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Abkurzungsverzeichnis

Abkulrzung Name

Aqua dest. Destilliertes Wasser

anti gegen

BA Bed nucleus of the accessory olfactory tract

Ca? Calcium

CEAC Central amygdalar nucleus, capsular part

CEAI Central amygdalar nucleus, lateral part

CEAmM Central amygdalar nucleus, medial part

CIS Clinically Isolated Syndrome/ klinisch isoliertes Syndrom
DMT Disease-modifying therapy

DNA Desoxyribonukleinsaure

dorsal hinten

DOS Donkey Serum/Esel-Serum

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

et al. und Kollegen

H20 Wasser

Kaudal Unterhalb, zum Schwanz hin

M Mol

MEA Medial amygdalar nucleus

Mg?* Magnesium

ml Milliliter

MRI Magnetic Resonance Imaging/ Magnetresonanztomographie
MS Multiple Sklerose

N. Nervus

NeuN Neuronal Nuclei

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PFA Perfusionslésung

PPMS primary progressive MS/ primar progredienten Form
RNA Ribonukleinsaure




ROI Region of interest

ROIs Regions of interest

RRMS relapsing-remitting MS/ schubférmig remittierenden MS
Seriennr.: Seriennummer

SI Substantia innominate

SH Sulfhydryl

SPMS secondary progressive MS/ sekundar progrediente Form
TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAP Total radical-trapping antioxidant parameter

ventral vorne

%

Prozent




1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist bekannt als Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer
Abnahme von zentralen Markscheiden, auch Demyelinisierung genannt, kommt. Sie zahlt

zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen bei jungen Erwachsenen.

(Epidemiologie) Wie bei den meisten Autoimmunerkrankungen, sind Frauen haufiger
betroffen als Manner und zwar zwei- bis dreimal haufiger (Stys et al., 2012).
Moglicherweise sind die Sexualhormone und deren Einfluss auf Nerven-, Hormon- und
Immunsystem ursachlich (Mendibe Bilbao et al., 2019). Die Erkrankung tritt rund um das
30. Lebensjahr gehauft auf. Ein Lebensjahrzehnt, in dem sich Frauen im gebarfahigen
Alter befinden (Alroughani et al., 2020). Auch Bevdlkerungsgruppen, die weiter entfernt
vom Aquator leben sind haufiger betroffen. Als Risikofaktoren gelten zum Beispiel ein
Vitamin-D-Mangel, Rauchen, Ubergewicht in jungen Jahren sowie eine Epstein-Barr-
Virusinfektion. Einfluss hat auch eine positive Familienanamnese. So haben Geschwister
von betroffenen Personen ein 30% hdheres Risiko an MS zu erkranken, als es die
Gesamtbevdlkerung hat (Shull et al., 2020).

(Atiologie/Pathophysiologie) Bisher wurde vermutet, dass es bei der Erkrankung nur zu
einer Veranderung der weiRen Substanz kommt (Chiang et al., 2019). Eine Metaanalyse
von Chiang und Kollegen konnte jedoch 2019 zeigen, dass auch die graue Substanz bei
der Erkrankung betroffen sein kann. So kann es zur Atrophie der grauen Substanz in
Thalamus, Putamen, Nucleus caudatus, sensomotorischem Cortex, Insel und auch der
Gyrus Cingulie kommen. Und das von Beginn der Erkrankung an (Chiang et al., 2019).
Uber die zeitlichen Ablaufe weiR man allerdings noch nicht eindeutig Bescheid (Eshaghi et
al., 2018). Der Subcortex, der auch als ,Barometer” fur diffuse Schaden des
Hirnparenchyms gilt, ist mit seinen zahlreichen reziproken Verbindungen anfallig flr
neurodegenerative Verdnderungen (Wagenknecht et al., 2016).

Die histopathologischen Veradnderungen der grauen Substanz zeigen sich nicht nur in
Demyelinisierung und an neurodegenerativen und neuronalen Schaden, sondern auch in
axonaler Hinsicht (Kipp et al., 2015).

So gehoren neben Demyelinisierung auch Gliaaktivierung, und inflammatorische Infiltrate,
zum Beispiel T-Zellen, die kérpereigene ZNS-Bestandteile wie etwa Myelin angreifen, auch
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zu der Erkrankung (Stys et al., 2012, Barnett and Prineas, 2004). Eine verénderte
Eisenakkumulation, die mittels spezieller Magnetic Resonance Imaging (MRI) Technik
ermittelt wurde, scheint urséchlich mit Neuroinflammation und Neurodegeneration
einherzugehen (Pudlac et al., 2020). Neben Eisenakkumulation fuhren mitochondriale
Dysfunktion oder Glutamat Exzitotoxizitat letztlich zu oxidativem Stress, der zum
neuronalen Zelltod fihren kann, sofern die Kompensationsmechanismen der Zelle nicht
mehr ausreichen (Azevedo et al., 2018).

Eine erste frihe Veranderung wurde bei Patienten mit schubférmiger remittierender MS
festgestellt und zeigte sich in Form von Oligodendrozytenapoptose, Mikrogliaaktivierung,
dem Vorhandensein von wenigen bis hin zu fehlenden Lymphozyteninfiltraten und/oder
Myelinphagozytose (Barnett et al., 2004).

Gehirnbiopsien von MS-Patienten und Gehirne von verstorbenen MS-Patienten zeigen
perivaskulare Infiltrate durch Makrophagen und T-Zellen sowie Demyelinisierung und
axonale Schaden (Stys et al., 2012). Diese autoreaktiven T- und B-Zellen sowie
dysfunktionale Oligodendrozyten fliihren zu Schaden am Myelin (Kipp et al., 2015). Doch
die genauen zugrundeliegenden pathologischen Mechanismen sind noch immer nicht

ausreichend erforscht (Cappellani et al., 2014).

(klinische Verlaufsformen) Es wird zwischen drei Formen der Erkrankung unterschieden.
Die Mehrzahl der betroffenen MS-Patienten (85%) leiden an der schubférmig
remittierenden MS (relapsing-remitting MS (RRMS)). Die RRMS ist gekennzeichnet durch
Symptome, die fir Wochen oder Monate auftreten und teilweise oder vollstandig wieder
abklingen. Die sekundar progrediente Form (secondary progressive MS ((SPMS)) verlauft
anfangs schubférmig, verschlechtert sich aber im Verlauf stetig. Die Mehrzahl der
Patienten, welche an der RRMS leiden, gehen im Verlauf in die SPMS Uber. Ein geringer
Prozentsatz der Patienten leidet unter der primar progredienten Form (primary progressive
MS ((PPMS)) die von Beginn an eine stetige Verschlechterung aufweist (Stys et al., 2012,
Kipp et al., 2015, Wagenknecht et al., 2016).

Neben diesen drei Formen wird auch der Begriff klinisch isoliertes Syndrom oder Clinically
Isolated Syndrome mit MS in Verbindung gebracht und fur ein mdgliches erstes Anzeichen
einer spateren MS-Erkrankung gehalten. CIS st gekennzeichnet durch frihe
neurologische Veranderungen, die in Form eines geanderten Metabolismus und
Demyelinisierung fur 48 Stunden oder langer auftreten konnen (Abidin et al., 2017; Henry
et al.,2008).



Ebenso sollte zwischen Phasen der akuten Inflammation sowie den chronischen Schéaden
unterschieden werden. Viele Axone Uberstehen eine Demyelinisierung bei einer akuten
Inflammation, jedoch kdnnen die Axone an langandauernder sowie chronischer
Demyelinisierung zu Grunde gehen (Azevedo et al., 2018).

Der Fortschritt sowie die Schwere der Erkrankung sind maf3geblich von der Menge an

degenerativen Veranderungen im ZNS abhangig (Stys et al., 2012).

(Symptome/Klinik) Diese Veradnderungen im Gehirn auf3ern sich durch kdorperliche,
sensorische und kognitive Einschrankungen, wobei sie je nach Ort der betroffenen Region
im Gehirn variieren (Burfeind et al., 2016; Cappellani et al., 2014). Ein typisches
anfangliches Symptom der MS ist etwa die einseitige Entziindung des N. opticus. Eine
Sehnervenentziindung kann allerdings auch gesondert von einer MS auftreten. Die
Symptome sind sehr &hnlich und konnen nur durch Kklinische Untersuchungen
unterschieden werden (Pudlac et al., 2020). Ebenso koénnen das Sehen von
Doppelbildern, schmerzhafte Augenbewegungen, Trigeminusneuralgie, der Verlust von
Sensibilitat im Gesicht, Nystagmus, motorische Stérungen, Ataxie, Harndranginkontinenz,
Obstipation, erektile Dysfunktion oder unspezifische Mudigkeit auftreten. So sollte man bei
einem Patienten, der unter 50 Jahre alt ist und einige neurologische Symptome zur
Vorgeschichte hat, die sich nach mehreren Tagen bis Wochen wieder gebessert haben,
auch an die Diagnose MS denken.

Differentialdiagnostisch kommen Erkrankungen wie verschiedene Vaskulitiden, eine HIV-
Infektion, Lyme-Borreliose, Schilddrisenfunktionsstérungen, oder Mangelernéhrung in

Frage, die zugleich abgeklart werden sollten (Shull et al., 2020).

(Diagnostik) Aktuell gibt es verschiedene Methoden, wie etwa radiologische Verfahren,
elektrophysiologische Messungen wie evozierte Potentiale oder Liquordiagnostik, zur
Untersuchung der inflammatorischen Komponente dieser Erkrankung. Im Gegensatz dazu
sind Verfahren zur Uberwachung der friilhen und spaten Neurodegeneration noch nicht
ausreichend entwickelt (Wagenknecht et al., 2016). Spezielle MRI-Techniken zur genauen
Darstellung der einzelnen Strukturen des Gehirns scheinen aber eine verlassliche
Methode zur Untersuchung und Uberwachung von Gehirnatrophie zu sein (Duan et al.,
2012).

Im Jahr 2020 haben Mezzaroba und Kollegen in ihrer Studie herausgefunden, dass
niedrige Plasma-Level von Zink, Adiponectin, TRAP und SH-Gruppen, die als

Antioxidantien gelten, mit der MS zu assoziieren sind und dass sie moglicherweise
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wichtige Biomarker in der Erkennung der Erkrankung sind (Mezzaroba et al., 2020).

Zur schnellen Diagnosesicherung der RRMS helfen die McDonald- Kriterien von 2017, die
unter anderem raumlich sowie zeitlich getrennte Lasionen im MRI fordern (Shull et al.,
2020).

(Therapie) Patienten mit einem akuten Schub, und solche mit akuten oder subakuten
Symptomen, das heil3t neurologischen Begleiterscheinungen flr einen Zeitraum von
maximal 24 Stunden, ohne dass ersichtliche Zeichen eines akuten Infektes oder Fiebers
erkennbar sind, sollten mit einem Kortison-Sto3 fur etwa funf Tage behandelt werden
(Shull et al., 2020).

Immunmodulatoren haben sich in gewisser Weise als effektiv in der Behandlung der MS
gezeigt (Chiang et al., 2019). Doch nicht jedes dieser Medikamente ist geeignet fur jeden
Patienten. Die Wahl des richtigen Medikaments ist essentiell fur die Behandlung der
Erkrankung (Bose and Freedman, 2020).

Aktuell stehen etwa 18 Disease-modifying therapy (DMT) krankheitsmodifizierende
Therapeutika oder Immunmodulatoren zur Verfugung. Eines der am meisten
Untersuchten, seit langem und haufig eingesetzten spezifischen Immunmodulatoren in der
Behandlung von MS ist Beta-Interferon. Es reduziert die Schubraten und verlangsamt den
Ubergang der RRMS in die SPMS (Chitnis and Prat, 2019; Bose and Freedman, 2020).
Natalizumab wurde als einer der ersten monoklonalen Antikdrper entwickelt, welcher den
Ubertritt von Leukozyten aus der Blutbahn ins Gehirn hemmt. Breitere Angriffspunkte hat
Fingolimod. Das Medikament fuihrt sowohl zu einer Hemmung der Immunreaktion, einer
Verminderung der Anzahl an T- und B-Zellen sowie Verbleib dieser in sekundaren
lymphatischen Organen als auch zu einer Hemmung des Eintritts von Entziindungszellen
in das Gehirn (Rommer et al., 2019).

Patienten mit aggressiven Formen der MS wie der PPMS profitieren durch den Einsatz
von Ocrelizumab. Auch dabei handelt es sich um einen monoklonalen Antikdrper, der das
Fortschreiten der Erkrankung hemmt. Er fuhrt jedoch zu keiner Heilung (Bigaut et al.,
2019).

Besonderes Augenmerk verlangen schwangere Patientinnen. Der Groliteil der
Medikamente ist in einer Schwangerschaft kontrainduziert. Beta-Interferon kann etwa in
einer Schwangerschaft bei klinischer Notwendigkeit nur gemeinsam mit Glatirameracetat
verabreicht werden. Cladribin und Alemtuzumab bewirken eine Reduktion von Ruckfallen

Uber einen langeren Zeitraum, jedoch muss die Patientin eine Wartezeit von bis zu 20
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Monaten nach Beginn einer Therapie einhalten, bevor es zu einer Schwangerschaft
kommen kann (Alroughani et al., 2020).

Neben medikamentdsen Therapien sollten begleitend auch nicht- medikamentdse wie
etwa Bewegung, Achtsamkeitstraining, Gleichgewichtsibungen, Aerobic oder
Gedachtnistraining durchgefuhrt werden (Shull et al., 2020).

1.2 Hirnatrophie

Hirnatrophie oder mit anderen Worten der Abbau von Gehirnmasse und eine damit
verbundene Abnahme von Gehirnvolumen sind natirliche Prozesse in unserem Korper.
So wie sich das Gehirn in der Kindheit entwickelt und wéchst, so nimmt es mit dem
Alterwerden wieder an Masse ab. Je nach Struktur des Gehirns ist der Abbau ganz
unterschiedlich, verlauft nicht nach Regeln, und ein exaktes Alter, in dem der Abbau
beginnt, ist nicht bekannt (Azevedo et al., 2019). Bei gesunden Menschen beschleunigt
sich der Abbau ab dem 60. Lebensjahr (Ghione et al., 2019). Nicht nur das Alter, sondern
auch Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson ziehen einen Abbau von Gehirnmasse
mit sich (Krajcovicova et al., 2019).

DarUber hinaus gibt es auch andere Faktoren wie etwa Ernédhrung, Infektionskrankheiten
oder Schockzustande, die das Gehirnvolumen beeinflussen und zu einer Verminderung
fuhren kdnnen (Sungura et al., 2020).

Bei der MS ist Atrophie oder auch Gewebeschwund ein wichtiger Bestandteil der
Erkrankung. Lange Zeit dachte man, dass sich lediglich die weil3e Substanz verandert.
Neuere Untersuchungen zeigten aber sowohl in der grauen als auch in der weil3en
Substanz Atrophie des Gehirns. Sie tritt in allen drei Krankheitstypen auf, und zwar sowohl
im frGhen wie im spéten Stadium. Auf3erdem gilt sie als zuverlassiger Marker fur
Neurodegeneration (Marciniewicz et al., 2019; Zivadinov et al., 2013; Rojas et al., 2016).
Die korperlichen Behinderungen sowie die Einschrankungen gehen mit dem Ausmald der
Atrophie der grauen Substanz einher. Atrophie der subkortikalen Regionen fihren etwa zu
einer Beeintrachtigung des Gedéachtnisses (Zivadinov et al., 2013). Umso wichtiger ist es,
die Erkrankung von Beginn an zu therapieren, um eine Atrophie zu vermindern (Rojas et
al., 2016).

Urséachlich fur eine Atrophie und somit die Abnahme von Gehirnmasse ist der Abbau von
Myelin und eine damit verbundene Demyelinisierung. Dartber hinaus sind auch die
Veranderung der Menge an Gewebewasser und der Verlust von Gliazellen relevant

(Marciniewicz et al.,, 2019). Nicht zu vernachlassigen ist eine Pseudoatrophie, welche
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durch einen Wasserverlust sowie eine verminderte Odembildung im Rahmen einer
antientzundlichen Therapie auftritt.

Wie bereits erwahnt, sind radiologische Verfahren wie MRI wesentliche Bestandteile in der
Messung und Uberwachung von Atrophie des Gehirns. Dariiber hinaus sind die
korperlichen Beeintrachtigungen des Patienten nicht zu vernachlassigen. Aus diesen
lassen sich Rickschlisse auf die betroffene Gehirnregion ziehen.

1.3 Tiermodelle/das Cuprizone-Modell

MS ist eine Erkrankung, die nur Menschen betrifft. Sie kommt in dieser Form bei Tieren
nicht vor. Aber Tiermodelle sind wichtig, um die verschiedenen Aspekte der Erkrankung
wie etwa Neuroinflammation, ihren Einfluss auf Demyelinisierung und neuronale Schaden
zu erforschen. Es gibt verschiedene Modelle wie etwa das autoimmune, das virale oder
das toxische Tiermodell, die alle ihre Vor- und Nachteile haben. Jedoch gibt es kein
Tiermodell, das alle Bestandteile der menschlichen MS-Erkrankung vereint (Pachner,
2011).

Das Cuprizone-Modell ist ein bereits vielfach durchgefiihrtes toxisches Tiermodell,
welches ideal zur Beobachtung von De- und Remyelinisierung bei Nagetieren ist (Zhen et
al.,, 2017). Bereits 1950 wurde Cuprizone, ein Kupfer-Chelator, erstmals von Gustav
Nilsson als eine empfindliche blaue Farbreaktion beschrieben, die entsteht, sobald es zu
einer Chelatisierung von Oxalylhydrazid und Cyclohexanon mit Kupfer-Salzen kommit.
Cuprizone scheint einen Einfluss auf den Kupferhaushalt der Tiere zu haben. So konnte
Carlton 1966 bei der Verabreichung von Cuprizone bei Mausen einen niedrigen Kupfer-
Serum-Spiegel feststellen und Untersuchungen hinsichtlich Demyelinisierung anstellen
(Carlton, 1966; Praet et al., 2014). Zatta und Kollegen wiederum zeigten in ihrer Studie
2005 das Gegenteil davon und wiesen erhdhte Kuper- sowie Zink- Spiegel nach (Zatta et
al., 2005).

Bis heute ist der genaue Mechanismus hinter der Funktion von Cuprizone noch unkKlar.
Man weil3, dass Kupfer ein wichtiger Cofaktor von einigen Enzymen wie der
mitochondrialen Zytochrom C Oxidase oder dem Komplex IV der Atmungskette ist
(Varhaug et al., 2019). Und man hat gesehen, dass sowohl ein Anstieg als auch ein Abfall
der Kupferionen moéglich ist (Matsushima und Morell, 2001; Zatta et al., 2005). AufRerdem
scheint Cuprizone nicht nur auf Oligodendrozyten, sondern auch auf Neurone eine

Wirkung zu haben. Die Rolle der Mitochondrien wurde bis jetzt unterschatzt, sie kénnen
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aber als Ausldser fur Demyelinisierung und axonalen Schaden fungieren (Varhaug et al.,
2020). Bereits 1966 beschrieb Carlton erstmals die toxische Wirkung von Cuprizone an
Mausen. Auch die Auswahl des passenden Versuchstieres, die Anschaffungskosten, die
Unterhaltung und die Handhabung spielen eine wichtige Rolle. So gibt es unter Nagetieren
etwa ein unterschiedliches Ansprechen auf die Gabe von Cuprizone. So sprechen
C57BL/6J-Méause besser auf Cuprizone an, als zum Beispiel Wistar- Ratten oder
Meerschweinchen (Carlton, 1966; Elsworth and Howell 1973; Love, 1988). Neben der
Tierart sind des Weiteren die Grof3e und das Geschlecht der Tiere von Bedeutung. Mause
mit geringerem Kdorpergewicht sprechen starker auf die Intoxikation an, als Mausen mit
vermehrtem Korpergewicht (Leopold et al., 2019). Viele Studien werden nur mit
mannlichen Mausen durchgefiuhrt (Mohammadi-Rad et al., 2019; Zhang et al., 2020; Zhen
et al., 2017; Mason et al., 2004; Hiremath et al., 1998), obwohl es bis jetzt noch nicht klar
ist, ob es geschlechtliche Unterschiede in der Auspragung der Demyelinisierung gibt.

Nicht unrelevant ist die Art der Verabreichung von Cuprizone an die Tiere. Es kann in
reiner Form dem normalen Futter zugegeben werden, es kann als fertig gepresste Pellets
oder auch mittels Magensonde direkt der Maus verabreicht werden (Zhen et al., 2017).
Letzteres wird angewendet, um sicherzugehen, dass jedes Tier eine auf sein

Korpergewicht abgestimmte Dosis erhalt (Zhen et al., 2017).

Um eine akute und verlassliche Demyelinisierung des Corpus callosum sowie anderer
Gehirnregionen zu erzielen, sollte Cuprizone uUber eine Dauer von 4-6 Wochen gefuttert
werden. Nach dieser Zeit kommt es zu einer Aktivierung von Mikroglia sowie Astrozyten
die sich in den Myelinscheiden einlagern (An et al., 2020). Die Dosis von etwa 400 mg/ kg
pro Tag bei der Futterung Uber eine orale Gavage/ orale Schlundsonde ist ideal, um eine
ausreichende Demyelinisierung zu erreichen sowie die toxischen Nebenwirkungen gering
zu halten und das Uberleben der Maus wahrend des Versuches zu sichern. Dosen von
etwa 1000 mg/ kg pro Tag Uber eine orale Schlundsonde fiihren innerhalb weniger Tage
zum Tod der Mause (Zhen et al., 2017).

Eine chronische Demyelinisierung wird durch eine zwolfwdchige oder langere Fltterung
von Cuprizone erreicht (Mason et al., 2004).

Bereits wahrend als auch nach einer sechs-wochigen Futterung mit Cuprizone kommt es
zu einer spontanen Remyelinisierung durch neu gebildete Oligodendrozyten (Zhen et al.,
2017). Nach zwolfwdchiger oder noch langer andauernder Futterung mit Cuprizone ist

eine Regeneration der Oligodendrozyten oder Demyelinisierung sparlich vorhanden, diese
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erreicht aber nicht mehr die anfangliche Anzahl der Oligodendrozyten (Mason et al., 2004).

1.4 Zielsetzung

Zeigt sich eine Verédnderung im Volumen von subkortikalen Regionen im chronischen

Cuprizone-Modell und welche Bedeutung hat diese?

Bereits von Beginn an kommt es zur Atrophie der grauen Substanz, jedoch sind die
Mechanismen dahinter sowie der zeitliche Ablauf bis heute noch nicht exakt geklart
(Eshaghi et al., 2018). Dieser Volumenverlust bei MS-Patienten zeigt sich besonders stark
in subkortikalen Kerngebieten, speziell dem Thalamus, Nucleus caudatus und Putamen.
Hingegen ist eine Atrophie im Bereich der kortikalen grauen Substanz sowie der weil3en
Substanz bei diesen Patienten eher gering (Cappellani et al., 2014; Bishop et al., 2016).

Diese Arbeit, die damit verbundenen Experimente und Analysen soll einen moglichen
Volumenverlust in einzelnen Bereichen des Subcortex am chronischen Cuprizone-Modell
der Maus untersuchen. Uberpriift werden soll, ob die Intoxikation von Cuprizone einen
signifikanten Volumenverlust von Basalganglien, Thalamus, Hypothalamus oder Capsula
interna auslost.

Im weiteren Verlauf soll untersucht werden, ob mit einem Volumenverlust auch gleichzeitig
ein Verlust von Neuronen in diesen Bereichen stattfindet.

Abschlie3end soll die Zelldichte des Cortex und des Subcortex errechnet werden, um die
Ergebnisse vergleichbar zu machen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen die Cuprizone-induzierten Verluste auf zellularer als
auch auf nicht-zellularer Ebene zeigen und somit weitere Hinweise auf die

Pathomechanismen von MS liefern, um weitere Therapiekonzepte zu entwickeln.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Laborbedarf

Laborbedarf Hersteller Bestellnummer/
Seriennummer
Deckglaschen fur Avantor/VWR 24x32mm ->631-0711
Objekttrager 24x40mm ->631-1573
24x50mm ->631-1574
24x60mm ->631-1575
Horizontalschittler SunLab SU1020

Kryostat Type CM 1950

Leica Microsystems

Seriennr.; 153072007

Magnetrihrer Combimag
RET

IKA Labortechnik

Seriennr.; 138782

MS1 Minishaker

IKA Labortechnik

Seriennr.: 004105

pH Meter SenTix81 Xylem Analytics Germany 103642
Sakes GmbH & Co. KG

Pipetten Eppendorf Eppendorf AG 3120000909

Research plus Einkanal-

Pipetten

Superfrost Objekttrager Thermo Scientific 12134682

VF2 Vortex Schuttler

IKA Labortechnik

Seriennr.; 708022

Vibrax VXR (Kreisschittler)

IKA Labortechnik

Seriennr.; 709700

12er-Wellplatten
unbeschichtet

Avantor/VWR

734-2778

Tabelle 1 zeigt die verwendeten Gerate sowie Laborbedarf mit Hersteller sowie Bestellnummern.
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2.2. Reagenzien und Antikorper

Chemikalien Hersteller Bestellnummer
5N HCL Merck 109911
2-Propanol (Isopropanol) VWR 20842.298
Aqua dest. hauseigene Filteranlage

Aqua bidest. ROTH 3478
bisBenzamide H33258 Sigma-Aldrich 14530
Chloralhydrat ROTH K318.1
Chrom 1l Kaliumsulfat Merck 101036
Cuprizone (Bis- Sigma-Aldrich C9012
((cyclohexanone))oxaldihydrazone)

DePeX Serva 18243.2
Donkey anti Mouse 1gG, Alexa Fluor 488 ThermoFisher A 21202
DOS Donkey Serum/Esel-Serum Sigma D9663
Essigsaure (Eisessig) 100% Merck 100063
Ethanol 99% vergallt CLN CLN-1006
Ethylenglycol Merck 109621
FluorePreserve Reagent Merck Millipore 345787
FluorSave Merck Millipore 345789
37% Formaldehyde ROTH P733.2
Gelatine Merck 104078
Glycerol 99% Aldrich G9012
Isopentan VWR 2487229
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Kresylviolett (Acetat) Waldeck 1A-400

Mausfutter Ssniff Ratte/Maus
Haltung Mehl
V1530-000

NaH2PO4 * H20 Merck Millipore 106349

NaH2PO4 * 2 H20 Merck Millipore 106345

NaOH Platzchen Merck 106498 5000

Natriumacetat Merck 106268

PBS Trockenpulver ohne Ca?*/Mg?* Biochrom L182-05

Sucrose Merck 107687 5000

Tissue-Tek O.C.T. Compound Sukura 4583

Triton X-100 Merck 108603

Xylol p.A. VWR 28975 325

Tabelle 2 zeigt die verwendeten Reagenzien sowie Hersteller und Bestellnummer.

Ldsung Herstellung
0,5% Gelatine fur 2,5 g Gelatine in 500 ml Aqua dest. I6sen und zusatzlich 0,25 g
Objekttrager (0,05%) Chrom Ill Kaliumsulfat einrihren

0,5% Triton/1x PBS

Konzentration 1:200, Triton X-100 in 1x PBS I6sen

1x PBS

500 ml 10x PBS mit 4500 ml Aqua dest. verlangern,
pH-Wert 7,40-7,45

10% Sucrose

10 g Sucrose mit 1x PBS auf 100 ml auffillen

20% Sucrose

20 g Sucrose mit 1x PBS auf 100 ml auffillen

30% Sucrose

30 g Sucrose mit 1x PBS auf 100 ml auffullen

10 x Phosphat Puffer
(far Gefrierschutz-
Losung)

65 g NaH2PO4 * 2 H20

15 g NaOH Platzchen und 2 ml 5M HCL mit Aqua dest. auf 400
ml aufftllen,

pH-Wert auf 7,2-7,4 einstellen mit 5M HCL

10x PBS 477,75 g PBS Trockenpulver ohne Ca?*/ Mg?* in 5000 ml Aqua
dest. I6sen
DAPI Stock A 10 mg bisBenzimid-DAPI in 1 ml Aqua dest. I6sen
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DAPI Stock B Konzentration 1:1000, 1ul DAPI Stock Aiin 1 ml Aqua dest.
|6sen

Gefrierschutz-Losung | 50 ml 10x Phosphat-Puffer, 150 ml Glycerol 99%,
150 ml Ethylenglycol und 150 ml Aqua dest. mischen

Nissl-Stammlésung 82,03 g Natriumacetat wasserfrei in 1000 ml Aqua dest. l6sen,
zum Farben ergibt 1 M Natriumacetat
Nissl-Stammldsung 2% Triton X-100, 20 ml Triton X-100 in 980 ml Aqua dest. l16sen
zum Entfetten
Nissl-Farbepuffer 40 ml Nissl-Stammldsung zum Farben,
9,6 ml 100% Essigsaure (Eisessig) auf 1000 ml mit Aqua dest.
verlangern,
pH-Wert auf 3,8-4,0, Endkonzentration=0,2 M
Nissl-Farbe 1 g Kresylviolett Acetat in 2000 ml Nissl-Farbepuffer |6sen

Entfettungslosung fur | 2,5 ml Nissl-Stammlésung zum Entfetten mit 47,5 ml Aqua
Nissl-Farbung dest. und 150 ml Ethanol vermischen

Perfusionslosung: 4% | 4,6 g NaH2PO4 * H20

PFA 8,0 g NaH2PO4 * 2 H20 in 900 ml Aqua dest. mit 100 ml 37%
Formaldehyde l6sen,

pH auf 7,40 einstellen mit NaOH

Tabelle 3 zeigt die verwendeten Lésungen und ihre Herstellung.

Priméar-Antikorper

Name Verdinnung | Firma Bestellnummer |Spezifische Farbung

Anti-NeuN 1:2000 Millipore MAB377 Immunfluoreszenz-
Farbung

Sekundar-Antikérper

Alexa 488 1:500 ThermoFisher |A 21202 Immunfluoreszenz-

donkey anti Farbung

mouse

Serum

DOS Donkey 1.9 (10%) |Sigma D9663 Blockierung

Serum

Tabelle 4 zeigt die verwendeten Antikdrper sowie das verwendete Serum.

2.3 Versuchstiere

Fur die Durchfihrung des Versuchs wurden acht Wochen alte C57BL/6J Mause (Janvier,

Frankreich) mit einem Gewicht von 19-21 g verwendet. Die Tiere wurden im Tierstall des
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Max-von-Pettenkofer-Instituts gehalten. Zur Eingewdhnung wurden die M&ause fur zwel
Wochen mit Normalfutter versorgt. Anschlielend erhielt die Versuchsgruppe zwolf Wochen
lang 0,25% Cuprizone-haltiges Futter. Die Kontrollgruppe wurde Uber den gesamten
Zeitraum mit Normalfutter versorgt. Die Tiere wurden bei einem hell/dunkel Zyklus von
zwolf Stunden, einer gleichbleibenden Temperatur von 21-24 °C, sowie einer
Luftfeuchtigkeit von 55-65% gehalten. Wasser und Futter hatten sie zu jeder Zeit zur
Verfigung. Die Versuche wurden nach den Empfehlungen des Européischen Verbandes
fur Labortierwissenschaften durchgefuhrt und vom Prifungsausschuss fur die Versorgung
tierischer Probanden der Bezirksregierung Oberbayern unter der Versuchsnummer 55.2-1-
54-2532-73-15 genehmigt.

2.4 Materialgewinnung

Nach zwolfwdchiger Cuprizone-Futterung wurden die Tiere durch eine Injektion von 1 ml
Narkosemittel intraperitoneal tief narkotisiert. Nach Erléschen der Schutzreflexe erfolgte
die transkardiale Perfusion. Hierzu wurde der rechte Vorhof erdffnet und die linke
Herzkammer mit einer an ein Infusionssystem angeschlossenen Kanulle punktiert. Es
erfolgte die transkardiale Perfusion mit 20 ml 1x PBS sowie zwei Mal je 50 ml 4%iger
Paraformaldehydldésung. Im Anschluss wurde die Perfusionskanule entfernt, die Maus
dekapitiert, die Schadelkalotte eroffnet, der Kopf mit dem Gehirn in 50 ml 4%ige
Paraformaldehydlésung gegeben und dber Nacht im Kuihlschrank bei 4 °C postfixiert.

Letztlich wurde das Gehirn vorsichtig aus dem Schadel prapariert.

2.4.1 Gefrierschnitte

Fur die Kryo-Einbettung wurden die Gehirne fur mindestens eine Stunde in 50 ml 1x PBS
gespult, um die Uberschissige Paraformaldehydlésung zu entfernen. Anschlie3end
wurden die Gehirne Uber Nacht im erneuerten 1x PBS aufbewahrt. Am nachsten Tag
erfolgte ein Tausch des 1x PBS und die Gehirne wurden flr eine weitere Stunde gesplilt.
Dies fand bei Raumtemperatur und unter Bewegung auf dem Schiittler statt.

Um die Bildung von Kristallen zu vermeiden, die beim Einfrieren die Gewebestruktur
zerstoren, wurden die Gehirne in Sucroseldsung mit zunehmender Konzentration

inkubiert.

Dauer Sucroselésung
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9 Stunden 10%ige Sucroseldsung
15 Stunden 10%ige Sucroseldsung
9 Stunden 20%ige Sucroseldsung
15 Stunden 20%ige Sucroseldsung
9 Stunden 30%ige Sucroseldsung
15 Stunden 30%ige Sucroseldsung

Tabelle 5 zeigt die Verweildauer der Gehirne in den einzelnen Sucroselésungen.

Die Inkubationsschritte mittels Sucroselésung fanden im Kihlschrank bei 4 °C statt. Zu
Beginn jeder neuen Sucrosestufe schwammen die Gehirne oben auf der Losung, bis sie

durch die Sattigung mit der Sucrose zu Boden gesunken sind.

Fiur die Kryo-Einbettung wurde ein Becherglas mit gekuhltem Isopentan (-70 °C) befullt
und in eine Styroporbox mit Trockeneis gestellt. Die gesattigten Gehirne wurden aus der
30%igen Sucroselésung entnommen und die Uberschissige Sucroselésung wurde
vorsichtig abgetupft.

Einige Gehirne wurden ohne Tissue-Tek eingefroren. Hierzu mussten sie in ein kleines
Plastikiormchen mit Léchern gegeben und mit Hilfe einer Plastikpinzette komplett in das
-70 °C kalte Isopentan eingetaucht werden. Nach drei Minuten wurden die gefrorenen
Gehirne aus dem Isopentan genommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C im
Gefrierschrank aufbewahrt.

Einige Gehirne wurden in Tissue-Tek eingebettet. Hierzu konnten die Plastikiormchen mit
Tissue-Tek geflllt und das Gehirn auf den Boden positioniert werden. Anschliel3end
wurden die Formchen mit einer Plastikpinzette in das -70 °C kalte Isopentan gesetzt. Nach
funf Minuten war das Tissue-Tek fest und die Gehirne durchgefroren. Sie konnten nun in

den Formchen verpackt bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt werden.

2.4.2 Anfertigen von Kryoschnitten

Die Gehirne wurden bei -24 °C Kammer- und Schneideblocktemperatur mit einem
Kryostaten (Type CM 1950; Leica Microsystems) in 40 um dicke Scheiben geschnitten.
Hierzu haben wir die Gehirne auf einen Schneideteller mit Tissue-Tek aufgeklebt und in
den Schneideblock eingespannt. Ab der Region 200 bis 355 (Sidman et al., 1970) wurden
die Schnitte aufgenommen und in 1x PBS gegeben. Jeder dritte Schnitt der 40 um dicken
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Schnittserien wurde direkt auf Superfrost-Objekttrager aufgezogen, welche bei -20 °C in
Objekttragerboxen eingefroren wurden. Die Objekttrager waren zuvor mit 0,5% Gelatine
und 0,05% Chrom Il Kaliumsulfat beschichtet und tiber Nacht bei 60 °C im Warmeschrank
getrocknet worden. Die restlichen Schnitte haben wir in einer Gefrierschutzlésung bei -20
°C im Gefrierschrank aufbewabhrt.

2.5 Farbungen

Um eine mogliche Volumenveranderung durch die Cuprizone-Intoxikation zu untersuchen,
wurden einige Schnitte der 40 um dicken Schnittserien histochemisch Nissl-gefarbt. Eine
weitere Schnittserie der gleichen Tiere haben wir immunfluoreszierend gegen NeuN
geféarbt, um die Anzahl und Dichte der Neuronen zu bestimmen.

2.5.1 Prinzip der Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung die zu den histochemischen Farbungen zahlt, ermdéglicht es,
Bestandteile in Zellen spezifisch anzufarben, ohne die Struktur der Zelle zu zerstoren.
Kresylviolett bindet als basischer Farbstoff im Gewebe an negativ geladene Strukturen wie
DNA und RNA. Somit werden Zellkerne als auch Ribosomen angefarbt. Ribosomen
kommen vermehrt in Nervenzellen vor und ermdglichen eine genauere Unterscheidung

dieser Zellen von ubrigen Zellen im Gehirn der Maus.

2.5.2 Vorbereitung der Nissl-Farbung

Die Kresylviolett-Farbe wurde mindestens einen Tag vor der Farbung angesetzt. Hierzu
wurde 1 g Kresylviolett in 1000 ml Farbepuffer (Herstellung siehe Tabelle 3) fir mindestens
eine Stunde mittels eines Magnetrihrers eingerihrt. Den Farbepuffer haben wir vorher
hergestellt aus 40 ml Stammlésung zum Farben (Herstellung siehe Tabelle 3), 9,6 ml
100% Essigsaure und Aqua dest. zum Auffillen auf 1000 ml. Die Stammlésung zum
Farben (Herstellung siehe Tabelle 3) besteht aus 82,03 g wasserfreiem Natriumacetat, das
in 1000 ml Aqua dest. geldst wird und somit eine 1 M Natriumacetatlésung ergibt.

Die Farbe wurde anschliel3end tber Nacht zur weiteren Reifung im Kihlschrank bei 4 °C
aufbewahrt.

Die Kresylviolett-Farbe wurde vor dem Gebrauch gefiltert. Die Entfettungslosung wurde
aus 2,5 ml Stammldésung zum Entfetten, 47,5 ml Aqua dest. und 150 ml 100% Ethanol
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hergestellt (Herstellung siehe Tabelle 3). Fur die Farbereihe wurde noch 1000 ml
Farbepuffer bendtigt, der auf die gleiche Art hergestellt wurde wie fir die Farbe selbst.

Am nachsten Tag wurden Kivetten fur die Farbereihe in folgender Reihenfolge aufgestellt.

1. Farbepuffer 8. 100% Ethanol
2. Entfettungslésung 9. Isopropanol
3. Farbepuffer 10.Isopropanol
4. Kresylviolett-Farbe 11.Xylol

5. Farbepuffer 12. Xylol

6. Farbepuffer 13. Xylol

7. Farbepuffer

2.5.3 Durchfiihrung der Nissl-Farbung

Jeder dritte Schnitt der 40 um dicken Schnittserien wurde Nissl-gefarbt.

Hierzu wurden die Schnitte fir 20 Minuten im Farbepuffer gewaschen, um Reste von 1x
PBS und Tissue-Tek zu entfernen. Es folgte ein Bad der Schnitte fur 20 Minuten in der
Entfettungslosung, um anschlieRend erneut fur 20 Minuten in Farbepuffer gewaschen zu
werden. Danach wurden die Schnitte fir 3-7 Minuten in Kresylviolett-Farbe inkubiert.

Nach dem Farben haben wir die Schnitte fur je eine Minute in drei aufeinander folgende
Klvetten aus Farbepuffer gegeben, um die ungebundene Farbe zu entfernen. Im
Anschluss wurden die Schnitte in 100%igem Ethanol differenziert. Nach Ablauf von 30
Sekunden Uberpriften wir unter dem Mikroskop die richtige Farbung der Schnitte. Dieser
Vorgang nennt sich Differenzierung. Waren die Zellen blau und faserreiche Regionen wie
das Corpus callosum hell bis weil3, waren die Schnitte lange genug entfarbt worden und
mussten sofort fur je funf Minuten in zwei aufeinander folgende Xylol-Kivetten gegeben
werden. Waren die Schnitte noch dunkel blau, erfolgten neuerliche 30 Sekunden in
100%igem Ethanol zur weiteren Differenzierung. AnschlieBend haben wir die Schnitte
nochmal fir 10 Minuten in eine dritte Klvette mit Xylol gegeben, bevor sie mit DePeX
eingedeckt wurden.

Nach einer Stunde Trocknung bei Raumtemperatur konnten die Schnitte mit kleinen
Gewichten beschwert werden, wodurch DePeX gleichmafiig am Objekttrager verteilt und

Uberschissiges DePeX vom Objekttrager verdrangt wurde.
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2.5.4 Prinzip der Immunfluoreszenz-Farbung

Die Immunfluoreszenz-Farbung visualisiert Antigene im Gewebe. Ein Erstantikérper, der
spezifisch fur ein Antigen ist, bindet durch verschiedene Schritte im Gewebe. Der
verwendete Antikbrper sowie die Methode der Farbung sollen je nach Gewebe und der zu
erwartenden Spezifitdt und Sensitivitat ausgewahlt werden.

Es gibt verschiedene Methoden der Immunfluoreszenz-Farbung. Fir die hier verwendete
indirekte Two-step-Methode wird ein durch Fluoreszenz markierter Zweitantikbrper
verwendet, der an den zuvor verwendeten Erstantikorper bindet. Dieses Verfahren ist
zeitaufwandiger aber sensitiver auf das zu farbende Antigen im Gewebe.

Um eine noch spezifischere Immunfluoreszenz-Farbung auf das zu farbende Antigen zu
erreichen, kann mit Hilfe von normalem Serum eine unspezifische Antikdrperbindung und
Hintergrundfarbung geblockt werden. Das Blockieren mit dem Serum findet im ersten
Schritt der Farbung statt. Das Normalserum findet sich auch in der Losung des ersten und
zweiten Antikdrpers wieder. Es sollte von dem Tier stammen, in dem der zweite Antikorper
hergestellt wurde. In dieser Farbereihe haben wir Alexa 488 donkey anti mouse als
zweiten Antikdrper verwendet, sodass fur die Blockierung ein Donkey/Esel-Serum zur
Verfligung stand.

Als Zweitantikorper dient ein Antikdrper, der gegen das Tier gerichtet ist, in dem der erste
Antikdrper hergestellt wurde. In der vorliegenden Studie wurde als erster Antikorper der
Anti-NeuN-Antikdrper aus einer Maus verwendet und als zweiter Antikbrper Alexa 488
donkey anti mouse, der in einem Esel hergestellt und gegen die Maus gerichtet wurde.

Mit Hilfe von DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol) wird der Zellkern zusatzlich visualisiert.

2.5.5 Durchfiihrung der Immunfluoreszenzdoppel-Farbung (frei
flottierend)

Jeder sechste Schnitt der 40 pm dicken Schnittserien eines behandelten und
unbehandelten Tieres wurde fluoreszierend gefarbt.

Die Farbung wurde in unbeschichteten 12er Wellplatten (Avantor/VWR; Bestellnummer:
734-2778), immer in der gleichen Anordnung der Schnitte (Abbildung 1) durchgefuhrt.
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Abbildung 1 zeigt die Anordnung der Schnitte in einer unbeschichteten Wellplatte. In A1 waren der erste,
funfte und neunte Schnitt, in A2 befand sich der zweite, sechste und zehnte Schnitt, in A3 waren der dritte,
siebte und elfte Schnitt, in A4 befand sich der vierte, achte und zwdlfte Schnitt, in B1 befand sich der erste,
funfte und neunte Schnitt des anderen Tieres.

Zu Beginn wurden die Schnitte vier Mal fur je 5 Minuten in 1x PBS auf dem Schuttler
gewaschen, um die Gefrierschutz-Lésung und Tissue-Tek-Reste zu entfernen.
AnschlieRend konnten die Schnitte in je 1000 ul 0,5% Triton X-1000 1x PBS Ldsung pro
Well fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert werden. Im weiteren
Verlauf wurden die Schnitte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler in
1000 pl 10% Esel-Serum in 0,5% Triton X-1000 in 1x PBS pro Well geblockt.

Nach der unspezifischen Blockierung wurden die Schnitte im ersten Antikdrper inkubiert.
Hierzu haben wir 1000 pl der Losung pro Well verwendet. Die Losung bestand aus 10%
Esel-Serum in 0,5% Triton X-1000 in 1x PBS, sowie dem Erstantikorper Anti-NeuN im
Verhaltnis 1:2000. Anschlieend wurden die Schnitte eine Stunde lang bei
Raumtemperatur auf dem Horizontalschttler inkubiert, gefolgt von 48 weiteren Stunden
bei 4 °C auf dem Schdattler im Kiahlschrank.

Nach diesen 48 Stunden haben wir die Schnitte drei Mal fur je 10 Minuten in 1x PBS
gewaschen und anschlielRend fir sechs Stunden mit dem zweiten Antikérper inkubiert.
Dieser Schritt wurde bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschittler und im Dunkeln
durchgefthrt. Als Zweitantikdrper wurde Alexa 488 im Verhéltnis 1:500 in 10% Esel-Serum
gemeinsam mit 0,5% Triton X-1000 in 1x PBS verwendet, welcher fur sechs Stunden
inkubiert wurde.

Nach Ablauf von funf Stunden wurde der ZweitantikGrperlosung 100 pl DAPI je Well

hinzugeflgt und weiter im Dunkeln bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschuttler
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inkubiert.

Im letzten Schritt wurden die Schnitte fir weitere zehn Minuten unter Lichtschutz bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler in 1x PBS gewaschen.

Anschlieend haben wir die Schnitte auf Superfrost-Objekttrager, welche mit 0,5%
Gelatine und 0,05% Chrom Il Kaliumsulfat beschichtet waren, aufgezogen, mit
"FluorePreserve" oder "FluorSave" eingedeckt und wieder im Dunkeln zum Trocknen fur
24 bis 48 Stunden bei Raumtemperatur gelagert. Die Rander der Objekttrager wurden
nach dem Trocknen mit durchsichtigem Nagellack versiegelt und anschlieRend in einer
dunklen Objekttragerbox zur Lagerung bei 4 °C in den Kuhlschrank gestellt.

2.6 Auswertung

Mit dieser Arbeit sollen mégliche Cuprizone-induzierte Veranderungen sowohl der weil3en
als auch der grauen Substanz untersucht werden. Das Augenmerk liegt auf der
Untersuchung eines Volumenverlusts des Subcortex sowie des Verlusts von Zellen oder
Fasern. Im Subcortex wurden der Thalamus, Hypothalamus und die Basalganglien
bestehend aus Globus pallidum und Putamen als zellenreiche Regionen ausgewahlt. Die
Capsula interna wurde als Vertreter einer faserreichen Region herangezogen. Das
Volumen der einzelnen Regionen wurde mit der Cavalieri-Methode bestimmt.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob es zu einem Verlust der NeuN-geféarbten Zellen
im Cortex und im Subcortex kommt. Hierzu wurde die Methode der Design-based-
Stereology verwendet.

Mit Hilfe dieser Ergebnisse wurde letztlich noch die Zelldichte des Cortex und des

Subcortex ermittelt.

Die Schnitte wurden verblindet ausgewertet. Jeweils zehn Schnitte eines behandelten und
eines unbehandelten Tieres wurden miteinander gemischt, verblindet, ausgewertet und am

Ende nach der Auswertung wieder entblindet.

2.6.1 Prinzip der Cavalieri-Methode

Die Cavalieri-Methode ist ein schnelles, haufig verwendetes und zuverlassiges Verfahren
zur Volumenbestimmung von dreidimensionalen Strukturen. Diese Methode benutzt ein
gleichbleibendes Raster und ermittelt Punkte in der zweidimensionalen Ebene, welche in

den dreidimensionalen Raum hochgerechnet werden. Dieses Verfahren wird sowohl am
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Mikroskop als auch an MRI-Bildern angewendet.

2.6.2 Volumenbestimmung

Die Volumenbestimmung wurde durch die Cavalieri-Methode an Nissl-gefarbten Schnitten
durchgefuihrt. Aus einer Serie von Schnitten wurde eine Folge aus jedem dritten Schnitt
zwischen Region 260 und 315 zuféllig ausgewahlt. Pro Tier wurden insgesamt zehn
Schnitte ausgewertet.

Diese zehn Schnitte eines Kontrolltieres und die zehn Schnitte eines behandelten Tieres
wurden nach der Farbung durch eine dritte Person verblindet.

Die Auswertung wurde mit der Computersoftware Stereo Investigator Version 11.07 (MBF
Bioscience, Williston, USA) und mit dem Unterprogramm Cavalieri estimator durchgefihrt.
Als Mikroskop wurde ein Lichtmikroskop der Marke Olympus BX51WI (Olympus, Tokyo,
Japan) mit dem Objektiv UPlanApo (4%, N.A.=0.16; Olympus), einer CCD Farbkamera (U-
CMAD-2; Olympus) sowie einem beweglichen Objekttisch verwendet.

Fur die Auswertung sind die Schnitte mit der beschrifteten Seite nach rechts auf den
Objekttisch gelegt worden. Im 2er-Objektiv wurde der Schnitt in den Fokus gebracht, die
ROI durch geschlossene Konturen markiert und anschlieBend ausgewertet.

Die Grenze fur den Thalamus befand sich zwischen dem dritten Ventrikel, Hippocampus,
Fimbrien, Capsula interna und Hypothalamus. Kaudal des Thalamus befindet sich der
Hypothalamus, der zusatzlich zum Thalamus noch durch die Capsula interna, N. opticus,
Bed nucleus of the accessory olfactory tract (BA), Medial amygdalar nucleus (MEA) und
Substantia innominate (SI) abgegrenzt wurde. Die Grenze fur die Capsula interna verlief
zwischen Thalamus, Hypothalamus, SI, Globus pallidum, Putamen und rechtem oder
linkem Ventrikeln. Fur die Kontur der Basalganglien, die aus Globus pallidum externus und
internus sowie dem Putamen bestehen, wurde die Grenze zwischen Capsula interna,
Corpus callosum, Central amygdalar nucleus capsular part (CEAc), Central amygdalar
nucleus lateral part (CEAIl), Central amygdalar nucleus medial part (CEAm) und SI
gezogen (siehe Abbildungen 2-4). Die Konturen zwischen angrenzenden Bereichen haben

sich berihrt.
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Abbildung 2 zeigt schematisch die Einteilung der einzelnen Regionen anhand von einem Bild aus dem Allen
Mouse Brain Atlas. Es handelt sich um das Bild 64/132 aus dem Allen Mouse Brain Atlas. Die Abbildung 1a
die Abbildung ohne Markierung. 2a die Abbildung mit Umrandung der einzelnen Regionen. 3a zeigt die
einzelnen Regionen mit Farben ausgefullt. Blau markiert den Thalamus, Gelb den Hypothalamus, Rot die
Capsula interna und Lila die Basalganglien. Siehe auch Abbildungsverzeichnis.
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Abbildung 3 zeigt schematisch die Einteilung der einzelnen Regionen anhand von einem Bild aus dem Allen
Mouse Brain Atlas. Es handelt sich um das Bild 70/132 aus dem Allen Mouse Brain Atlas. Die Abbildung l1a
die Abbildung ohne Markierung. 2a die Abbildung mit Umrandung der einzelnen Regionen. 3a zeigt die
einzelnen Regionen mit Farben ausgefillt. Blau markiert den Thalamus, Gelb den Hypothalamus, Rot die
Capsula interna und Lila die Basalganglien. Siehe auch Abbildungsverzeichnis.
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Abbildung 4 zeigt schematisch die Einteilung der einzelnen Regionen am lichtmikroskopischen Schnitt. 1a
und 1b zeigen einen reprasentativen Schnitt ohne Markierung. 2a und 2b zeigen den Schnitt mit Umrandung
der einzelnen Regionen. 3a und 3b zeigen die einzelnen Regionen mit Farben ausgefillt. Blau markiert den

Thalamus, Gelb den Hypothalamus, Rot die Capsula interna und Lila die Basalganglien.

Fur die Auswertung wurden ein Raster (Grid) mit einer GroRe von 120 um und die
Schnittdicke (Section Cut Thickness) mit 40 um festgelegt.

Mit Hilfe des Computerprogramms Cavalieri estimator wurden die einzelnen Punkte des
Rasters der definierten ROI gezahlt. Zwischen den Konturen befanden sich keine Punkte,
da die Konturen sich berihrten. Die Anzahl der einzelnen Punkte innerhalb der

verschiedenen ROI konnte nach der Auswertung als Exceltabelle exportiert werden.
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Abbildung 5 zeigt einzelne Schnitte der Nissl-Farbung in originaler Grof3e unter dem Mikroskop. Abbildung

la und 1b zeigen Teile der Capsula interna, Thalamus, Hypothalamus, Corpus callosum und Cortex eines
Nissl-gefarbten Schnittes. Abbildung 2a und 2b zeigen jeweils durch eine pinke Linie markiert den Thalamus,
mit gelb abgegrenzt die Capsula interna, sowie durch blau markiert die Basalganglien. In Abbildung 2b sind
zusatzlich noch Teile des Hypothalamus mit einer roten Linie eingezeichnet. Abbildung 3a zeigt das Grid von
120 um als grine Kreuze. Abbildung 3b zeigt die einzelnen ROIs mit farbigen Symbolen markiert, wobei
blaue Kreuze die Basalganglien, pinke Kreuze den Thalamus, gelbe Kreise die Capsula interna und griine
Dreiecke den Hypothalamus ausfiillen.
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Die Schnitte wurden nach der Auswertung entblindet und die Anzahl der gesetzten Marker
in eine Ergebnistabelle eingetragen, um das Volumen der ausgewéhlten Bereiche

errechnen zu koénnen.

2.6.3 Prinzip der stereologischen Analyse

Design-based stereologische Verfahren werden verwendet, um eine reproduzierbare
guantitative Analyse in einem vorgegebenen Bereich, der sogenannten Region of Interest
(ROI) zu ermitteln. Es ist moglich, diese Analyse an dicken Gewebeschnitten im
dreidimensionalen Raum durchzufuhren. Die ROI kann ein ganzes Organ wie etwa Herz,
Gehirn, Lunge und weitere sein. Sie kann sich aber auch nur auf einen Teil innerhalb eines
Organs begrenzen wie etwa einen Lungenlappen, eine Herzkammer oder den Thalamus
im Gehirn.

Innerhalb der ROI ist es mdglich, das Volumen oder auch die Anzahl einer ausgewahlten
Zellpopulation zu ermitteln, und letztlich kann eine Zelldichte errechnet werden (Kipp et al.,
2017).

Um nicht jede einzelne Zelle in der ROI zahlen zu missen, ermittelt man die Zellzahl
stichprobenartig. Aus einer Schnittfolge (z.B. 1, 2, 3, ....n) wird eine Schnittserie
bestehend aus z.B. jedem dritten (1, 4, 7, 10, ....n) oder jedem sechsten (1, 7, 13, 19,
....n) Schnitt gewahlt.

Die gesamte Ermittlung hat systematische und zuféallige (systematic and random)
Komponenten. Durch diese Komponenten hat jede Zelle die gleiche Wahrscheinlichkeit,
erfasst zu werden. In ausgewéhlten kleinen Bereichen werden die Zellen gezé&hlt und
letztlich auf die gesamte ROI hochgerechnet.

Zu Beginn wird auf einer zweidimensionalen Ebene ein Gitternetz tber die ROI gelegt. Die
Aufldsung des Gitternetzes (1100,00 um x 1100,00 pum) wird systematisch festgelegt und
darf wahrend der Zahlung nicht geéndert werden. Innerhalb dieses Gitternetzes (1100,00
pm x 1100,00 pum) befindet sich immer an der gleichen Stelle der eigentliche Zahlbereich
(Counting Frame) der eine Gréfie von 35,00 um x 35,00 um umfasst. Der Zahlbereich
besteht aus drei Ebenen, x und y sowie der Ebene z. Die Ebene z entspricht der
definierten Dicke des Schnittes. Um das Risiko einer Fehlzdhlung auf Grund einer
ungeraden Schnittoberflache zu vermeiden, wird ein Sicherheitsabstand zwischen
Oberflache und Unterkante des Schnittes definiert. Dieser Bereich, in dem keine Zellen
gezahlt werden, wird als Guard Zone bezeichnet und ebenfalls vor der Zahlung festgelegt.

In der vorliegenden Auswertung wurden Zellen in einem Bereich Uber 15 um gezahlt.
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Der Zahlbereich ist durch zwei Arten von Linien begrenzt, die Einschlusslinie (inclusion
line) und die Ausschlusslinie (exclusion line). Um die Zellen zu zéhlen und somit die
absolute Zellzahl zu ermitteln, muss ein eindeutiges Zahlkriterium festgelegt werden. Hier
bietet sich etwa die Oberflache des Zellkerns oder ein anderes Kriterium an, das in jeder
Zelle nur einmal vorkommt. Die Zelle darf nur dann gezahlt werden, wenn das
Zahlkriterium zum ersten Mal im Fokus ist und innerhalb des Zahlbereichs liegt (Kipp et
al., 2017). Befindet sich das Zahlkriterium genau auf der Einschlusslinie, ein Teil der Zelle
aber aul3erhalb des Zahlbereiches, darf die Zelle mitgezahlt werden, da das Zahlkriterium
ausschlaggebend ist. Liegt das Zahlkriterium auf der Ausschlusslinie, die Zelle selbst mit
einem grof3en Teil im Zahlbereich, darf die Zelle nicht gezahlt werden, da die Bedingungen

nicht erfullt sind.

2.6.4 Schatzung der absoluten Anzahl von Nervenzellen

Die Schatzung von Nervenzellen wurde an fluoreszierend NeuN-gefarbten 40 pm
Schnitten durchgefuhrt. Aus einer Serie von Schnitten wurde eine Folge aus jedem
sechsten Schnitt zwischen Region 215 bis 325 zufallig ausgewahlt. Pro Tier wurden
insgesamt zehn Schnitte ausgewertet.

Die Schnittserien wurden mit dem Programm Stereo Investigator Version 11.07 (MBF
Bioscience, Williston, USA) und mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX51 (Olympus,
Tokyo, Japan) eingescannt. Das Fluoreszenzmikroskop verflgte Gber einen beweglichen
Objekttisch (MBF Bioscience), eine spezielle Spinnscheibe (DSU; Olympus), das
UPlanSApo Objektiv (20%, N.A.=0.75; Olympus), einen Alexa Fluor 488 Filter mit einer
Erregung von 498 nm und einer Ausstrahlung von 520 nm (Chroma, Bellows Falls, USA)

sowie eine Retiga 2000R CCD Kamera (Q-Imaging, Surrey, Canada).

Die Auswertung wurde mit der Software Stereo Investigator Version 11.07 und dem
Unterprogramm Optical Fractionator Workflow durchgefihrt. Die Einstellungen zur

Auswertung sind in Tabelle 6 gezeigt.

Name GrolRe
Counting Frame X 35,00 um
Counting Frame Y 35,00 pm
Grid Size X 1100,00 pm
Grid Size Y 1100,00 pm
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Section Cut Thickness 40,00 pm
Guard Zone Type Fixed Distance
Guard Zone Height 4,00 pm
Height 15,00 pm

Die Tabelle 6 zeigt die Einstellungen in der Software Stereo Investigator Version 11.07, welche zur Ermittlung

der Zellzahl verwendet wurden.

Die Grenzen der ROI des Cortex waren die Cortex-Oberflache sowie der obere Rand des
Corpus callosum und eine gerade Linie von der Aufzweigung des Corpus callosum bis zur
zellenarmen Region der Lamina 1 des piriformen Cortex.

Der ROI des Subcortex wurde durch eine Begrenzungslinie entlang des unteren Randes
des Corpus callosum und einer geraden Linie, die von der Aufzweigung des Corpus
callosum bis zur zellarmen Region der Lamina 1 des piriformen Cortex reichte, markiert
(siehe Abbildung 6, sowie Abbildung 2-4 beziglich piriformer Cortex (PIR) . Die Ventrikel,

Hippocampi und die Fimbrien wurden bei der Auswertung des Subcortex nicht zur ROI

gezahlt.
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Abbildung 6 zeigt die ROI der Schnitte. Bilder 1a und 1b zeigen einen Schnitt ohne Markierung. Bilder 2a
und 2b zeigen den Schnitt mit Umrandung der einzelnen Bereiche, Cortex und Subcortex. Bilder 3a und 3b

zeigen die einzelnen Bereiche ausgefillt.

Die NeuN-gefarbte Zelle wurde nur dann gezahlt, wenn der rechte obere Rand der Zelle
im Zahlbereich war. Abbildung 7 zeigt NeuN-gefarbte Schnitte der Auswertung mit Zellen,

die gezahlt wurden, sowie Zellen, die nicht gezahlt werden durften.
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Abbildung 7 zeigt verschiedene Abbildungen zum Za&hlbereich der NeuN-geféarbten Zellen jeweils mit der
grinen Einschluss- und der roten Ausschlusslinie. Bild 1a zeigt einen Zahlbereich mit zwei Zellen, die sich
im Fokus befinden. Bild 1b zeigt die mit einem griinen Smilie markierte Zelle, welche gezahlt wird, die mit
einem roten Verbotszeichen wird nicht gezahlt, da das Zahlkriterium auf3erhalb der Einschlusslinie ist. Bild
2a zeigt eine sich im Fokus befindende Zelle, die in Bild 2b durch einen griinen Smilie markiert ist und somit
gezahlt werden darf. Bild 3a zeigt zwei Zellen, welche sich im Fokus befinden. In Bild 3b wird die mit dem

grunen Smilie markierte Zelle gezéhlt, hingegen die mit dem roten Verbotszeichen darf nicht gezahlt werden.

2.6.5 Quantifizierung der Zelldichte
Die Zelldichte wurde an den fluoreszierend NeuN-gefarbten Schnitten ermittelt. Aus einer
Serie von Schnitten wurde eine Folge aus jedem sechsten Schnitt zwischen Region 260
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und 315 zufallig ausgewahlt. Pro Tier wurden insgesamt zehn Schnitte ausgewertet.

Die Zelldichte wurde aus den Daten der quantitativen Analyse der NeuN-gefarbten
Schnitte  errechnet. Hierfir wurde die Formel (Zelldichte ((Zellzahl/mm3))=
Zellzahl/Volumen ((mms3)) verwendet.

Zur Errechnung des Volumens diente die Formel (Volumen= Flachen ((um?2)) x Hohe
((Hm)) x n).

Die Software Stereo Investigator Version 11.07 und das Unterprogramm Optical
Fractionator Workflow ermitteln automatisch fiir jede ROI von jedem Schnitt die Total Area
(um2), die fur die Berechnung des Volumens nétig ist. Die Summe aus allen ROl wurde
sowohl mit dem Mittelwert der gemessenen Schnittdicke als auch mit n multipliziert. Die
Zahl n berechnet die Schnittfolge der Schnittserien mit ein. In diesem Fall war n=6, da

jeder sechste Schnitt genommen wurde.

2.6.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit der statistischen Grafik- und Analysesoftware
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., Version 5.04; San Diego, USA) durchgefuhrt.
Es wurden jeweils Mittelwert und Standardfehler (Mean und SEM) der Daten erhoben. Um
die Normalverteilung zu ermitteln, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefuhrt. Mit
Hilfe des Student-T-Tests konnten die normalverteilten Werte auf ihre Signifikanz hin
Uberpruft sowie Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden. Der P-Wert

<0,05 wurde als statistisch signifikant angegeben.

3. Ergebnisse

3.1 Volumenbestimmung

3.1.1 Cuprizone induziert einen Volumenverlust subkortikaler Bereiche
Hochstrasser und Kollegen konnten in ihrer Studie 2019 zeigen, dass Tiere, die zwolf
Wochen lang Futter erhielten, das mit 0,25 % haltigen Cuprizone versetzt war, einen
Volumenverlust im ausgewerteten Subcortex sowie des Cortex aufweisen (Hochstrasser et
all, 2019).

Die Gefrierschnitte dieser Tiere und auch die Gefrierschnitte einer neuen Versuchsreihe

mit demselben Aufbau wurden Nissl-gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Der
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Volumenverlust des Subcortex war im Vergleich zum Cortex deutlicher ausgepréagt und
wurde daher nochmal genauer in einzelnen Bereichen untersucht.

Hierbei wurden Thalamus, Hypothalamus, Basalganglien und Capsula interna zwischen
der Region 260 bis 315 zur Auswertung herangezogen. Diese Bereiche konnten in den
Nissl-gefarbten Schnitten am besten von den anderen Bereichen des Gehirns abgegrenzt
werden, um eine reproduzierbare Analyse zu gewahrleisten. Des Weiteren wurden diese
Bereiche ausgewahlt, da sie eine wichtige Rolle im Bereich der MS-Forschung

einnehmen.

3.1.1.1 Cuprizone induziert keinen Volumenverlust des Thalamus

Um Unterschiede im Volumen des Thalamus zu bestimmen, wurden die Nissl-gefarbten
Schnitte von sieben Tieren, die zwolf Wochen lang mit 0,25%-haltigem Cuprizone-
versetztem Futter geflttert wurden, sowie von acht Kontrolltieren lichtmikroskopisch
untersucht. Die Analyse dieser Gehirnschnitte aus der Region 260 bis 315 ergab keinen
signifikanten Volumenverlust des Thalamus im Vergleich der beiden Gruppen. Ermittelt
wurde das Volumen jeweils durch die Cavalieri-Methode.

In der Kontrollgruppe (n=8) zeigte sich ein mittleres Volumen von 10,18 mm?3 +- 0,24 mm?3
(Mean +- SEM). Bei den Cuprizonetieren (n=7) wurde ein mittleres Volumen von 9,45 mm?3
+- 0,20 mm?3 (Mean +- SEM) ermittelt.
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Die Abbildung 8 zeigt das Volumen in mm?2 des Thalamus der Kontrolltiere (n=8) sowie der Cuprizonetiere

(n=7) als Punkte geordnet. Ebenso zeigt die Tabelle den Mittelwert (Mean) sowie den jeweiligen
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Standardfehler (SEM). Die einzelnen Werte konnen ergdnzend der Tabelle 7 entnommen werden.

Das ermittelte Volumen des Thalamus je Tier ist in der Tabelle 7 gelistet.

Kontrolltiere

Volumen Thalamus mms3

KO1 10,49 mm?3
KO 2 9,66 mm3
KO 3 10,35 mm?3
KO 4 9,99 mm3
KO 5 10,54 mm3
KO 6 10,34 mm?3
KO 7 8,88 mm3
KO 8 11,15 mm3
Summe: 81,40 mm3
Mean: 10,18 mm?3
SEM: 0,24 mm3

Cuprizonetiere

Volumen Thalamus mms3

Cupl 9,72 mm?3
Cup 2 10,35 mm3
Cup 3 9,74 mm3
Cup 4 9,33 mm3
Cup 5 8,90 mms3
Cup 6 8,82 mm?2
Cup7 9,31 mm3
Summe: 66,17 mm?3
Mean: 9,45 mm3
SEM: 0,20 mms3

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt das Volumen des Thalamus der Kontrolltiere (n=8) sowie der Cuprizonetiere

(n=7), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM).

3.1.1.2 Cuprizone induziert keinen Volumenverlust im Hypothalamus

Die Nissl-gefarbten Schnitte von sieben Tieren, die zwo6lf Wochen lang mit 0,25%-haltigem

Cuprizone-versetztem Futter gefittert wurden, sowie von acht Kontrolltieren wurden
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lichtmikroskopisch hinsichtlich eines Volumenverlust im Hypothalamus untersucht. In den
Regionen 260 bis 315 konnte kein signifikanter Volumenverlusts des Hypothalamus der
Cuprizonetiere gegentuber den Kontrolltieren evaluiert werden.

Die Kontrolltiere (n=8) weisen ein mittleres Volumen von 5,71 mm?2 +- 0,15 mm?3 (Mean +-
SEM) auf. Im Vergleich dazu zeigen die Cuprizonetiere (n=7) ein mittleres Volumen von
5,29 mm?3+- 0,17 mm?3 (Mean +- SEM).
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Die Abbildung 9 zeigt das Volumen in mm3 des Hypothalamus der Kontrolltiere (n=8) sowie der
Cuprizonetiere (n=7) als Punkte geordnet. Ebenso zeigt die Tabelle den Mittelwert (Mean) sowie den
jeweiligen Standardfehler (SEM). Die einzelnen Werte kdnnen zusatzlich noch der Tabelle 8 entnommen
werden.

In der Tabelle 8 ist das Volumen des Hypothalamus der Kontrolltiere sowie der

Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere Volumen Hypothalamus mm3
KO 1 6,12 mm3
KO 2 5,69 mm3
KO 3 5,24 mm3
KO 4 5,92 mm3
KO 5 5,71 mm3
KO 6 6,24 mm3
KO 7 5,03 mm3
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KO 8 5,75 mm3
Summe: 45,70 mms3
Mean: 5,71 mm3
SEM: 0,15 mm3
Cuprizonetiere Volumen Hypothalamus mm3
Cup1l 5,50 mm3
Cup 2 5,80 mm3
Cup 3 5,25 mm3
Cup4 5,64 mm3
Cup 5 4,81 mms3
Cup 6 4,56 mm?2
Cup 7 5,47 mm3
Summe: 37,08 mm3
Mean: 5,29 mm3
SEM: 0,17 mm3

Tabelle 8: Die Tabelle zeigt das Volumen des Hypothalamus der Kontrolltiere (n=8) sowie der Cuprizonetiere
(n=7), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM).

3.1.1.3 Cuprizone induziert einen signifikanten Volumenverlust der
Capsulainterna

Lichtmikroskopisch untersucht wurde auch das Volumen der Capsula interna an den Nissl-
gefarbten Praparaten der acht Kontrolltiere sowie der sieben Cuprizonetiere. Hier konnte
ein signifikanter Volumenverlust (p=0,02) in den Regionen 260 bis 315 der Cuprizonetiere
im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet werden.

Bei den Kontrolltieren (n=8) zeigte sich ein mittleres Volumen von 3,60 mm?2 +- 0,14 mm?3
(Mean +- SEM). Die Cuprizonetiere (n=7) hatten ein mittleres Volumen von 3,08 mm?3 +-
0,14 mm?3 (Mean +- SEM).
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Die Abbildung 10 zeigt das Volumen in mm?3 der Capsula interna der Kontrolltiere (n=8) sowie der

Cuprizonetiere (n=7) als Punkte geordnet. Ebenso zeigt die Tabelle den Mittelwert (Mean) sowie den

jeweiligen Standardfehler (SEM). Die einzelnen Werte kénnen erganzend der Tabelle 9 entnommen werden.

In der Tabelle 9 ist das Volumen der Capsula interna der Kontrolltiere sowie der

Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere Volumen Capsula interna mm3
KO 1 3,46 mm3

KO 2 3,44 mm3

KO 3 3,70 mm3

KO 4 3,20 mm3

KOS5 4,21 mms3

KO 6 4,12 mm3

KO 7 3,21 mm3

KO 8 3,46 mm3

Summe: 28,80 mm3

Mean: 3,60 mm3

SEM: 0,14 mm3

Cuprizonetiere Volumen Capsula interna mm3
Cup1l 3,33 mm3

Cup 2 2,65 mm3
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Cup 3 3,14 mm?3
Cup4 3,06 mm3
Cup 5 3,70 mm?3
Cup 6 2,70 mm?2
Cup7 2,98 mm3
Summe: 21,56 mms3
Mean: 3,08 mm3
SEM: 0,14 mm3

Tabelle 9: Die Tabelle zeigt das Volumen der Capsula interna der Kontrolltiere (n=8) sowie der
Cuprizonetiere (n=7), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM).

3.1.2 Cuprizone induziert keinen Volumenverlust in den Basalganglien

Im Gegensatz zu dem Volumenverlust der Capsula interna lie@ sich auch bei den
Basalganglien, bestehend aus Globus pallidum und Putamen, in den Nissl-gefarbten
Schnitten kein Volumenverlust zeigen.

Wahrend die Kontrollgruppe (n=8) ein mittleres Volumen der Basalganglien von 3,58 mm3
+ 0,19 mm® (Mean +- SEM) aufwies, zeigten die Cuprizonetiere (n=7) bei den

Basalganglien ein mittleres Volumen von 4,07 mm?3 +- 0,37 mm?3 (Mean +- SEM.
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Die Abbildung 11 zeigt das Volumen in mm? der Basalganglien der Kontrolltiere (n=8) sowie der
Cuprizonetiere (n=7) als Punkte geordnet. Ebenso zeigt die Tabelle den Mittelwert (Mean) sowie den

jeweiligen Standardfehler (SEM). Die einzelnen Werte kdnnen erganzend der Tabelle 10 entnommen
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werden.

In der Tabelle 10 ist das Volumen der Basalganglien der Kontrolltiere sowie der

Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere

Volumen Basalganglien mms3

KO 1 3,20 mm3
KO 2 4,13 mm3
KO 3 3,17 mm3
KO 4 2,88 mm3
KO 5 3,65 mm3
KO 6 3,30 mm3
KO 7 396 mm:3
KO 8 4,37 mms3
Summe: 28,66 mm3
Mean: 3,58 mm:3
SEM: 0,19 mm3
Cuprizonetiere Volumen Basalganglien mm3
Cup1l 4,07 mms3
Cup 2 2,74 mm?3
Cup 3 3,40 mm3
Cup4 3,93 mm?3
Cup 5 5,89 mm3
Cup 6 3,93 mm?
Cup7 4,52 mms3
Summe: 28,49 mm3
Mean: 4,07 mms3
SEM: 0,37 mm3

Tabelle 10: Die Tabelle zeigt das Volumen der Basalganglien der Kontrolltiere (n=8), sowie der
Cuprizonetiere (n=7), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM).

3.2. Schatzung der absoluten Anzahl von Nervenzellen im Cortex und
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Subcortex

Die fluoreszierend NeuN-gefarbten Schnitte von sechs Tieren, die zwolf Wochen lang mit
0,25%-haltigem Cuprizone-versetztem Futter gefuttert wurden, sowie die sieben
Kontrolltiere wurden hinsichtlich ihrer absoluten Zellzahl untersucht. Mit Hilfe der design-
based stereologischen Analyse konnte die Zellzahl der NeuN-gefarbten Zellen des Cortex
sowie des Subcortex geschatzt werden.

Im Cortex der Cuprizonetiere (n=6) zeigt sich eine mittlere Anzahl von 5 961 852,74
Nervenzellen +- 142 594,72 Nervenzellen in einem mittleren Volumen von 23,72 mm?3 +-
0,38 mm?3. Im Vergleich dazu ergab sich bei den Kontrolltieren (n=7) eine mittlere Anzahl
von 5 912 792,35 Nervenzellen +- 135 751,82 Nervenzellen in einem mittleren Volumen
von 24,84 mm? +- 0,58 mm?3 (Mean +- SEM).

Der Subcortex der Cuprizonetiere (n=6) weist eine mittlere Anzahl von 4 960 499,54
Nervenzellen +- 216 395,03 Nervenzellen in einem mittleren Volumen von 29,13 mm3 +-
0,91 mm? auf. Im Subcortex der Kontrolltiere (n=7) konnte eine mittlere Anzahl von 5 384
687,67 Nervenzellen +- 204 420,06 Nervenzellen in einem mittleren Volumen von 32,00
mm? +- 1,11 mm3 geschatzt werden.

Die einzelnen Werte des Cortex der Kontroll- sowie der Cuprizonetiere sind als Punktgrafik
in der Abbildung 12 dargestellt. Ebenso kann der Punktgrafik der Mean sowie der SEM
entnommen werden. Die einzelnen Werte je Tier und Gruppe sind in der Tabelle 11

angegeben.

Fur den Subcortex sind die einzelnen Werte der Kontroll- sowie der Cuprizonetiere als
Punktgrafik in der Abbildung 13 dargestellt. Ebenso kann der Punktgrafik der Mean sowie
der SEM entnommen werden. Die einzelnen Werte je Tier und Gruppe sind in der Tabelle

12 angegeben.
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Die Abbildung 12 zeigt die ermittelte Schatzung Uber die absolute Anzahl der NeuN-geféarbten Nervenzellen

des Cortex. Die einzelnen Punkte reprasentieren jeweils den Wert eines Tieres der Kontroll- (n=7) sowie der

Cuprizonetiere (n=6). Ebenfalls angefihrt der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM) der

einzelnen Gruppen. Die einzelnen Werte kdnnen ergdnzend der Tabelle 11 entnommen werden.

In der Tabelle 11 sind die absolute Anzahl an Nervenzellen sowie das ermittelte Volumen

des Cortex der Kontrolltiere und der Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere

Absolute Anzahl Nervenzellen

Ermitteltes Cortex-Volumen

Cortex
KO 2 5701 638,53 24,87 mm?3
KO 3 5891 919,67 24,68 mm3
KO 4 5868 213,55 24,55 mm3
KO 5 6 065 685,55 25,35 mm?
KO 6 5511 278,37 23,75 mm3
KO 7 6 625 110,53 22,86 mm?3
KO 8 5725 700,24 27,81 mm3
Summe: 41 389 546,44 173,87 mm3
Mean: 5912 792,35 24,84 mm?3
SEM: 135 751,82 0,58 mm3
Cuprizonetiere Absolute Anzahl Nervenzellen Ermitteltes Cortex-Volumen

Cortex
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Cup 2 5762 918,86 23,94 mm3

Cup 3 5 965 448,16 23,69 mm3

Cup 4 5657 387,10 25,20 mm?3

Cup5 5971 769,80 24,07 mm3

Cup 6 6 629 654,20 22,70 mm3

Cup?7 5783 938,29 22,71 mm3

Summe: 35771116,41 142,31 mm3
Mean: 5961 852,74 23,72 mm?3

SEM: 142 594,72 0,38 mm3

Tabelle 11: Die Tabelle zeigt die ermittelte Schatzung der absoluten Anzahl der Nervenzellen des Cortex der
Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere (n=6), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM) der

einzelnen Tiere.

Schétzung der NeuN-Nervenzellen des Subcortex
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Die Abbildung 13 zeigt die ermittelte Schatzung tber die absolute Anzahl der NeuN-gefarbten Nervenzellen
des Subcortex. Die einzelnen Punkte reprasentieren jeweils den Wert eines Tieres der Kontroll- (n=7) sowie
der Cuprizonetiere (n=6). Ebenfalls angefuhrt der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM) der

einzelnen Gruppen. Die einzelnen Werte kdnnen erganzend der Tabelle 12 enthommen werden.

In der Tabelle 12 sind die absolute Anzahl an Nervenzellen sowie das ermittelte Volumen

des Subcortex der Kontrolltiere und der Cuprizonetiere gelistet.
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Kontrolltiere Absolute Anzahl Nervenzellen Ermitteltes Subcortex-
Subcortex Volumen
KO 2 5624 988,73 34,83 mm?
KO 3 4 889 466,78 29,61 mm?3
KO 4 5069 001,14 34,33 mm3
KO 5 5 596 264,82 32,40 mm3
KO 6 6 324 200,82 30,77 mm?3
KO 7 4 736 325,22 27,27 mm?3
KO 8 5 452 566,20 34,83 mm?
Summe: 37 692 813,72 224,01 mm3
Mean: 5 384 687,67 32,00 mm3
SEM: 204 420,06 1,11 mm3
Cuprizonetiere Absolute Zellzahl Subcortex Ermitteltes Subcortex-
Volumen
Cup 2 4 879 668,24 29,52 mm?3
Cup 3 4 734 033,63 29,97 mm3
Cup 4 4 893 220,24 30,89 mm?
Cup 5 5 707 407,02 31,24 mm3
Cup 6 5 372 360,49 25,24 mm?3
Cup7 4176 307,59 27,93 mm?3
Summe: 2976 2997,21 174,79 mm3
Mean: 4 960 499,54 29,13 mm?3
SEM: 216 395,03 0,91 mm3

Tabelle 12: Die Tabelle zeigt die ermittelte geschétzte Zellzahl des Subcortex der Kontrolltiere (n=7) sowie

der Cuprizonetiere (n=6), Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SEM) der einzelnen Tiere.

3.3. Quantifizierung der Zelldichte des Cortex und des Subcortex

Die fluoreszierend NeuN-gefarbten Schnitte von sechs Tieren, die zwolf Wochen lang mit
0,25%-haltigem Cuprizone-versetztem Futter gefuttert wurden, sowie der sieben
Kontrolltiere wurden hinsichtlich ihrer Zelldichte untersucht. Nach Ermittlung der
Schétzung Uber die absolute Anzahl von NeuN-gefarbten Nervenzellen des Cortex sowie
des Subcortex wurde das Volumen derselben Schnitte bestimmt. Sowohl Volumen als
auch Zellzahl wurden mit Hilfe der design-based Stereology ermittelt.
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Im Cortex der Kontrolltiere (n=7) zeigt sich eine mittlere Zelldichte von 239 150,21
Zellen/mm? +- 9 538,84 Zellen/mm?3 in einem mittleren Gesamtvolumen von 24,84 mm?3 +-
0,58 mm?3 (Mean +- SEM). Im Vergleich dazu ergab sich bei den Cuprizonetieren (n=6)
eine mittlere Zelldichte von 251 979,68 Zellen/mm?3 +- 9 147,54 Zellen/ mm? in einem

mittleren Gesamtvolumen von 23,72 mm?® +- 0,38 mm?3

Im Subcortex der Kontrolltiere (n=7) konnte eine mittlere Zelldichte von 168 570,40
Zellen/mm? +- 4 852,00 Zellen/mm? in einem mittleren Gesamtvolumen von 32,00 mm?3 +-
1,11 mm?3 gezeigt werden. Der Subcortex der Cuprizonetiere (n=6) weist eine mittlere
Zelldichte von 171 172,82 Zellen/ mm3 +- 9 679,60 Zellen/mm?3 in einem mittleren

Gesamtvolumen von 29,13 mm3 +- 0,91 mm?3 auf.
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Die Abbildung 14 zeigt die ermittelte Zelldichte in Zellzahl/mm?3 des Cortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der
Cuprizonetiere (n=6) als Punkte. Ebenso sind der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM)
angegeben. Absolute Werte des Volumens der Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere (n=6) kénnen

der Tabelle 13 entnommen werden.
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Die Abbildung 15 zeigt das ermittelte Volumen in mm?® des Cortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der
Cuprizonetiere (n=6) als Punkte. Ebenso sind der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM)
angegeben. Absolute Werte des Volumens der Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere (n=6) kdnnen

der Tabelle 13 entnommen werden.

In der Tabelle 13 sind die Zelldichte der NeuN-Nervenzellen je mm?3 sowie das ermittelte

Volumen des Cortex der Kontrolltiere und der Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere Zelldichte Cortex [Zellzahl/mm?] Ermitteltes Cortex-Volumen
KO 2 229 257,68 24,87 mm3

KO 3 238 732,56 24,68 mm3

KO 4 239 031,10 24,55 mm?3

KO 5 239 277,54 25,35 mm3

KO 6 232 053,83 23,75 mm?

KO 7 289 812,36 22,86 mm?3

KO 8 205 886,38 27,81 mm3

Summe: 1674 051,45 173,87 mm?

Mean: 239 150,21 24,84 mm3

SEM: 9 538,84 0,58 mm3

Cuprizonetiere Zelldichte Cortex [Zellzahl/mm3] Ermitteltes Cortex-Volumen
Cup 2 240 723,43 23,94 mm3

Cup 3 251 812,92 23,69 mm3
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Cup4 224 499,49 25,20 mm3
Cup 5 248 100,12 24,07 mm3
Cup 6 292 055,25 22,70 mm3
Cup7 254 686,85 22,71 mm3
Summe: 1511 878,05 142,31 mm3
Mean: 251 979,68 23,72 mm3
SEM: 9 147,54 0,38 mm?

Tabelle 13 beinhaltet die einzelnen Werte der Zelldichte in Zellzahl/mm?3 sowie Volumen des Cortex von

Kontrolltieren und Cuprizonetieren.
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Die Abbildung 16 zeigt die ermittelte Zelldichte in Zellzahl/mm? des Subcortex der Kontrolltiere (n=7) sowie
der Cuprizonetiere (n=6) als Punkte. Ebenso sind der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM)

angegeben. Absolute Werte des Volumens der Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere (n=6) kdnnen
der Tabelle 14 entnommen werden.
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Die Abbildung 17 zeigt das ermittelte Volumen in mm?3 des Subcortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der

Cuprizonetiere (n=6) als Punkte. Ebenso sind der Mittelwert (Mean) sowie der Standardfehler (SEM)

angegeben. Absolute Werte des Volumens der Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere (n=6) kdnnen

der Tabelle 14 entnommen werden.

In der Tabelle 13 sind die Zelldichte der NeuN-Nervenzellen je mm?3 sowie das ermittelte

Volumen des Subcortex der Kontrolltiere und der Cuprizonetiere gelistet.

Kontrolltiere Zelldichte Subcortex [Zellzahl/mm3]  Ermitteltes Subcortex-
Volumen

KO 2 161 498,38 34,83 mm?

KO 3 165 128,90 29,61 mm?3

KO 4 163 013,83 34,33 mm?

KO 5 195 191,38 32,40 mm3

KO 6 164 738,42 30,77 mm?

KO 7 173 873,91 27,24 mm3

KO 8 156 547,98 34,83 mm?

Summe: 1179 992,81 224,01 mm?

Mean: 168 570,40 32,00 mm?

SEM: 4 852,00 1,11 mm3

Cuprizonetiere Zelldichte Subcortex [Zellzahl/mm3] | Ermitteltes Subcortex-
Volumen

Cup 2 165 300,41 29,52 mm?3

Cup 3 157 959,08 29,97 mm?3
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Cup4 184 765,52 30,89 mm?3
Cup 5 156 633,17 31,24 mm?3
Cup 6 212 851,05 25,24 mm3
Cup7 149 527,66 27,93 mm3
Summe: 1 027 036,90 174,79 mm3
Mean: 171 172,82 29,13 mm3
SEM: 9 679,60 0,91 mm?3

Tabelle 14 beinhaltet die einzelnen Werte zu Zelldichte sowie Volumen des Subcortex von Kontrolltieren
(n=7) und Cuprizonetieren (n=6).

4. Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein mdglicher Volumenverlust verbunden mit einem
Verlust von Neuronen in Thalamus, Hypothalamus, Basalganglien und Capsula interna im
chronischen Cuprizone-Modell bei C57BL/6J Mausen untersucht.

4.1 Das Cuprizone-Modell

Zur Untersuchung von De- und Remyelinisierung der grauen und der weil3en Substanz im
Versuchstier erwies sich das Cuprizone-Modell als zuverlassig (Matsushima & Morell,
2001; Gudi et al., 2009).

Nach aktuellem Stand der Forschung fuhrt Cuprizone zu einer toxischen Demyelinisierung
im zentralen Nervensystem. Dem liegt eine Apoptose der reifen Oligodendrozyten zu
Grunde. Dieser Apoptose folgt eine Mikroglia-Aktivierung und Astrogliose. Der exakte
Mechanismus aufgrund von Cuprizone ist bis heute noch nicht vollstandig geklart, jedoch
kann gesagt werden, dass nicht nur Oligodendrozyten eine wichtige Rolle spielen, sondern
auch einzelne Bestandteile wie Mitochondrien involviert sind (Varhaug et al., 2019).

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von Cuprizone auf das Volumen
von grauer sowie weil3er Substanz untersucht. Hierbei wurde das Volumen von
unterschiedlichen Bereichen gemessen, ohne jedoch den genauen Pathomechanismus,
der letztlich zur Demyelinisierung fuhrt, naher zu beleuchten. Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit wurde die Auswirkung von Cuprizone auf die Anzahl von Nervenzellen untersucht.
Cuprizone als neurotoxische Substanz wurde aufgrund seiner Auswirkungen auf De- und

Remyelinisierung und der damit verbundenen Volumenveranderungen im Gehirn der
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Versuchstiere ausgewahlt. Als Versuchstiere dienten C57BL/6J Mause, die ein besseres
Ansprechen auf Cuprizone haben als zum Beispiel andere Nagetiere wie Wistar- Ratten
oder Meerschweinchen (Love, 1988; Elsworth and Howell, 1973). Um die Mortalitat und
die damit verbundenen Ausfélle der Tiere mdglichst gering zu halten, wurde der Versuch
mit Tieren im Alter von acht Wochen und einem Korpergewicht von 19-21 g gestartet. Das
Ausmald der Demyelinisierung hangt auch vom Gewicht der Mause ab. Bei Mausen mit
geringerem Korpergewicht ist es starker ausgepragt als bei solchen mit vermehrtem
Korpergewicht (Leopold et al., 2019). Wir verwendeten bei unserem Versuch sowohl
mannliche als auch weibliche Tiere. Ein mdoglicher Unterschied im Ausmal3 der
Demyelinisierung zwischen den Geschlechtern wurde allerdings nicht untersucht.

Viele Studien werden nur mit mannlichen Mausen durchgefuhrt (Mohammadi-Rad et al.,
2019; Zhang et al., 2020; Zhen et al., 2017; Mason et al., 2004; Hiremath et al., 1998),
obwohl bis jetzt noch unklar ist, ob es geschlechtliche Unterschiede in der Auspragung der
Demyelinisierung gibt. Matsushima und Morell konnten in ihrer Studie keine
geschlechtlichen Unterschiede feststellen (Matsushima & Morell, 2001). Bei der
Erkrankung am Menschen zeigen sich jedoch durchaus geschlechtliche Unterschiede. So
sind Frauen zwei- bis dreimal h&ufiger betroffen als Manner (Stys et al., 2012).

Um eine ausreichende Demyelinisierung verbunden mit einer geringen Mortalitdt zu
erreichen, sind nicht nur Alter und Gewicht der Mause von Bedeutung, sondern auch die
Konzentration und die Dauer der Futterung von Cuprizone. In diesem Versuch wurde eine
Konzentration von 0,25% Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen gefittert. Dies fuhrte zu
einer chronischen Demyelinisierung.

Bei einer Cuprizonekonzentration von 0,6% sind die Mortalitat sowie ein Gewichtsverlust
der Tiere erhoht (Hiremath et al.,, 1998). Ebenso spielt die Art der Verabreichung von
Cuprizone eine wesentliche Rolle in der Ausprdgung der Demyelinisierung. Die Tiere
erhielten Normalfutter mit Cuprizone versetzt. Mochte man sichergehen, dass jede Maus
eine auf ihr Kérpergewicht abgestimmte Dosis erhalt, so empfiehlt sich die Verabreichung
mittels oraler Sonde (Zhen et al., 2017).

Nach einer vierwdchigen Gabe von Cuprizone weist das Corpus callosum bereits eine
gleichmalige Demyelinisierung auf, die nach zwei weiteren Wochen spontan
remyelinisiert. Bei zwolfwdchiger Futterung kommt es zu einem Wechsel aus De- und
Remyelinisierung, die zu chronischen Lasionen fuhren (Mason et al., 2001). Dutta und
Kollegen konnten in ihrer Studie 2013 einen Verlust von 95% des Myelins im Hippocampus

nach einer zwolfwochigen Gabe von Cuprizone und Rapamycin zeigen (Dutta et al.,
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2013).

4.2 Vorbereitung und Histologie

Bei der Durchfihrung von Tierversuchen ist auf eine tiergerechte Haltung sowie auf
standardisierte, reproduzierbare Bedingungen zu achten. Vorab sollten das Ziel des

Versuches sowie die daraus resultierenden ethischen Richtlinien festgelegt sein.

Eine der schwersten Aufgaben neben dem Téten der Tiere ist es, die Gehirne am
Kryostaten exakt auszurichten, um eine Vergleichbarkeit beider Gehirnhalften zu
gewabhrleisten. Jedes Gehirn sollte in exakt gleich dicke Schnitte, mit gleicher Ausrichtung
geschnitten werden, um eine Reproduzierbarkeit und insbesondere Vergleichbarkeit der

einzelnen Gehirne zu ermdglichen.

Die verwendeten histochemischen und immunhistochemischen Farbungen sind etablierte
Methoden, die vorab durch Probefarbungen sowie eine Verdinnungsreihe von
unterschiedlicher Konzentration der Antikdrper getestet wurden. Die Farbungen sind mit
grofdter Sorgfalt, exakten Konzentrationen und unter Einhaltung der Inkubationszeiten
durchgefiihrt worden. Bei fluoreszierenden Antikorpern ist zusatzlich auf eine schnelle
Verarbeitung und einen ausreichenden Lichtschutz zu achten. Die Farbungen wurden
anhand von Protokollen durchgefiihrt und dokumentiert.

Die Nissl-Farbung wurde ausgewahlt, da sie eine effiziente und gunstige Methode ist, um
zellenreiche Bereiche im Gehirn anzufarben. Die Methode farbt RNA und DNA blau ein,
welche vermehrt in Zellkernen sowie Ribosomen vorkommen. Dadurch werden Zellkdrper
sowie Dendriten besser sichtbar und kdénnen von umliegenden Bereichen, die reich an
Axonen sind, besser abgegrenzt werden (Gomes, 2019). In den Nissl-Schnitten war es
durch die Nissl-Farbung madglich, das Volumen von Thalamus, Hypothalamus,
Basalganglien sowie Capsula interna zu ermitteln. Die Grenzen der untersuchten Bereiche
in jeder Region wurden mit Hilfe des Allen Mouse Brain Atlas fir jeden Schnitt
gewissenhatft eingezeichnet. Die einzelnen Bereiche konnten anhand der Grél3e der Zellen
sowie der Dichte und Intensitat der Farbung voneinander unterschieden werden. Dies ist
nicht immer ganz einfach und bedarf gro3ter Sorgfalt. Mit Hilfe der Nissl-Farbung konnten
wir eine signifikante Volumenreduktion der Capsula interna bei den Cuprizonetieren

zeigen. Diese Farbung erwies sich fur uns als eine geeignete und reproduzierbare
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Methode.

Die NeuN-Farbung ist eine Methode, die neuronale nukledre Proteine in fast allen
Neuronen im ZNS von Saugetieren reproduzierbar und zuverlassig anfarbt. Neuronale
nukleare Proteine sind in den Zellkernen sowie im umliegenden Zytoplasma der Zellkerne
fast aller Neuronen zu finden. Diese Farbung wurde durch Gusel'nikova und Kollegen
2015 ausgewahlt, um pathologische Veranderungen in Neuronen zu zeigen. Sie dient
schon seit Uber 20 Jahren als wichtiger Marker, um Veranderungen in Neuronen von
gesundem, als auch pathologischem Gewebe zu zeigen (Gusel’'nikova et al., 2015). Wir
haben diese Methode ausgewahlt, um ebenfalls eine reproduzierbare Aussage Uber die
Anzahl von NeuN-positiven Neuronen im Gehirn von Mausen zu treffen. Wir erhofften uns
einen Unterschied in der NeuN-gefarbten Zellzahl der Cuprizonetiere im Vergleich zu den

gesunden Kontrollen zeigen zu kénnen.

4.3 Cavalieri-Methode

Die Cavalieri-Methode ist eine der wichtigsten Methoden der letzten Jahre, um schnell,
prazise und reproduzierbar das Volumen einer anatomischen Struktur zu ermitteln. Sie
zahlt zu den stereologischen Methoden, durch die anhand von gezahlten Punkten in
einem zuvor definierten Raster letztlich das Volumen errechnet werden kann (Taman et al.,
2020). Die Cavalieri-Methode wird auch als Goldstandard zur Volumenermittlung in MRI-
Studien herangezogen (Karaca et al., 2020). Poorna Pillutla und Kollegen konnten 2019 in
ihrer Studie zeigen, dass es im ermittelten Volumen der Stria vascularis der menschlichen
Horschnecke keinen Unterschied zwischen der Cavalieri-Methode und einer anderen
Punkte-zahl-Methode gibt. Wie Poorna Pillutla haben auch wir das Volumen an 40 pm
dicken Schnitten ermittelt (Poorna Pillutla et al., 2019). Owjfard und Kollegen verwendeten
in ihrer Studie 2020 ebenfalls die Cavalieri-Methode zur Ermittlung des Volumens von
Hippocampus, Striatum und Cortex im Rattengehirn (Owjfard et al., 2020).

Alper und Kollegen ermittelten 2006 mit Hilfe der Cavalieri-Methode das Gehirnvolumen
anhand von MRI-Bildern von MS-Patienten und gesunden Probanden (Alper et al., 2006).
Auch in einer zweiten Studie verwendeten Alper und Kollegen 2006 die Cavalieri-Methode,
um das Hirnstammvolumen zu ermitteln (Alper et al., 2006).

Wir haben diese Methode ausgewahlt, um schnell genaue und reproduzierbare Daten zu

bekommen.
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Die Auswertungen sind exakt und gleichbleibend durchgefihrt worden. Die Grenzen
zwischen den einzelnen Bereichen wurden mit Hilfe des Allen Mouse Brain Atlas fir jeden
einzelnen Schnitt festgelegt. Hierbei wurden Gr6Re, optische Dichte, Intensitat der
Farbung und Anordnung der einzelnen Zellen beachtet, um die Bereiche besser
voneinander unterscheiden zu kdnnen.

Die Auswertung der einzelnen Schnitte, die zu diesem Zeitpunkt verblindet waren, muss
sehr sorgfaltig immer wieder auf die gleiche Art und Weise durchgeflhrt werden. Sehr
leicht schleichen sich Fehler ein, sodass es sich empfiehlt, die verwendete Methode durch

eine zweite oder dritte Person Uberprifen zu lassen.

4.4 Volumenverlust und Hirnatrophie bei MS-Patienten

Atrophie des Gehirns sowie des Riuckenmarks scheinen bereits in frihen Stadien der MS
aufzutreten (Minagar et al., 2004). Die Atrophie der grauen Substanz hat eine wichtige
klinische Relevanz, jedoch sind die Ursachen noch zu wenig verstanden (Fisher et al.,
2008). Im Vergleich zu gesunden Probanden zeigen Patienten, die an einer schubférmigen
MS leiden, einen starken Verlust an grauer Substanz Thalamus, Nucleus caudatus,
Corpora mammilaria, Gyrus parahippocampalis, Hippocampus, Insula sowie im frontalen,
temporalen, occipitalen und parietalen Cortex (Duan et al., 2012).

Neben Atrophie der grauen Substanz kommt es auch zur Atrophie der weil3en Substanz,
jedoch in geringerem Ausmald (Eshaghi et al., 2018). Erst kurzlich konnten Heidari und
Kollegen in einer Studie 2020 ein signifikant kleineres Volumen der linken Gehirnhalfte,
des Kleinhirns, der Seitenventrikel, des Hirnstamms, des Corpus callosum und der weil3en
Substanz von MS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigen. Dieses Volumen
wurde mittels Cavalieri-Methode anhand von MRI-Bildern untersucht (Heidari et al., 2020).
Hingegen konnten Mesaros und Kollegen in ihrer Studie 2008 an padiatrischen MS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden keine Veranderung des durch MRI
ermittelten Volumens der gesamten grauen und weillen Substanz sowie des
intrakraniellen Volumens feststellen (Mesaros et al., 2008). Alper und Kollegen
verwendeten 2006 die Cavalieri-Methode, um das Gehirnvolumen von Patienten, die an
der schubférmigen und der sekundér progredienten MS litten, mit dem Gehirnvolumen von
gesunden Probanden zu vergleichen. Hier ergab sich ein signifikant vermindertes
Gehirnvolumen der MS-Patienten gegenuber den Probanden (Alper et al., 2006). In einer
weiteren Studie konnten Alper und Kollegen 2006 auch eine Verminderung des

Hirnstammvolumens von MS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisen.
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Fur diese Studie wurden MRI-Bilder mittels Cavalieri-Methode von an der schubférmigen
und an der sekundar progredienten MS leidenden Patienten mit gesunden Probanden
verglichen (Alper et al., 2006).

Bagnato und Kollegen bezeichneten kirzlich in einer Studie Hirnatrophie als einen
wichtigen Biomarker fur Neurodegeneration, betonten aber, dass es zwar verschiedene
Methoden gibt, um diese Atrophie nachzuweisen, jedoch noch keine exakten Techniken,
um madgliche Mechanismen aufzuspiren (Bagnato et al., 2020). Zum Beispiel kdnnen
MRI-Verfahren genutzt werden, um diese Atrophie aufzuzeigen und sie im
Krankheitsverlauf weiter zu beobachten (Chard et al., 2002). Besteht aber bereits eine
Atrophie, kann es manchmal zu spéat fur eine therapeutische Intervention sein und die
kognitiven und korperlichen Fahigkeiten kdnnen schon beeintrachtigt sein (Bagnato et al.,
2020). Daher ist es wichtig, die exakten Mechanismen hinter einer Atrophie zu klaren und

passende Screening-Methoden zu ermitteln.

4.4.1 Signifikanter Volumenverlust der Capsula interna

Die Capsula interna des Menschen ist eine wichtige Faserverbindung, die kortikale
Bereiche mit subkortikalen Regionen verbindet. Myelinisierte Faserbiindel verlaufen
zwischen den Basalganglien und trennen hier den Nucleus caudatus sowie den Thalamus
vom Nucleus lentiformis (Emos und Agarwal, 2020).

Bereits 2010 konnten Levy und Kollegen in ihrer Studie an nicht Ubergewichtigen
diabetischen Mausen mittels experimenteller autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) eine
Demyelinisierung der Capsula interna sowie der Fimbrien zeigen (Levy et al., 2010). Auch
Yamazaki und Kollegen schrieben in ihrer Studie 2020, dass Schaden an der Capsula
interna zu motorischen Ausfallen fuhren und diese nicht nur bei Schlaganfallen, sondern
auch bei Patienten mit MS auftreten (Yamazaki et al., 2020). Ebenso scheint es durch
Lasionen in der Capsula interna sowie den Basalganglien zu paroxysmalen Dyskinesien
zu kommen (Frohlich et al., 2018). Maimone berichtete 1991 von einem an MS leidenden
Patienten, der in einem akuten Schub einseitige tonische Spasmen aufwies. In einem
durchgefuihrten MRI zeigten sich in der rechten Capsula interna demyelinisierte Bereiche.
Nach 10 Monaten wurde ein weiteres MRI durchfiihrt, in welchem sich keine L&sionen im
zuvor ermittelten Bereich zeigten, ebenso waren die tonischen Spasmen nicht mehr
vorhanden (Maimone et al., 1991).

In der vorliegenden Studie zeigt sich ein signifikanter Volumenverlust (p=0,02) der Capsula
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interna. Die Fasern der Capsula interna sind myelinisierte Fasern. Da es bei der MS zu
einer Demyelinisierung kommt, kann es auch zu demyeliniserenden L&sionen in der
Capsula interna mit dementsprechenden neurologischen Ausféallen kommen.

Cuprizone induziert eine Demyelinisierung im ZNS. Durch diese Cuprizone-induzierte
Demyelinisierung lasst sich der ermittelte Volumenverlust der Capsula interna durchaus

erklaren.

4.4.2 Kein Volumenverlust von Thalamus und Hypothalamus

Die jeweils paarigen Thalami des Menschen sind ein Bereich des Diencephalons, die aus
50-60 Kernen und etwa 10 Millionen Neurone pro Hemisphéare bestehen. Ein Thalamus
wird in vier Teile, bestehend aus Hypothalamus, Epithalamus, ventralem und dorsalem
Thalamus, unterteilt (Herrero et al., 2002).

Der Volumenverlust im Gehirn von MS-Patienten scheint ein wichtiger Marker zur
Erkennung und Verlaufskontrolle von Neurodegeneration und dem damit verbundenen
Gewebeschaden zu sein. So gibt es bereits verschiedene MRI-Methoden um das
Gehirnvolumen von MS-Patienten zu bestimmen. Diese sind jedoch mit Vorsicht zu
geniel3en, denn Faktoren wie Pseudoatrophie spielen eine wichtige Rolle bei der
komplexen Erkrankung (De Stefano et al., 2014). In letzter Zeit hat sich immer mehr
herauskristallisiert, dass nicht nur die weil3e Substanz, sondern auch Veranderungen der
grauen Substanz bei MS weit verbreitet sind. So kommt es eher zur Atrophie in einzelnen
spezifischen Bereichen, weniger zu einer diffusen Verteilung. Bis jetzt ist der genaue
Mechanismus, der zur Atrophie der grauen Substanz fuhrt, jedoch noch unklar. Trotz
alledem ist eine Atrophie der grauen Substanz ein wesentlicher Bestandteil von
Veranderungen im Gehirn bei MS-Patienten (Chiang et al., 2019). Gehirnschnitte von
verstorbenen MS-Patienten zeigten demyelinisierte Bereiche im Thalamus, die letztlich zu
einer Atrophie des Thalamus ftihrten.

Wie bereits Kipp und Kollegen in ihrer Studie 2015 berichteten, scheint der Thalamus auch
eine direkte Rolle in der Cuprizone-induzierten Intoxikation zu spielen. Cuprizone schadigt
direkt die Oligodendrozyten im Thalamus und fuhrt dadurch zu einer Demyelinisierung und
letztlich zu Veranderungen von lebenswichtigen Funktionen (Kipp et al., 2015).

Auch Azevedo und Kollegen konnten in ihrer Studie 2018 zeigen, dass es zu einer
Volumenabnahme des Thalamus bei MS-Patienten kommt und dass diese
Volumenabnahme schneller voranschreitet, als es bei gesunden Kontrollpersonen der Fall

ist (Azevedo et al., 2018). Ebenso scheint die durch MRI ermittelte Grb3e der grauen
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Substanz des rechten und linken Thalamus bei jungen péadiatrischen MS-Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden vermindert zu sein (Mesaros et al., 2008).

Der Hypothalamus des Menschen spielt eine wichtige Rolle in Bezug auf Grundumsatz,
Appetit, Schlaf und Motivation. Er besitzt Neurone und weitere Zellen, die Hormone,
Metabolite und andere zirkulierende Botenstoffe erkennen und so gezielt auf Stressoren
und physikalische Stérungen reagieren. Letztlich sollte dadurch die Homoostase in
unserem Korper aufrecht gehalten werden. Ebenso konnten bisher einige wenige Studien
eine gestorte Sekretion hypothalamischer Hormone und Peptide bei MS-Patienten
aufzeigen, wie etwa von Cortisol und Orexin (Burfeind et al., 2016).

Hnilicovd und Kollegen konnten 2019 in ihrer Studie einen signifikanten Unterschied im
Metabolismus des Hypothalamus zu Beginn der Krankheit bei MS-Patienten zeigen
(Hnilicova et al., 2019). So scheint es zu einer Stérung unter anderem der Wachheit und
des Aktivitatsniveaus bei MS Patienten zu kommen (Burgeind et al., 2016).

In  unserem chronischen Cuprizone-Modell konnten wir keinen signifikanten

Volumenverlust des Hypothalamus im Vergleich zu gesunden Kontroliméausen messen.

4.4.3 Kein Volumenverlust der Basalganglien

Die Basalganglien des menschlichen Gehirns zahlen zur grauen Substanz und sind als
tiefe graue Kernmassen des Telencephalons von weil3er Substanz umgeben. Zu ihnen
z&hlen der Nucleus caudatus, Nucleus lentiformis, bestehend aus Putamen und Globus
pallidum, Nucleus subthalamicus und die Substantia nigra. Sie bilden einerseits das
Hauptzentrum des extrapyramidalen motorischen Systems, andererseits haben sie auch
eine wichtige Funktion bei Motivation, Emotionen, Assoziation und kognitiven Prozessen
(Herrero et al.,, 2002). Die Basalganglien und der Thalamus beeinflussen eine schnelle
Verarbeitung von Informationen (Batista et al., 2012). Bei MS-Patienten scheinen sie eine
wichtige Rolle bei chronischer Mudigkeit zu spielen, ebenso bei zielorientiertem Verhalten
und belohnungsbasierter Motivation (Hoffnung et al., 2019). In einer Studie von Batista im
Jahr 2012 konnte ein Volumenverlust der Basalganglien und des Thalamus gezeigt
werden (Batista et al., 2012). Conte und Kollegen gelang es kirzlich in einer Studie, einen
Zusammenhang zwischen Volumenverlust von Thalamus und Basalganglien mit einer
funktionellen Behinderung von MS-Patienten herzustellen (Conte et al., 2020).

In unserer Arbeit zeigt sich kein Volumenverlust der Basalganglien. Dieser nicht
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vorhandene Volumenverlust lasst sich mdglicherweise durch einen Messfehler erklaren.
Die Basalganglien sind angrenzend an die Capsula interna, Corpus callosum und weitere
Strukturen. In der Nissl-Farbung lassen sich diese Strukturen oftmals schwer voneinander
unterscheiden. Die Grenzen fir jeden Schnitt und jeden Bereich wurden individuell und
moglichst reproduzierbar anhand unterschiedlicher Zellen, Zelldichte, Zellgro3e, Farbe
und unter Zuhilfenahme des Allen Mouse Brain Atlas festgelegt. Es kann moglich sein,
dass die Grenze der Basalganglien falsch gezogen wurde, zumal sich die Basalganglien
von Region 260 bis 315 in ihrer Form und Gr63e verandern. Somit sollte dieses Ergebnis
durchaus kritisch hinterfragt werden und durch andere Verfahren nochmal tberprift

werden.

4.5. Design-based Stereology

Um die Anzahl von Zellen oder Neurone im Gehirn zu schatzen, gibt es verschiedene
Verfahren und Programme. Eine Mdglichkeit ist, die Anzahl durch design-based
serologische Verfahren zu ermitteln. Sterio berichtet 1984, dass es mdglich ist, durch
stereologische Verfahren eine Schéatzung Uber die Anzahl von Partikeln in einem
dreidimensionalen Raum durch Zahlung von mindestens zwei aufeinanderfolgenden
Schnitten zu ermitteln, sofern man den Abstand dieser Schnitte kennt (Sterio, 1984).

In unserer Auswertung wurde der optical fractionator des Computerprogramms Stereo
Investigator Version 11.07 verwendet, um die Anzahl von NeuN-gefarbten Zellen im Gehirn
von Mausen zu schéatzen. Sadeghinezhad und Amrein haben 2020 in ihrer Studie, in der
Ratten das Zytostatikum Oxaliplatin erhielten, die Neurone mittels der Optical-fractionator-
Methode ermittelt (Sadeghinezhad und Amrein, 2020). Bereits 1991 verwendete West in
einer Studie zur Ermittlung der Neuronenanzahl im Hippocampus der Ratte dasselbe
Zahlverfahren (West et al., 1991). Auch Korbo und Kollegen schatzten 1990 mit Hilfe der
Disector-Methode eine absolute Anzahl von Neuronen im Cortex von Ratten. Bei dieser
Methode ergibt sich die Anzahl der Neurone als Produkt aus dem ermittelten Volumen und

der ermittelten Dichte.

4.5.1 Keine Abnahme der Zellzahl des Cortex und des Subcortex

Die MS ist eine Erkrankung, bei der es neben Demyelinisierung auch zu einer Abnahme
der Neuronenanzahl im ZNS kommt (Papadopoulos et al., 2009). Bereits 2002 konnte

Cifelli in einer Studie feststellen, dass es zu einem erheblichen Verlust von Neuronen
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im Thalamus bei MS-Patienten kommt (Cifelli et al., 2002). Wegner und Kollegen sind
2006 in einer Studie ebenfalls auf einen erheblichen Verlust von Neuronen und
Gliazellen in Lasionen des Neocortex von MS-Patienten gestof3en. Aul3erdem ist mit
dem Verlust von Neuronen auch eine Abnahme von Synapsen im ZNS verbunden
(Wegner et al., 2006).

Carassiti und Kollegen gelang es in einer Studie 2018 mit Hilfe der Optical-fractionator-
Methode im Optical-disector, der der eigentliche dreidimensionale Zahlbereich ist, eine
Abnahme der absoluten Zellzahl von Neuronen des Neocortex im Vergleich zu gesunden

Probanden nachzuweisen (Carassiti et al., 2018).

In unserer Studie zeigte sich ein Volumenverlust der Capsula interna, jedoch keine
Abnahme der Zellzahl von NeuN-gefarbten Zellen des Cortex sowie des Subcortex. Dies
konnte sich einerseits auf die verwendete Farbung zurtckfihren lassen. NeuN ist ein
Antikorper, der an fast alle Neurone im ZNS bindet. Es kann also durchaus der Fall sein,
dass es zu einer Abnahme von speziellen Neuronen im ZNS kommt. Mdglich ware auch,
dass das verwendete Mausmodell nicht ideal zur Schatzung der Zellzahl war. Cuprizone
fuhrt zu einem Untergang der Oligodendrozyten verbunden mit einer Demyelinisierung im
ZNS, jedoch zeigt sich keine Auswirkung von Cuprizone auf die Anzahl der Neurone. Wir

konnten keine Abnahme feststellen.

45.2 Keine Abnahme der Zelldichte des Cortex und des Subcortex

Carassiti und Kollegen konnten 2018 neben einer Abnahme der Anzahl von Neuronen im
Neocortex auch eine Abnahme der Neuronendichte ermitteln. So wiesen die an MS
leidenden Patienten eine signifikant geringere Dichte der Neurone des Neocortex im
Vergleich zu gesunden Probanden auf (Carassiti et al., 2018). Trapp und Kollegen haben
in einer Studie 2018 die mittlere Neuronendichte des Cortex in der Schicht Ill, V, VI an funf
verschiedenen Stellen des Cortex bestimmt. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der
mittleren Neuronendichte der Schicht V des Cortex im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
Bei MS-Patienten, die an der myelokortikalen MS litten, zeigte sich eine signifikante
Abnahme der mittleren Neuronendichte der Schicht Ill, V und VI (Trapp et al., 2018).

In unserem Versuch am chronischen Cuprizone-Model der Maus ergab sich kein
signifikanter Unterschied der Neuronendichte von Cuprizonemausen im Vergleich zu

gesunden Kontrolltieren.
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5. Zusammenfassung

Die MS ist eine komplexe Autoimmunerkrankung, die unter anderem aus verschiedensten
Komponenten wie Demyelinisierung, axonaler Schadigung, neuronaler Schadigung,
Neuroinflammation, oxidativem Stress und einigen mehr aufgebaut ist. Klinisch zeigen sich
neurologische Beschwerden je nach Lokalisation der L&sion im Gehirn. Diese
Beschwerden reichen von Sehen von Doppelbildern, schmerzhaften Augenbewegungen,
Trigeminusneuralgie, dem Verlust von Sensibilitdt im Gesicht, Nystagmus, motorischen
Stoérungen, Ataxie, Harndranginkontinenz, Obstipation, erektiler Dysfunktion bis hin zu
unspezifischer Mudigkeit. Aufgrund der unterschiedlichsten Beschwerden ist es eine
Herausforderung, die Erkrankung schnellstmdglich zu diagnostizieren, um eine
entsprechende Therapie einzuleiten. Hierfir stehen unterschiedliche Verfahren zur
Verflgung. Neben Anamnese und korperlicher Untersuchung auch evozierte Potentiale,
Liquordiagnostik, Nervenleitgeschwindigkeit bis hin zu MRI und PET.

Bis heute ist die Erkrankung noch nicht bis ins Detail geklart. Verschiedene
medikamentdse Angriffspunkte zeigen eine gute Wirkung mit Unterdriickung der Schibe,
jedoch ohne Heilung.

Mit dieser Arbeit am chronischen Cuprizone-Modell der Maus sollte die Komponente der
Demyelinisierung genauer ins Blickfeld genommen werden. Es wurde untersucht, ob es
durch zwolfwochige Cuprizonegabe bei C57BL/6J Mausen zu einem signifikanten
Volumenverlust von sowohl grauer als auch weiler Substanz kommt. Neben einem
maoglichen Volumenverlust sollte auch ein moglicher Verlust an NeuN-geféarbten Zellen des
Cortex und des Subcortex untersucht werden, sowie die Zelldichte des Kortex und des
Subkortex ermittelt werden.

Nach zwolfwochiger Cuprizonegabe wurden die Mause tief narkotisiert, transkardial
perfundiert und die Gehirne entnommen. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Gehirne in
verschiedenen Sucroselésungen gelagert und mit Hilfe eines Kryostat in 40 um dicke
Schnitte geschnitten. Eine Serie aus jedem dritten Schnitt zwischen der Region 260 und
315 wurde zuféllig ausgewahlt und Nissl-gefarbt. Mittels Cavalieri-Methode wurde das
Volumen von Thalamus, Hypothalamus, Capsula interna und Basalganglien bestimmt.
Thalamus, Hypothalamus und Basalganglien wiesen keinen Volumenverlust auf. Ein
signifikanter Volumenverlust ergab sich aber hinsichtlich der Capsula interna der
Cuprizonemause im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren.

Um diesen Volumenverlust weiter zu untersuchen und um festzustellen, ob mit ihm auch
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ein moglicher Verlust von NeuN-gefarbten Zellen einhergeht, wurde aus einer Serie jeder
sechste Schnitt zwischen Region 215 bis 325 desselben Tieres zuféllig ausgewahlt und
fluoreszierend NeuN-gefarbt. Mit Hilfe der Design-based Stereology konnte eine absolute
Zellzahl des Cortex und des Subcortex geschatzt werden. In dieser Arbeit konnte kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der NeuN-gefarbten Zellen des Cortex, sowie des
Subcortex im Vergleich zu gesunden Kontrollmé&usen nachgewiesen werden. Ebenso
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der ermittelten Zelldichte des Cortex und des

Subcortex der NeuN-gefarbten Schnitte.
Diese Ergebnisse konnen keineswegs eins zu eins auf die MS-Erkrankung Ubertragen

werden. Es sind Ergebnisse eines Tiermodells, die bereits vorliegende Ergebnisse und

Erkenntnisse zur Erkrankung unterstreichen.
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Cuprizonetiere (n=6), selbst erstellt, (Seite 50)
Abbildung 15: Volumen in mm?2 des Cortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der Cuprizonetiere

(n=6), selbst erstellt, (Seite 51)

Abbildung 16: Zelldichte in Zellzahl/mm? des Subcortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der
Cuprizonetiere (n=6), selbst erstellt, (Seite 52)

Abbildung 17: Volumen in mm?3 des Subcortex der Kontrolltiere (n=7) sowie der

Cuprizonetiere (n=6), selbst erstellt, (Seite 53)
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