somatosensorischen Kortex konnte hingegen keine Veränderung der 

Astrozytenmorphologie im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. 

Im Corpus callosum und im Gyrus dentatus sowie in den tiefen Schichten des primär 

somatosensorischen Kortex kam es zu einem deutlichen Anstieg der Dichte Vimentin+ 

Astrozyten, wohingegen in den oberflächlichen Schichten des primär somatosensorischen 

Kortex keine wesentliche Änderung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen war 

(Abbildung 17 C, 17 E, 17 J, 17 L, 17 M). 

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die anti-Vimentin-Immunhistochemie eine sensitive 

Methode für die Visualisierung aktivierter archikortikaler Astrozyten, Astrozyten tiefer kortikaler 

Schichten und Astrozyten der weißen Substanz darstellt. Für den Nachweis aktivierter 

neokortikaler Astrozyten der oberflächlichen Schichten erwies sich die anti-Vimentin-

Immunhistochemie als ungeeignet. 
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Abbildung 17: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin vergleichend bei Kontrolltieren 
und nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 
 
(A) zeigt eine HE-Färbung auf Höhe des rostralen Hippokampus in der Übersicht (Sidman et al., 1971). 
(B) und (C), (D) und (E), (G) und (J) sowie (K) und (L) zeigen eine anti-Vimentin immunhistochemische 
Färbung des lateralen (LCC) und medialen Corpus callosum (MCC), des Gyrus dentatus (GD) sowie 
des primär somatosensorischen Kortex (pScx) bei einem Kontrolltier und nach 5-wöchiger Cuprizone- 
Intoxikation. (F) zeigt beispielhaft einen aktivierten Astrozyten bei Cuprizone-behandelten Tieren. (H) 
zeigt beispielhaft einen Astrozyten im Kontrolltier. (M) zeigt die Dichte Vimentin+ Astrozyten in den 
Kontrolltieren und nach Cuprizone-Behandlung in den betrachteten Hirnregionen. Die Abbildungen 
zeigen nach Cuprizone-Intoxikation einen deutlichen Anstieg der Vimentin-Expression und der 
Astrozytenaktivierung in allen betrachteten Hirnregionen mit Ausnahme der Laminae I - IV des pScx. 
Maßstab = 1000 um (B, C, K, L); Maßstab = 500 um (G, J); Maßstab = 100 um (D, E); Maßstab = 25 
um (F, H) 
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4.5 Erhöhte BLBP-Expression in Astrozyten der weißen Substanz und Astrozyten tiefer 

neokortikaler Schichten nach Toxin-induzierter Demyelinisierung 

Unter Kontrollbedingungen konnten zwei unterschiedliche BLBP+ Astrozytenpopulationen 

beobachtet werden. Typ 1 zeigte einen BLBP-freien Zellkörper und BLBP+ Primärfortsätze 

ohne weitere Verzweigungen (Abbildung 18 H). Astrozyten vom Typ 2 wiesen einen 

rundlichen, BLBP+ Zellkörper auf, ohne dass eine Färbung von Zellortsätzen ersichtlich wurde 

(Abbildung 18 M). 

Astrozyten des primär somatosensorischen Kortex und des Gyrus dentatus zeigten in den 

Kontrolltieren eine mäßige BLBP-Expression (Abbildung 18 G, 18 L, 18 P). Im Corpus 

callosum konnte keine astrozytäre BLBP-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 18 B, 

18 D, 18 P). 

 

Nach 5-wöchiger Intoxikation mit Cuprizone kam es zu einer starken Hyperplasie und 

Hypertrophie der Astrozyten im Corpus callosum und in den tiefen Schichten des primär 

somatosensorischen Kortex. Die Astrozyten zeigten einen aktivierten Phänotyp mit stark 

geschwollenen BLBP+ Zellkörpern und verlängerten BLBP+ Fortsätzen (Abbildung 18 F).  

Im Gyrus dentatus und in den oberflächlichen Schichten des primär somatosensorischen 

Kortex konnte nur eine geringe Aktivierung der Astrozyten beobachtet werden. Im Vergleich 

zur Kontrollgruppe zeigten sie eine geringe Hypertrophie der Zellkörper und Zellfortsätze 

(Abbildung 18 K). 

Im Corpus callosum kam es zu einem starken Anstieg der Dichte BLBP+ Astrozyten (Abbildung 

18 C, 18 E, 18 P), wohingegen im primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus dentatus 

nur eine geringe Steigerung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen war (Abbildung 18 

J, 18 N, 18 P). 

 

Die Untersuchungen zeigten, dass die anti-BLBP-Immunhistochemie ein geeignetes 

Verfahren für den Nachweis aktivierter Astrozyten in der weißen Substanz und in den tiefen 

Schichten des primär somatosensorischen Kortex darstellt. Für die Darstellung aktivierter 

archikortikaler Astrozyten und Astrozyten oberflächlicher Kortexschichten zeigte sich das 

Verfahren nur bedingt geeignet. 
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Abbildung 18: Immunhistochemischer Nachweis von BLBP vergleichend bei Kontrolltieren und 
nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation  
 
(A) zeigt eine HE-Färbung auf Höhe des rostralen Hippokampus in der Übersicht. (B) und (C), (D) und 
(E), (G) und (J) sowie (L) und (N) zeigen eine anti-BLBP immunhistochemische Färbung des lateralen 
(LCC) und medialen Corpus callosum (MCC), des Gyrus dentatus (GD) sowie des primär 
somatosensorischen Kortex (pScx) bei einem Kontrolltier und nach 5-wöchiger Cuprizone- Intoxikation. 
(F) und (K) zeigen beispielhaft aktivierte Astrozyten bei Cuprizone-behandelten Tieren. (H) und (M) 
zeigen beispielhaft BLBP+ Astrozyten vom Typ 1 und Typ 2. (P) zeigt die Dichte BLBP+ Astrozyten in 
den Kontrolltieren und nach Cuprizone-Behandlung in den betrachteten Hirnregionen. Die Abbildungen 
zeigen nach Cuprizone-Intoxikation einen deutlichen Anstieg der BLBP-Expression und eine 
Astrozytenaktivierung im Corpus callosum. 
Maßstab = 1000 µm (B, C, L, N); Maßstab = 500 µm (G, J); Maßstab = 100 µm (D, E); Maßstab = 25 
µm (F, H, K, M) 
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4.6 Keine erhöhte S100β-Expression in Astrozyten nach Toxin-induzierter 

Demyelinisierung 

In den Tieren der Kontrollgruppe zeigten sich in allen analysierten Hirnregionen mäßig S100β+ 

Astrozyten mit S100β+ Zellkörpern und Primärfortsätzen (Abbildung 19 J). 

Zudem konnte im primär somatosensorischen Kortex, im Gyrus dentatus und im lateralen 

Corpus callosum eine deutliche astrozytäre S100β-Expression beobachtet werden (Abbildung 

19 B, 19 F, 19 H, 19 N). Im medialen Corpus callosum ließ sich nur eine moderate S100β-

Expression der Astrozyten feststellen (Abbildung 19 D, 19 N). 

 

Nach 5-wöchiger Intoxikation mit Cuprizone konnte keine Zunahme der S100β-Positivität der 

Astrozyten beobachtet werden. Es kam zu keiner Veränderung des Phänotyps der S100β+ 

Astrozyten. Zudem konnte keine wesentliche Veränderung der astrozytären S100β-

Expression festgestellt werden, die Dichte S100β+ Astrozyten bliebt unverändert (Abbildung 

19 C, 19 E, 19 G, 19 L, 19 N). 

 

Insgesamt konnten die Untersuchungen zeigen, dass die anti-S100β-Immunhistochemie kein 

geeignetes Verfahren für den Nachweis aktivierter Astrozyten im Cuprizon-Modell darstellt. 
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Abbildung 19: Immunhistochemischer Nachweis von S100β vergleichend bei Kontrolltieren und 
nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 
 
(A) zeigt eine HE-Färbung auf Höhe des rostralen Hippokampus in der Übersicht (Sidman et al., 1971). 
(B) und (C), (D) und (E), (F) und (G) sowie (H) und (L) zeigen eine anti-S100β immunhistochemische 
Färbung des lateralen (LCC) und medialen Corpus callosum (MCC), des Gyrus dentatus (GD) sowie 
des primär somatosensorischen Kortex (pScx) bei einem Kontrolltier und nach 5-wöchiger Cuprizone- 
Intoxikation. (M) zeigt beispielhaft einen aktivierten Astrozyten bei Cuprizone-behandelten Tieren. (J) 
und (K) zeigen beispielhaft Astrozyten vom Typ 1 und Typ 2. (N) zeigt die Dichte S100β+ Astrozyten in 
den Kontrolltieren und nach Cuprizone-Behandlung in den betrachteten Hirnregionen. Die Abbildungen 
zeigen nach Cuprizone-Intoxikation keinen Anstieg der S100β-Expression und keine 
Astrozytenaktivierung. 
Maßstab = 1000 µm (B, C, H, L); Maßstab = 500 µm (F, G); Maßstab = 100 µm (D, E); Maßstab = 25 
µm (J, K, M) 
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5. Diskussion 

5.1 Astrozyten und ihre Rolle in der Pathogenese der MS 

Die MS ist eine erworbene, chronisch-entzündliche, demyelinisierende Erkrankung des ZNS, 

die zur Ausbildung entzündlicher Läsionen in der weißen und grauen Substanz führt. Obwohl 

weltweit etwa 2 Millionen Menschen von MS betroffen sind, ist es bis heute noch nicht 

gelungen, die Pathogenese der MS genau zu klären (Kingwell et al., 2013).  

Zahlreiche Forschungsarbeiten konnten bislang nur Therapieansätze entwickeln, die eine 

Symptomlinderung oder eine Verlangsamung des Fortschreitens des Krankheitsverlaufs 

herbeiführen (Steinman & Zamvil, 2006). Eine Heilung der MS ist bis heute nicht möglich. 

Um den Pathomechanismus der MS zu verstehen und therapeutische Ansätze entwickeln zu 

können, bedient man sich experimenteller Tiermodelle. Bislang wurden eine Vielzahl an 

experimentellen Tiermodellen entwickelt, da es bisher nicht möglich ist, alle Teilaspekte der 

MS-Erkrankung in einem einzigen Tiermodell abzubilden.  

Ein wichtiges, im Rahmen dieser Arbeit verwendete Modell, ist das Cuprizone-Modell, welches 

den neurodegenerativen Teilaspekt der MS unter Ausschluss autoimmunvermittelter, 

inflammatorischer Prozesse darstellt. 

Astrozyten bilden die Mehrheit der Makroglia im ZNS und erfüllen dort vielfältige Funktionen. 

So spielen sie eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des Gehirnes (Powell & Geller, 1999; 

Ullian et al., 2001) und sichern die Integrität der Blut-Hirn-Schranke (Sofroniew, 2015). Zudem 

regulieren Astrozyten zahlreiche Stoffwechselfunktionen des ZNS (Ransohoff & Brown, 2012) 

und die neuronal synaptische Übertragung (Santello & Volterra, 2010; Ventura & Harris, 1999).  

Astrozyten reagieren auf Schädigungen des Gehirns mit einer reaktiven Astrogliose. Die 

Veränderung findet sowohl auf zellulärer, funktioneller und molekularer Ebene statt (Farina et 

al., 2007; Rothhammer & Quintana, 2015) und äußert sich morphologisch durch Proliferation, 

Hypertrophie und Ausbildung einer Glianarbe (Faulkner et al., 2004; Pekny & Nilsson, 2005).  

Astrozyten sind maßgeblich an der Pathogenese der MS beteiligt. Jüngste Beobachtungen 

haben gezeigt, dass Astrozyten bereits früh und aktiv an der Krankheitsentstehung teilnehmen 

(Farina et al., 2007; Ponath et al., 2017; Sofroniew, 2015) und somit weit mehr Aufgaben 

erfüllen, als nur die Ausbildung eine Glianarbe nach abgeschlossener Demyelinisierung. 

Astrozyten rekrutieren Lymphozyten (Farina et al., 2007; Ransohoff & Brown, 2012) und tragen 

zur Gewebsschädigung bei (Káradóttir, Cavelier, Bergersen, & Attwell, 2005; Pitt, Werner, & 

Raine, 2000; T. Smith, Groom, Zhu, & Turski, 2000). Weiterhin konnte beobachtet werden, 

dass Astrozyten antiinflammatorisch wirken und die Reparatur von MS-Läsionen fördern 

(Sofroniew, 2015). 
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5.2 Astrozyten sind eine heterogene Zellpopulation im Cuprizone-Modell 

Mehrere Indizien deuten darauf hin, dass Astrozyten eine heterogene Zellpopulation 

darstellen. Bereits 1918 konnte gezeigt werden, dass es zwei Astrozytenpopulationen gibt, die 

sich in ihrer Morphologie voneinander unterscheiden (de Gruyter, 1986): Protoplasmatische 

und fibrilläre Astrozyten.  

Astrozyten zeigen eine große Heterogenität hinsichtlich ihrer Entwicklung, ihrer Morphologie 

und ihrer Genexpression (Bayraktar et al., 2014; Chaboub & Deneen, 2012) und unterscheiden 

sich in ihren physiologischen Eigenschaften und ihrer Reaktion auf pathologische Ereignisse 

(Farmer & Murai, 2017; Haim & Rowitch, 2017). 

Es konnte gezeigt werden, dass kortikale und hippokampale Astrozyten stärker verzweigte 

Fortsätze und ein größeres Territorium besitzen als Astrozyten aus subkortikalen Regionen 

(Bushong et al., 2002; Morel, Higashimori, Tolman, & Yang, 2014). Weiterhin wurde 

beobachtet, dass die astrozytäre Expression der Glutamattransporter GLAST und GLT1 

abhängig von der ZNS-Region variiert (Danbolt, 2001; Kerkerian, Nieoullon, & Dusticier, 1982; 

Regan et al., 2007).  

In einer weitere Studie konnte zudem gezeigt werden, dass Astrozytenkulturen aus dem 

Mittelhirn und dem Kortex ein regionsspezifisches basales Profil der Zytokinexpression und 

eine regionsspezifische Regulation der Zytokinexpression nach Stimulation mit 

Lipopolysacchariden (LPS) aufweisen (Kipp et al., 2008). 

Jüngste Studien wiesen nach, dass sich Astrozyten nicht nur zwischen den einzelnen 

Hirnregionen unterscheiden, sondern auch innerhalb einer Hirnregion. So konnte im Kortex 

von Mäusen eine schichtspezifische molekulare und morphologische Diversität der Astrozyten 

beobachtet werden (Lanjakornsiripan et al., 2018). 

Astrozyten spielen eine wichtige Rolle in fast allen Bereichen des ZNS von der Modulation der 

Synapsen bis hin zur Aufrechterhaltung des Stoffwechsels. Um den komplexen Bedürfnissen 

des ZNS gerecht zu werden, liegt die Vermutung nahe, dass Astrozyten eine heterogene 

Zellpopulation darstellen.  

Ziel dieser Arbeit war es Ähnlichkeiten und Unterschiede hinsichtlich Astrozytenzahlen und 

ihrer Morphologie während der Toxin-induzierten Demyelinisierung aufzudecken. 

Mithilfe von immunhistochemischen Färbungen wurde die Expression von fünf verschiedenen 

Antikörpern GFAP, ADLH1L1, BLBP, S100β und Vimentin im Cuprizon-Tiermodell untersucht 

und die Ergebnisse mit den Werten der Kontrollgruppe verglichen. 

 

GFAP wurde erstmals 1969 in Plaques von MS Patienten nachgewiesen (Eng et al., 1971) 

und wird von Astrozyten als auch  von enterischen Gliazellen, Schwann-Zellen, Lymphozyten, 

myoepithelialen Zellen, Lebersternzellen, Chondrozyten und Fibroblasten exprimiert 



  

56 

 

(Bianchini et al., 1992; Carotti et al., 2008; Hainfellner et al., 2001; Kato et al., 1990; Riol et al., 

1997; Viale et al., 1991). 

Die Funktion von GFAP in Astrozyten als stabilisierendes Intermediärfilament ist bereits lange 

bekannt (Liedtke et al., 1996). Neuere Forschungsergebnisse zeigten, dass GFAP viele 

weitere Funktionen ausübt. GFAP spielt eine Rolle bei der Erhaltung der Integrität der Blut-

Hirn-Schranke sowie in der Koordination von Zellmigration, Zellproliferation und 

Zellkommunikation (Liedtke et al., 1996; Rutka & Smith, 1993; Weinstein et al., 1991).  

Das 49 kDA schwere Protein GFAP gehört zur Gruppe der Typ III Intermediärfilamente (Deka 

et al., 2015). Bislang sind neben der am häufigsten vorkommenden Variante des humanen 

GFAP Protein GFAPα neun weitere Varianten beschrieben worden, welche durch alternatives 

Spleißen entstehen (Blechingberg et al., 2007; Hol et al., 2003; Nielsen et al., 2002; Roelofs 

et al., 2005; Zelenika et al., 1995). Es wird angenommen, dass die Multifunktionalität des 

Proteins auf die Expression verschiedener GFAP-Varianten zurückzuführen ist (Middeldorp & 

Hol, 2011). 

Neben den beschriebenen physiologischen Funktionen ist GFAP auch an einer Vielzahl von 

pathologischen Prozessen beteiligt.  

Studien konnten 2001 erstmals Mutationen des GFAP-Gen nachweisen, die zur Alexander-

Krankheit führen und damit das erste Beispiel einer primär genetischen astrozytären Störung 

darstellt. Die Alexander-Krankheit stellt eine schwere neurologische Erkrankung dar, die als 

pathologisches Korrelat Rosenthal-Fasern aufweist, die sowohl GFAP als auch 

Hitzeschockproteine enthalten (Brenner et al., 2001). 

Jüngste Untersuchungen konnten 2016 eine neue Autoimmunerkrankung nachweisen, die 

sich durch das Vorhandensein von Autoantikörpern gegen das GFAP-Protein manifestiert. Die 

als Autoimmune GFAP Astrozytopathie bezeichnete Erkrankung führt zu einer ausgeprägten 

Meningoenzephalomyelitis (Kimura et al., 2019). 

Der Anstieg oder Abfall der GFAP-Expression spiegelt Veränderungen der Astrozytenaktivität 

wider, die mit verschiedenen pathologischen Prozessen des ZNS einhergehen (Eng et al., 

2000). 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Abnahme der GFAP-Expression mit Depressionen 

korreliert (Johnston-Wilson et al., 2000), wohingegen eine Zunahme im Zusammenhang mit 

Autismus entdeckt wurde (Laurence & Fatemi, 2005). Des Weiteren zeigten Studien eine 

Korrelation zwischen erhöhten GFAP-Spiegeln im Liquor und akuten Verletzungen des ZNS 

wie Traumata oder Hirninfarkte (Aurell et al., 1991; Hausmann, Riess, Fieguth, & Betz, 2000). 

Studien im Bereich der Tumorforschung gaben Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen 

einer verminderten GFAP-Expression und dem Wachstum von Gliomen (Rutka et al., 1997). 

Zudem hat sich das Serum-GFAP als nützlicher diagnostischer Marker für das Glioblastoma 

multiforme erwiesen (Jung et al., 2007). 



  

57 

 

Die Rolle von GFAP im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankung wurde durch 

zahlreiche Studien untersucht. Eine Veränderung der GFAP-Expression konnte 

beispielsweise bei Morbus Alzheimer, der Amyotrophen Lateralsklerose, Morbus Huntington, 

Morbus Parkinson, Morbus Pick und MS nachgewiesen werden (Eng et al., 2000). 

Studien zur MS zeigten, dass GFAP sowohl mit der Schwere und dem Fortschreiten der 

Krankheit als auch mit dem Ausmaß der Neuroinflammation korreliert (Axelsson et al., 2011; 

Kassubek et al., 2017; Petzold et al., 2002). 

Astrozyten reagieren auf pathologische Prozesse im ZNS auf eine typische Art und Weise, die 

als Astrogliose bezeichnet wird und durch einen Anstieg der GFAP-Expression 

gekennzeichnet ist. Dies macht GFAP grundsätzlich zu einem guten Marker für Astrozyten. 

Jedoch zeigten Untersuchungen der letzten Jahre, dass immunhistochemische Färbungen mit 

GFAP nicht die Gesamtheit der Astrozytenmorphologie mit ihren fein verzweigten Fortsätzen 

darstellen (Bushong et al., 2002; Walz & Lang, 1998). Trotz dieser Einschränkungen ist GFAP 

bis heute der am häufigsten verwendete Astrozytenmarker. 

Studien am Cuprizone-Modell konnten bisher zeigen, dass es nach Cuprizone-induzierter 

Demyelinisierung zu einer erhöhten astrozytären GFAP-Expression und zu einer Hypertrophie 

der Astrozyten im Corpus callosum und im Kortex kommt (Buschmann et al., 2012; Gudi et al., 

2011; Hibbits, Yoshino, Le, & Armstrong, 2012; Schmidt et al., 2013). Diese Ergebnisse 

konnten wir durch unsere Untersuchungen bestätigen. Nach 5-wöchiger Cuprizone-

Intoxikation kam es zu einer erhöhten GFAP-Expression im Bereich des Corpus callosum und 

des primär somatosensorischen Kortex. Weiterhin zeigten die Astrozyten einen aktivierten 

Phänotyp mit vergrößertem GFAP- Zellkörper und verlängerten, sowie stärker verzweigten, 

GFAP+ Zellfortsätzen. 

Im Bereich des Gyrus dentatus konnten keine Veränderung der Astrozytenmorphologie und 

der Dichte GFAP+ Astrozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Diese 

Beobachtungen stehen kontrovers zu einer früheren Studie, die nach Cuprizone-Induktion 

eine Hyperplasie und Hypertrophie GFAP+, hippokampaler Astrozyten nachweisen konnte. 

Nach Cuprizone-Induktion fand im Hippocampus eine Demyelinisierung mit 

Mikrogliaktivierung und Astrozytenaktivierung statt. (Norkute et al., 2009). In den 

durchgeführten Beobachtungen kam es bereits unter Kontrollbedingungen zur einer hohen 

astrozytäre GFAP-Expression. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass es zwar zu einer 

Astrozytenaktivierung kam, sich diese allerdings nicht in der Bestimmung der Zelldichte 

wiederspiegelt.  

 

Das Protein ADLH1L1 gehört zu der Familie der Aldehyd-Dehydrogenasen und wurde 1968 

erstmals in Leberzellen beschrieben (Kutzbach & Stokstad, 1971). Während der 

Embryogenese wird ADLH1L1 von radialen Gliazellen exprimiert (Y. Yang et al., 2011), im 
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reifen ZNS konnte eine ADLH1L1-Expression vor allem in Astrozyten beobachtet werden 

(Neymeyer et al., 1997). 

ADLH1L1 katalysiert die Reaktion von 10-FTHF zu THF und CO2 und ist an der de-novo-

Biosynthese und Regeneration von Methionin beteiligt. Somit übt ADLH1L1 einen 

maßgeblichen Einfluss auf die Zellteilung und -proliferation aus (Krupenko, 2009). 

Der Effekt von ADLH1L1 auf die Zellteilung und -proliferation konnte in Studien im Bereich der 

Tumorforschung bestätigt werden. Eine Überexpression des Proteins führte zur Hemmung der 

Proliferation und zur Apoptose von Tumorzellen (Oleinik & Krupenko, 2003). Weiterhin konnte 

eine stark verminderte ADLH1L1-Expression in verschiedenen Tumorzelllinien beobachtet 

werden (Krupenko & Oleinik, 2002).  

Auch während der frühen ZNS-Entwicklung scheint ADLH1L1 eine wichtige Rolle zu spielen. 

So zeigten Studien einen Zusammenhang zwischen ADLH1L1 und dem Auftreten von 

Neuralrohrdefekten (Anthony & Heintz, 2007). 

ADHL1L1 wurde 2008 erstmals als Astrozytenmarker eingesetzt. Studien an Mäusen und 

Ratten konnten zeigen, dass mithilfe der anti-ADHL1L1 Immunhistochemie Astrozyten 

einschließlich ihrer stark verzweigten Fortsätze markiert werden können. Im Gegensatz dazu 

zeigten sich mithilfe der anti-GFAP Immunhistochemie nur die Primärfortsätze der Astrozyten 

(Cahoy et al., 2008).  

Wir konnten mit unseren Beobachtungen bestätigen, dass ADLH1L1+ Astrozyten in den 

Kontrolltieren viele verzweigte, ADLH1L1+ Zellfortsätze aufwiesen, der Zellkörper hingegen 

stelle sich als ADLH1L1- dar (Typ 1). Zusätzliche konnten wir einen zweiten Zelltyp 

identifizieren, der nur einen ADLH1L+ Zellkörper besaß, ohne dass Zellfortsätze ersichtlich 

wurden (Typ 2). Somit ist anzunehmen, dass es zwei unterschiedliche ADLH1L1+ 

Astrozytenpopulationen gibt. Astrozyten vom Typ 1 transportieren das Protein ADLH1L1 nach 

der Herstellung in die Zellfortsätze, wohingegen es bei Astrozyten vom Typ 2 im Zellkern oder 

im perinukleären Plasma verbleibt. 

Nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation zeigten sich im Corpus callosum und im primär 

somatosensorischen Kortex hyperplastische und hypertrophe Astrozyten mit stark 

vergrößertem ADLH1L1- Zellkörper und verlängerten ADLH1L1+ Fortsätzen. Astrozyten vom 

Typ 2 waren nicht nachweisbar. In den oberflächlichen Schichten des primär 

somatosensorischen Kortex und im Gyrus dentatus konnte mithilfe der anti-ALDH1L1 

Immunhistochemie keine Astrozytenaktivierung nachgewiesen werden. Die Dichte ADLH1L1+ 

Astrozyten nahm im Corpus callosum stark zu, im primär somatosensorischen Kortex und im 

Gyrus dentatus hingegen konnte nur ein leichter Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe 

festgestellt werden. Diese Erkenntnisse bestärken die Annahme, dass aktivierte Astrozyten im 

Cuprizone-Modell in Bereichen starker Demyelinisierung und deren umgebenden 

Hirnregionen, verstärkt ADLH1L1 exprimieren. 
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Grundsätzlich decken sich unsere Beobachtungen mit den Studien, die sich bislang mit der 

Expression von ADLH1L1 in aktivierten Astrozyten beschäftigt haben. Es konnte gezeigt 

werden, dass es im Rahmen akuter Gehirnverletzungen sowie bei neurodegenerativen 

Zuständen zu einem Anstieg der ADLH1L1-Expression kommt (Y. Yang et al., 2011). 

Weiterhin konnte ein Anstieg der ALDH1L1-Expression nach Lysolecitihin-vermittelter 

Demyelinisierung beobachtet werden (Yoon et al., 2017). 

Erste Studien an Ratten und Mäusen zur Kolokalisation von ADLH1L1 und GFAP in Astrozyten 

konnten zeigen, dass alle GFAP+ Zellen gleichzeitig ADLH1L1+ sind, wohingegen nicht alle 

ADLH1L1+ Zellen gleichzeitig GFAP+ waren (Cahoy et al., 2008). 

In unseren Untersuchungen zur Kolokalisation von ADLH1L1 und GFAP konnten wir 

beobachten, dass sich nach 5-wöchiger Cuprizone-Induktion im Corpus callosum und im 

Gyrus dentatus die meisten Astrozyten doppel-positiv für beide Antikörper darstellten. Im 

primär somatosensorischen Kortex hingegen fanden sich neben vielen ADLH1L1+/GFAP- nur 

wenige doppelt-positive Astrozyten. Letztere Beobachtung lässt die Vermutung zu, dass es im 

primär somatosensorischen Kortex zwei Astrozytenpopulationen gibt: ADHL1L1+ Astrozyten, 

welche GFAP exprimieren und ADLH1L1+ Astrozyten welche kein GFAP exprimieren. 

 

Vimentin ist an zahlreichen physiologischen Funktionen wie der Zelldifferenzierung, -

proliferation, -migration, -adhesion und -invasion aktiv beteiligt (Boraas & Ahsan, 2016; Eckes 

et al., 2000; Nieminen et al., 2006; Richardson et al., 2018). 

Das 57 kDA schwere Protein wird von allen mesenchymalen Zellen, darunter auch Astrozyten 

(Sharp, Osborn, & Weber, 1982), exprimiert. 

Auch in der Pathogenese vieler Erkrankungen spielt Vimentin eine wichtige Rolle. 

Beobachtungen im Bereich der Arthritis-Forschung beschäftigten sich mit der Verwendung von 

Vimentin als diagnostischer Marker. Erste Ergebnisse deuteten darauf hin, dass mutiertes 

citrunilliertes Vimentin ein geeigneter Marker für die Diagnose der Rheumatoiden Arthritis und 

für das Monitoring einer Therapie mit Infliximab ist (Nicaise Roland et al., 2008). 

Viele Studien zur Tumorforschung konnten bisher Hinweise auf eine Beteiligung von Vimentin 

an der Pathogenese von Tumorerkrankungen geben. Beispielsweise zeigte sich eine erhöhte 

Koexpression von Vimentin und Keratin in Melanomzellen, die zu einer erhöhten Zellmigration 

führte (Chu et al., 1996). Untersuchungen zum Lungen- und Mammakarzinom zeigten, dass 

Vimentin an Prozessen der Tumorentstehung und der Metastasierung aktiv beteiligt ist (Kidd 

et al., 2014; Kokkinos et al., 2007).  

Die Rolle von Vimentin als Astrozytenmarker wurde bereits im Rahmen mehrerer Studien 

untersucht (Potokar, Morita, Wiche, & Jorgačevski, 2020). Eine post-mortem Untersuchung 

des Hirngewebes von MS-Patienten zeigte im Bereich der MS-Läsionen zahlreiche Vimentin+ 

Astrozyten vom protoplasmatischen und fibrillären Typ (Yamada et al., 1992).  
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In unseren Beobachtungen konnten wir unter Kontrollbedingungen eine hohe Dichte Vimentin+ 

Astrozyten nachweisen. Sie zeichneten sich durch stark verzweigte Vimentin+ Zellfortsätze 

und durch einen Vimentin- Zellkörper aus. Vimentin wird vor zahlreichen mesenchymalen 

Zellpopulationen exprimiert und ist somit nicht spezifisch für Astrozyten (Sharp et al., 1982). 

Dennoch ließ sich die Astrozytenmorphologie einschließlich der stark verzweigten Fortsätze 

sehr gut visualisieren, sodass Astrozyten aufgrund ihrer morphologischen Erscheinung gut 

von anderen Vimentin+ Strukturen abgegrenzt werden konnten. 

Auch die Vimentin-Expression wurde bereits als Indikator für aktivierte Astrozyten untersucht 

(Fuller et al., 2007; Nash, Ioannidou, & Barnett, 2011). Beobachtungen der letzten Jahre 

zeigten, dass es nach Schädigung des Gehirns durch Schlaganfall oder Trauma zu einer 

erhöhten astrozytären Vimentin-Expression kommt.  

Auch im Kontext der MS konnten diese Beobachtungen bestätigt werden. So wurden in post-

mortem Gewebeschnitten von MS-Patienten aktivierte Astrozyten nachgewiesen, welche 

vermehrt Vimentin exprimierten (Yamada et al., 1992). Darüber hinaus zeigten 

immunhistochemische Studien an Mäusen, dass es nach Cuprizone-Intoxikation zu einem 

Anstieg der astrozytären Vimentin-Expression kommt. Der Anstieg zeigte sich am stärksten 

im Corpus callosum und weniger ausgeprägt im angrenzenden Kortex (Hibbits et al., 2012) 

Ganz ähnliche Befunde ergaben sich in unseren Untersuchungen nach 5-wöchiger Cuprizone-

Intoxikation. Im gesamten Corpus callosum kam es zu einem deutlichen Anstieg der Dichte 

Vimentin+ Astrozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem konnte auch in den tiefen 

Schichten des primär somatosensorischen Kortex und im Gyrus dentatus eine deutlich erhöhte 

Dichte Vimentin+ Zellen festgestellt werden, wohingegen in den oberflächlichen kortikalen 

Schichten keine Veränderung im Vergleich zur Kontrollgruppe sichtbar wurde. 

Auch auf morphologischer Ebene konnte die Astrozytenaktivierung durch die anti-Vimentin-

Immunhistochemie visualisiert werden. Astrozyten des Corpus callosum und des Gyrus 

dentatus zeigten einen aktivierten Phänotyp mit stark geschwollenem Zellkörper und 

verlängerten, verzweigten Zellfortsätzen. Im Bereich des primär somatosensorischen Kortex 

war hingegen keine augenscheinliche Veränderung der Astrozytenmorphologie ersichtlich. 

 

Das Protein BLBP gehört zur Familie der fettsäurebindenden Proteine und wird hauptsächlich 

von Astrozyten und Oligodendrozyten-Vorläuferzellen exprimiert (Owada et al., 1996; Sharifi 

et al., 2013). 

Das 14 - 15 kDA schwere Protein wurde erstmals 1994 in murinen Neuroepithelzellen 

nachgewiesen und besteht aus zehn antiparallelen Beta-Faltblättern, die von zwei Alpha-

Helices überlagert werden. 
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BLBP beteiligt sich an der Modulation der intrazellulären Verteilung der Fettsäuren und könnte 

somit einen Einfluss auf Signaltransduktion und genregulatorische Aktivitäten ausüben (Kipp, 

Clarner, et al., 2011; Owada et al., 1996). 

BLBP scheint zudem an einer Vielzahl pathologischer Mechanismen im ZNS aktiv beteiligt zu 

sein. 

Mehrere Studien konnten einen Assoziation von BLBP mit einer schlechten Prognose des 

malignen Glioms nachweisen (Godbout, Bisgrove, Shkolny, & Day, 1998; Kagawa et al., 2019; 

Kaloshi et al., 2007; Liang et al., 2005; Tso et al., 2006). Zudem konnte eine Einflussnahme 

von BLBP auf die Zellmorphologie von malignem Gliomen beobachtet werden (Mita et al., 

2007).  

In einer weiteren Studie konnte eine erhöhte BLBP Expression in Astrozyten nach 

Gehirnverletzung (Sharifi et al., 2011) nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang 

wurde berichtet, dass Docosahexaensäure (DHA), ein Ligand von BLBP, Neuronen und 

Astrozyten nach Hirnischämie und Rückenmarksverletzungen vor Zelldegeneration schützt, 

was auf eine Rolle von BLBP bei der Regulierung von ZNS-Schäden hindeutet (Belayev et al., 

2011). 

Auch im Kontext von MS-Tiermodellen wurde die Rolle von BLBP bereits untersucht. Zwei 

verschiedene BLBP+ Zelltypen zeigten sich in einer Beobachtung am Cuprizone-Modell: 

BLBP+/GAFP+ Zellen mit vielen Zellfortsätzen und rundliche BLBP+/GFAP- Zellen ohne 

Zellfortsätze (Kipp, Clarner, et al., 2011). 

In unseren Beobachtungen konnte das Vorkommen von zwei unterschiedlichen BLBP+ 

Astrozytenpopulationen bestätigt werden. Astrozyten vom Typ 1 zeigten einen BLBP- 

Zellkörper und kurze BLBP+ Zellfortsätze, wohingegen Astrozyten vom Typ 2 einen BLBP+ 

Zellkörper ohne Zellfortsätze aufwiesen. 

Mehrere Studien beschäftigten sich bisher mit dem Zusammenhang zwischen 

Astrozytenaktivierung und BLBP-Expression in MS-Tiermodellen. Beobachtungen am Modell 

der MOG-induzierten EAE an Mäusen zeigten, dass es zur Akkumulation BLBP+/GFAP+ Zellen 

im Rückenmark von Mäusen kam. Drei Wochen später konnten hypertrophe BLBP+ Astrozyten 

am Rande der Läsionen beobachtet werden (Bannerman et al., 2007). 

Studien am EAE-Modell zeigten einen Anstieg der BLBP-Expression in Astrozyten in der 

Frühphase der EAE (Kamizato et al., 2019). 

Weitere Beobachtungen legten nahe, dass die BLBP-Expression in aktivierten Astrozyten eine 

positive Korrelation mit dem Remyelinisierungsversagen sowie eine negative Korrelation mit 

der Krankheitsdauer aufweist (Kipp, Gingele, et al., 2011). 

Ähnliche Ergebnisse konnten wir bei unseren Untersuchungen nach 5-wöchiger Cuprizone-

Intoxikation erheben. Es kam zu einer Aktivierung BLBP+ Astrozyten, welche stark vergrößerte 

BLBP+ Zellkörper und verlängerte BLBP+ Fortsätze aufwiesen. Die Aktivierung zeigte sich 
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insbesondere im Corpus callosum und in den tiefen Schichten des primär somatosensorischen 

Kortex, wo es zu einer starken Zunahme der Dichte BLBP+ Astrozyten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe kam. In den oberflächlichen Schichten des primär somatosensorischen Kortex 

und im Gyrus dentatus hingegen fiel die Zunahme geringer aus. Das Ausmaß der Aktivierung 

BLBP+ Astrozyten deckte sich somit mit dem Ausmaß der Demyelinisierung des Cuprizone-

Tiermodells. 

 

S100β gehört zur Familie der calciumbindenden S100-Proteine und wird im ZNS vor allem von 

Astrozyten, weiteren Gliazellen und bestimmten Neuronensubpopulationen exprimiert (Didier 

et al., 1986; Ferri et al., 1982; Ludwin et al., 1976; Marenholz et al., 2004; Rickmann & Wolff, 

1995).  Das 21 kDA schwere Protein wurde 1977 erstmals aus bovinen Gehirnzellen isoliert 

(Isobe et al., 1977). Es besitzt vier Bindestellen für Calcium, wobei die Bindungsaffinität für 

Calcium durch die Bindung von Kupfer und Zink an das Protein reguliert wird (Heizmann & 

Cox, 1998; Isobe et al., 1978). Ein Vielzahl intrazellulärer Mechanismen wie die 

Zellproliferation und -differenzierung (Arcuri et al., 2005; Baudier et al., 1992; Millward et al., 

1998), die Calcium-Homöostase (Gentil et al., 2001; Pozdnyakov et al., 1997), verschiedene 

Enzymaktivitäten (Brozzi et al., 2009; Tsoporis et al., 2009; Zimmer & Van Eldik, 1986) und 

der Aufbau und Erhalt des Zytoskeletts (Baudier & Cole, 1988; Donato, 1988; Mbele et al., 

2002) werden durch S100β reguliert.  Sowohl der Liquor- als auch der S100β-Spiegel im Blut 

werden als verlässliche Biomarker für akute Hirnverletzungen angesehen (Chong, 2016; de 

Azúa López et al., 2015; Thelin et al., 2017). Im Rahmen des Malignen Melanoms wird S100β 

zudem als Marker für Diagnose und Prognose verwendet (Brouard et al., 2000; Loppin et al., 

2007).  

S100β wurde auch im Zusammenhang mit der MS von mehreren Studien untersucht. Ende 

der 1970er Jahre wurden erstmals erhöhte extrazelluläre S100β-Konzentrationen im Liquor 

von MS-Patienten nachgewiesen (Michetti et al., 1979), in späteren Beobachtungen zeigte 

sich zudem eine Korrelation mit der Schwere der Erkrankung (Michetti et al., 2012).  

Die Rolle von S100β als Astrozytenmarker ist bislang noch nicht abschließend geklärt worden. 

In zwei Studien wurde gezeigt, dass S100β in oligodendroglialen Vorläuferzellen exprimiert 

wird, welche sich später zu reifen Oligodendrozyten differenzieren. (Deloulme et al., 2004; 

Hachem et al., 2005). Somit ist davon auszugehen, dass die S100β-Expression nicht auf die 

astrozytäre Zelllinie im ZNS beschränkt ist.   

Eine weiterführende Studie verglich die Expression des bekannten Astrozytenmarkers GFAP 

mit der von S100β und beobachtete das Vorkommen von sowohl S100β+/GFAP- als auch von 

S100β-/GFAP+ Astrozyten (Wang & Bordey, 2008).   
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Wir konnten zeigen, dass in allen von uns analysierten Hirnregionen mäßig S100β+ Zellen 

vorkamen. Die Zellen zeigten einen S100β+ Zellkörper als auch S100β+ Fortsätze ohne weitere 

Verzweigungen.  

Neben dem oben beschriebenen Zelltyp konnten wir einen weiteren, stark S100β+ Zelltyp ohne 

Zellfortsätze im Cingulum und Fornix beobachten. In einer noch nicht veröffentlichen Studie 

unserer Arbeitsgruppe konnte eine Koexpression von Olig2 beobachtet werden. Somit liegt 

die Vermutung nahe, dass es sich bei den stark S100β+/Olig2+ Zellen um Zellen der 

Oligodendrozytenzelllinie handelt.   

Untersuchung am EAE-Modell konnten bisher zeigen, dass es zu einem Anstieg der S100β-

Expression im frühen Stadium und im Verlauf der Erkrankung kommt (Grygorowicz, Wełniak-

Kamińska, & Strużyńska, 2016).  

Weiterführende Studien konnten unter Verwendung eines ex vivo-Demyelinisierungsmodells 

mit Lysophosphatidylcholin eine erhöhte astrozytäre S100β-Expression in der Phase der 

Demyelinisierung zeigen (Barateiro et al., 2016).  Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, 

dass es einen Zusammenhang zwischen der Astrozytenaktivierung und einer veränderten 

S100β-Expression gibt. Wir konnten diesen Zusammenhang im Cuprizone-Modell nicht 

bestätigen. Nach 5-wöchiger Cuprizone-Induktion konnte weder eine Veränderung der 

Morphologie S100β+ Astrozyten beobachtet werden, noch kam es zu einem deutlichen Anstieg 

der astrozytären S100β-Expression. In unseren Untersuchungen stellte sich die anti-S100β 

Immunhistochemie als Verfahren für den Nachweis aktivierter Astrozyten nach Cuprizone-

Intoxikation als ungeeignet dar. 

 

Zusammenfassend konnten wir im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass Astrozyten eine 

heterogene Zellpopulation darstellen. Sowohl unter Kontrollbedingungen als auch nach 5-

wöchiger Cuprizone-Intoxikation visualisierten die verwendeten Antikörper unterschiedliche 

Aspekte dieser Heterogenität. In der weißen Substanz kam es zu einer ausgeprägten 

Astrozytenaktivierung als in der grauen Substanz. Auf morphologischer Ebene zeigten die 

Astrozyten je nach verwendetem Antikörper unterschiedliche Phänotypen. Darüber hinaus 

zeigten unsere Ergebnisse, dass verschiedene Antikörper die Astrozytenaktivierung im 

Cuprizone-Modell unterschiedlich gut visualisieren (Tabelle 23). Mithilfe der anti-S100β 

Immunhistochemie konnte in keiner der analysierten Hirnregionen eine Astrozytenaktivierung 

dargestellt werden. 

Tabelle 233: Vergleich der Astrozytenmarker im Cuprizone Modell 

Region Bester Astrozytenmarker 

Mediales Corpus callosum BLBP 

Laterales Corpus callosum ALDH1L1 
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GFAP 

Archikortex Vimentin 

Neokortex GFAP 

 

Wichtige Fragen zur Astrozytenheterogenität müssen jedoch im Rahmen von weiterführenden 

Studien geklärt werden. Die Verwendung mehrerer Antikörper, die gegen verschiedene 

Epitope von Astrozyten gerichtet sind, könnte bei der Quantifizierung des Transkriptoms und 

der Visualisierung von Astrozyten helfen. Die ideale Antikörper-Kombination müsste hierbei 

für jede ZNS-Region und für jedes Tiermodell einzeln untersucht werden. Nur wenn wir es 

schaffen Astrozyten in ihrer Gesamtheit darzustellen, ist es uns möglich Rückschlüsse auf ihre 

Rolle in der Pathogenese der MS zu ziehen. 
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6. Zusammenfassung 

Die MS ist eine erworbene, chronisch-entzündliche, demyelinisierende Erkrankung des 

Zentralen Nervensystems. Sie äußert sich durch die Ausbildung entzündlicher Läsion in der 

weißen und grauen Substanz, welche abhängig von ihrer Lokalisation zu neurologischen 

Ausfällen führen.  

Experimentelle Tiermodelle, wie das Cuprizone-Modell, stellen Teilaspekte des 

Pathomechanismus der MS dar und helfen so, ihn besser zu verstehen und Therapieansätze 

zu entwickeln. 

Astrozyten gehören zur Gruppe der Makroglia im ZNS und erfüllen vielfältige Funktionen wie 

die Aufrechterhaltung der ZNS-Homöostase und die Regulierung von Neurodegeneration. 

Im Kontext der MS reagieren Astrozyten mit einer Astrogliose, welche sich morphologisch 

durch Proliferation, Hypertrophie und Ausbildung einer Glianarbe äußert. Es wird 

angenommen, dass Astrozyten eine aktive Rolle während der Demyelinisierung und der 

Remyeliniserung spielen und den Krankheitsverlauf sowohl positiv als auch negativ 

beeinflussen können. 

Astrozyten zeigen eine große Heterogenität hinsichtlich ihrer Entwicklung, ihrer Morphologie 

und ihrer Genexpression. 

Das Zytoskelettprotein GFAP gilt als der am weitesten verbreitete Marker für die Visualisierung 

von Astrozyten. Allerdings sind nicht alle Astrozyten GFAP+ und nicht alle GFAP+ Zellen sind 

Astrozyten, was zu einer Fehlinterpretation im Hinblick auf die Funktion von Astrozyten in 

physiologischen und pathologischen Prozessen führen kann. 

Neben GFAP existieren weitere Astrozytenmarker, wie Antikörper gegen die 

zytoplasmatischen Marker ADLH1L1 und Vimentin sowie gegen die nukleozytoplasmatischen 

Marker BLBP und S100β. Inwieweit diese Marker Astrozyten im ruhenden und aktivierten 

Zustand zuverlässig visualisieren ist bislang unzureichend geklärt. 

Ziel dieser Arbeit war es Ähnlichkeiten und Unterschiede hinsichtlich Astrozytenzahlen und 

Astrozytenmorphologie während der Toxin-induzierten Demyelinisierung aufzudecken. 

Hierfür wurden Gewebeproben von Versuchstieren nach 5-wöchiger Cuprizone-Intoxikation 

immunhistochemisch aufbereitet und im Hinblick auf die Expression von GFAP, ADLH1L1, 

Vimentin, BLBP und S100β untersucht. 

Insgesamt konnten wir durch unsere Untersuchungen zeigen, dass Astrozyten eine stark 

heterogene Zellpopulation darstellen. Die verwendeten Antikörper visualisieren verschiedene 

Aspekte dieser komplexen Heterogenität.  

Zukünftige Studien könnten verschiedene Antikörper-Kombinationen untersuchen, um so die 

Astrozyten in ihrer Gesamtheit darzustellen und Rückschlüsse auf ihre Rolle in der 

Pathogenese von Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose zu ziehen. 
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