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4 Abkiirzungsverzeichnis

Abkilrzungsverzeichnis

APP engl. Amyloid Precursor Protein

BDNF engl. Brain-derived Neurotrophic Factor
CC Corpus callosum

CNPase 2,3-zyklische Nukleotid-3-Phosphodiesterase
COX 1V Cyclooxigenase IV

Cuprizone Cuprizone

DMTs krankheitsmodifizierende Medikamente
EAE Experimentelle autoimmune Enzephalitis
FGF-2 Fibroblast Growth Factor 2

GABA Gamma-Aminobuttersdure

IHC Immunhistochemie

kDa Kilodalton

MBP Myelin-Basisches-Protein

MS Multiple Sklerose

MOG Myelin-Oligodendrozyten-Protein

NES Normales Esel Serum

NZS Normales Ziege Serum

NNA N-Acetyl Aspartat

OT Objekttriger

PBS Phosphate-buffered saline

PFA Paraformaldehyde

PLP Proteolipid-Protein

PV Parvalbumin

RRMS Schubférmig remittierende MS

ROI Region of Interest

sNfL Serum Neurofilament Light Chain

SPMS sekundir progrediente Multiple Sklerose
VDACT Voltage-dependent anion channel-1

ZNS Zentralnervensystem
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1 Zusammenfassung

Neurodegeneration, insbesondere Neuronenverlust sowie axonaler Schaden tragen mallgeblich zur
Krankheitsprogression bei an Multipler Sklerose erkrankten Patienten bei. Ziel meiner Arbeit ist es,
diese beiden Aspekte anhand des Cuprizone-Tiermodells genauer zu untersuchen.

Um einen mdglichen Neuronenverlust zu quantifizieren, wurden 5 Wochen mit 0,25 %-Cuprizone
intoxikierte C57BL/6] Miuse perfundiert, immunhistochemisch gegen Parvalbumin gefirbt und die
Parvalbumin® Interneurone stereologisch ausgewertet. Dabei zeigte sich kein signifikanter Verlust an
Parvalbumin® Interneuronen im Cortex im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zur Erfassung eventueller axonaler Schiden wurde nach Validierung des Cuprizone-Modells mittels
anti-Proteolipid-Protein -Firbung, eine immunhistochemische-Firbung gegen das Vesikelprotein
Amyloid Precursor Protein, einem bereits etablierten Marker fiir axonalen Schaden, von je 1, 3 und 5
Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren und einer Kontrollgruppe vorgenommen. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine Cuprizone-Intoxikation zu akutem axonalen Schaden fihrt, welcher sich in Form
von Amyloid Precursor Protein® Sphiroiden im Corpus callosum immunhistochemisch darstellen
ldsst.

Zur Untersuchung einer méglichen Beeintrichtigung mitochondrialer Proteine durch den geschidig-
ten axonalen Transport wurden zwei Firbungen gegen Cyclooxigenase IV und Voltage-dependent
anion channel-1 vorgenommen. Dabei konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein hoch signifikantes
Zihlergebnis an Cyclooxigenase IV * und Voltage-dependent anion channel-1* Sphiroiden im Corpus
callosum nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation ermittelt werden. Zusitzlich wurde eine Immunflu-
oreszenzfirbung gegen Amyloid Precursor Protein und Cyclooxigenase IV durchgefithrt, um einen
moglichen 6rtlichen Zusammenhang von Mitochondrienbestandteilen und Amyloid Precursor Pro-
teint Sphdroiden zu eruieren. Die Ergebnisse zeigen, dass Amyloid Precursor Proteint und Cy-
clooxigenase IV * Sphiroide zu 20 % kolokalisieren.

Diese Arbeit kommt somit zu dem Ergebnis, dass Cuprizone-induzierte akute Demyelinisierung zu
axonalen vesikuldren als auch zu mitochondrialen Transportdefiziten fiihrt. Sie liefert zudem neue
Markerproteine, um axonalen Schaden zu visualisieren und trigt zum weiteren Verstindnis der kom-
plexen axonalen Transportmaschinerie der progressiven Multiplen Sklerose bei.
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2 Einleitung

2.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung, die durch Degeneration von
Myelinscheiden des Zentralnervensystems (ZNS), inflammatorische Infiltrate und neuronalen Schaden
charakterisiert ist. Obwohl einige Faktoren, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, bekannt
sind, bleibt der genaue Pathomechanismus bislang ungeklirt. Bisherige wissenschaftliche Studien zei-
gen, dass Umweltfaktoren wie eine Epstein Barr Virus Infektion, niedriger Vitamin D Spiegel und
Zigarettenkonsum, sowie genetische Faktoren, insbesondere HLA Varianten, die Entstehung dieser
Erkrankung begtnstigen (Dendrou et al., 2015). Diese Arbeit soll ein Beitrag zum besseren Verstind-
nis der durch MS hervorgerufenen pathologischen Vorginge im ZNS sein.

Die Mehrzahl der MS Patienten durchliuft wihrend ihrer Erkrankung verschiedene Phasen. Zu Be-
ginn der Erkrankung kénnen wiederkehrende Episoden von entziindlichen und demyelinisierenden
Prozessen vorkommen, von denen sich der Patient vollkommen erholen kann (relapsing-remitting,
RRMS). Nach etwa einer Dekade dndert sich meist das klinische Krankheitsbild, die Schubrate tritt in
den Hintergrund, klinisch imponiert nunmehr eine stindige, schubunabhingige Krankheitsprogressi-
on. Diese zweite Phase wird sekundir progrediente MS (SPMS) genannt (Rovaris et al., 2006; Trapp et
at., 2008).

Die meisten Medikamente haben vor allem wihrend der schubférmig remittierende MS ihre Wirk-
samkeit und wirken entweder immunmodulatorisch oder immunsuppressiv (Oh et al., 2015). Leider
haben diese Therapiestrategien keinen, oder nur einen geringen Einfluss auf die progressive Phase
(Wingerchuk et al., 2014). Verschiedenste Behandlungsstrategien sind vorhanden, um die Entziindung
einzudimmen (Ruiz et al., 2019). Beispielsweise werden hohe Dosen an Glucocorticoiden zur Verkiir-
zung der Schubdauer eingesetzt. Jedoch haben Glucocorticoide keinen Einfluss auf die langfristige
Krankheitsprogression der MS und werden nicht als krankheitsmodifizierende Medikamente (DMT's)
bezeichnet (Tischner et al.,, 2007). DMTs werden in zwei Gruppen eingeteilt: Die erste Gruppe fithrt
zu einer kontinuierlichen Immunsuppression; die zweite ist eine Immuninduktionstherapie, wobei das
Immunsystem verindert wird und dadurch weniger anfillig ist. Kommt es zu einem progressiven
Vetlauf, sind die meisten DMTs unwirksam (Ruiz et al., 2019). Derartige Verlaufsformen werden,
nach derzeitigem Wissensstand, vor allem durch neurodegenerative Schiden verursacht. Es wird an-
genommen, dass axonaler Schaden ein wichtiger Aspekt ist, der zum Fortschritt der Erkrankung fihrt
(Kornek et al., 2000; Trapp et al., 1999).

Im progressiven Verlauf der Erkrankung erreichen die langsam fortschreitenden degenerativen Pro-
zesse eine spezifische Schwelle und werden klinisch bemerkbar. Zwei Mechanismen spielen dabei eine
Rolle: Erstens koénnen Funktionen von geschidigten Neuronen auch von benachbarten Neuronen
ausgefithrt werden, ein Prozess der auch neuronale Plastizitit genannt wird (Penner et al., 2017, En-
zinger et al., 20106). Zweitens muss der Ausfall von einem oder mehreren Neuronen sich nicht direkt
in neurologischen Defiziten dulleren. Anschaulich ldsst sich das am Beispiel eines mit 1000 Billen
geftllten Behilters darstellen. Entnimmt man dem Behilter einen einzigen Ball, wird dieser kaum als
fehlend realisiert werden. Sind jedoch nur noch zwei Bille im Behilter vorhanden, wird nicht unbe-
merkt bleiben, wenn man einen Ball entfernt. Wihrend der RRMS Erkrankungs-Phase wird der initia-
le Verlust von neuronalen Strukturen vom Patienten nicht wahrgenommen und fihrt nicht zu klini-
schen Symptomen. Spiter im Verlauf der Erkrankung, wihrend des Ubergangs von der RRMS zur
SPMS-Phase, wenn bereits viele neuronale Schiden entstanden sind, wird der zusitzliche Verlust von
neuronalen Strukturen klinisch relevant (Jianshan et al., 2020).

Bisherige wissenschaftliche Arbeiten konzentrierten sich vor allem auf die inflammatorischen Prozesse
der Erkrankung. Im Gegensatz dazu werden den neurodegenerativen Aspekten der Erkrankung we-
sentlich weniger Beachtung geschenkt. Insbesondere die Methoden zur Erfassung der neurodegenera-
tiven Prozesse befinden sich noch in der Anfangsphase (Wagenknecht et al., 2016). Aus diesem
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Grund ist es von héchster Relevanz, dass die neurodegenerativen Aspekte weiter erforscht werden
(Barkhof et al., 2009; Sormani et al., 2014).

2.2 Neuronenverlust

In Gehirnen von MS-Patientin kénnen im Verlauf der Erkrankung alle neuronalen subzelluldren
Strukturen wie Axone, Dendriten oder synaptische Fortsitze zerstort werden (Dutta et al., 2011, Jur-
gens ct al., 2016, Trapp et al., 1998). Schlussendlich kénnen sogar ganze Nervenzellen verloren gehen
(Peterson et al., 2001, Kipp et al., 2017).

Ergebnisse vieler Studien zeigen, dass neuro-axonale Degeneration in den grauen Substanz, im Ge-
gensatz zu Schiden in der weilen Substanz, der bessere Prognosewert fiir den Krankheitsfortschritt
ist (Calabrese et al., 2015; Dutta & Trapp 2014; Kipp et al., 2015). Jedoch sind die pathophysiologi-
schen Ausloser, die zu neuro-axonaler Degeneration in der grauen Substanz fithren, wenig verstanden.
Dartiber hinaus fehlen etablierte bildgebende Verfahren, um das Ausmal3 des neuronalen Verlusts bei
MS Patienten verlisslich zu quantifizieren (Wagenknecht et al., 2010).

Um zu verstehen, wie es zu neuronalen Verlusten kommt, muss beachtet werden, dass Neurone nicht
nur durch eine Weitergabe des elektrischen Signales an der Synapse kommunizieren. Sie tauschen auch
verschiedene Wachstumsfaktoren, wie BDNF oder FGF-2, durch anterograden oder retrograden
trans-neuralen Transport aus (Ferguson et al., 1990; Dieni et al., 2012; Figueiredo et al., 2008). Im
synaptischen Spalt kénnen diese Faktoren die pri- und postsynaptische Funktion und das neuronale
Uberleben regulieren (McCabe et al., 2012; Nikoletopoulou et al., 2010). Aus diesem Grund kénnen
diffuse neurodegenerative Verdnderungen am besten in Gehirnregionen mit grolem Vernetzungsgrad
erforscht werden (Wagenknecht et al., 2016). Eine dieser Strukturen ist der Kortex.

Der Kortex besteht neben Pyramidenzellen, Kérnerzellen Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikrog-
lia aus inhibitorischen Interneuronen. Diese Interneurone dienen der Kommunikation zwischen Neu-
ronen innerhalb des Kortex und verlassen mit ihren Projektionen den Kortex nicht (Trepel et al.,
2011).

Analysen des motorischen Kortex von menschlichen post-mortemr MS-Gehirnen zeigen im Vergleich zu
gesunden Kontroll-Gehirnen eine Verminderung der Expression von verschiedenen Genen, welche
bedeutend fir die Transmission von GABA-haltigen inhibitorischen Neuronen sind (Dutta et
al., 2006). GABA-haltige inhibitorische Interneurone kann man, je nach der Expression von verschie-
denen Calcium-bindenden Proteinen wie Parvalbumin (PV) und Calretinin unterteilen (DeFelipe
1997; Grateron et al., 2003; Cotter et al., 2002). Beide Proteine sind fir die Pufferung von intrazelluld-
rem Calcium zustindig (Baldellon et al., 1998). Defekte bei der Expression von Calcium-bindenden
Proteinen sind fiir neurologische Pathologien wie der MS mitverantwortlich (Beers et al., 2001; Eyels
et al., 2002). Im Speziellen wurde in normal-erscheinender grauer Substanz von MS Patienten eine
Verminderung der Expression des PV-Gens beobachtet (Dutta et al., 2006). Eine post-mortem Analyse
von MS Patienten zeigte eine Verminderung an PV™ Interneuronen des motorischen Kortex (Cle-
ments et al., 2008).

2.3 Axonaler Schaden

Im Verlauf der MS kénnen Defekte an den Nervenfasern (Axonen) entstehen. Diese werden als ,,a-
xonaler Schaden® bezeichnet. Subtile axonale Schiden sind teilweise reversibel. Moglicherweise steht
dies im Zusammenhang mit einem Riickgang des zuvor entstandenen entziindlich bedingten Odems
(Nikic et al., 2011). Die Details der permanenten axonalen Schidigung in vivo sind noch ungeklirt.
Untersuchungen in vitro und von post-mortem Priparaten geben Hinweise auf eine Immun-Zell vermit-
telte Pathogenese (e.g. Trapp et al., 2008, Lucchinetti et al., 2000, Waxman et al., 2006).

Axonaler Schaden kann in zwei verschiedene Arten eingeteilt werden (Buddeberg et al., 2003). Der
frihe axonale Schaden ist zum Teil reversibel und kann durch die Konzentration von N-Acetyl-
Aspartat (NAA), einem spezifischen Marker fir Neurone und neuronale Fortsitze, geschitzt werden.
Ist der NAA-Spiegel vermindert, lisst dies auf eine reduzierte Anzahl neuronaler Strukturen schliefen.
Bjartmar et al. (2000) fanden heraus, dass der bereits verminderte NAA-Spiegel in akuten Lisionen im
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Vetlauf der Erkrankung mit dem Rickgang der klinischen Symptome wieder ansteigen kann. Dies
lisst auf eine vortbergehende Wiederherstellung der axonalen Funktion schlieBen (Bjartmar et al.,
2000).

Wenn es zur Progression persistierender klinischer Beeintrichtigungen kommt, nimmt man an, dass
die axonale Schidigung ein kritisches Ausmal} iberschritten hat. Man spricht dann von der spiten
axonalen Schidigung (Buddeberg et al., 2003).

In einem intakten Neuron werden u.a. Zellorganellen im Zellkérper (Perikaryon) synthetisiert und
entlang des Axons zur Synapse transportiert. Der Transport vom Zellkérper zur Synapse wird auch
anterograder Transport genannt. Umgekehrt, zum Perikaryon hin, spricht man von retrogradem axo-
nalen Transport (Trepel et al., 2011). Ladungen in Vesikeln werden grofB3teils mittels schnellem axona-
len Transport (100-400 mm/Tag, 1-5 um/s ) weitergeleitet. Hingegen werden Anteile des Zytoskeletts
wie Mikrotubuli, Neutofilamente und Aktin mittels langsamem axonalen Transport (0.2-5 mm/Tag
oder 0,0002-0,05 um/s) geliefert (Roy et al., 2005).

Der beeintrichtigte axonale Transport kann mittels immunhistochemischer Firbung der akkumulier-
ten Proteine sichtbar gemacht werden (Kuhlmann et al., 2002, Schirmer et al., 2011, Trapp et al., 1998,
Gudi et al., 2017). Der am hiufigsten benutzte Marker, um axonale Transportdefizite zu visualisieren,
ist das Amyloid Precursor Protein (APP) (Gudi et al, 2017). APP ist ein integrales Membran-
Glykoprotein, welches vom Zellkérper mittels schnellem, anterograden axonalen Transport Richtung
Axonende transportiert wird (Koo et al., 1990). Am Axonende soll APP fiir die Regulation der synap-
tischen Aktivitit und Stabilitdt verantwortlich sein (Groemer et al., 2011, Tyan et al., 2012). Im Falle
eines Transportdefizites kommt es zu der fiir axonale Schidigung spezifischen Bildung von Sphiroi-
den. In den Sphiroiden ist die APP Konzentration so hoch, dass sie mittels immunhistochemischer
Firbung sichtbar gemacht werden kénnen. (Sherriff et al., 1994, Stone JR et al., 2000).

Ein anderer Biomarker fiir axonalen Schaden ist das Serum Neurofilament Light Chain (sNfL). Neu-
rofilament ist ein grofler Bestandteil des axonalen Zytoskeletts und wird bei einer axonalen Schadi-
gung in den Liquor und somit auch ins Blut freigesetzt (Teunissen et al., 2012). Er kann als Prognose-
faktor zu Beginn der Erkrankung eingesetzt werden (Disanto et al.,, 2017). Synaptophysin ist ein
Transmembranprotein, welches in verschiedene Vorginge wie Exo- und Endozytose involviert ist
(Valtorta et al., 2004). Es kann auch als Marker fiir axonalen Schaden verwendet werden (Gudi et al.,
2017).

Um die Funktion des Neurons aufrechtzuerhalten, ist der Transport von Vesikeln besonders wichtig
(Hennequin et al., 2017, Sheng et al., 2002). Vor allem ein ausgewogener mitochondrialer Transport ist
von entscheidender Bedeutung, um axonale Integritit zu gewihrleisten. Die meisten Mitochondrien
werden vom Zellkdrper entlang des mikrotubuliren Netzwerks von mikrotubuldren Motorproteinen
zu Bereichen mit hoher Energienachfrage transportiert. Im Zuge einer Demyelinisierung, wird der
Energieverbrauch gesteigert (Andrews et al., 2006). Um der hohen Energienachfrage gerecht zu wer-
den, erhéht sich die Dichte an aktivitdtsgesteigerten Mitochondrien in den demyelinisierten Bereichen
des Axons (Ohno et al., 2014, Han et al., 20106). Eine erhohte Dichte an Mitochondrien ist demnach
bedeutsam fiir die Regeneration des Axons (Han et al., 2010).

Cytochrome C Oxidase (COX IV) und Voltage-Dependent Anion-Selective Channel 1 (VDACT) sind
beides Bestandteile des Mitochondriums. COX IV befindet sich in der inneren Mitochondrienmemb-
ran, wohingegen VDACI, auch bekannt als mitochondriales Porin, ein Kanal der duleren Mitochond-
rienmembran ist. COX ist ein hetero-oligomeres Enzym bestehend aus 13 Untereinheiten, lokalisiert
in der inneren Mitochondrienmembran (Ostermeier et. al., 1996, Kadenbach et al., 2000). Es ist der
letzte Enzymkomplex in der Atmungskette, welcher die Oxidation von Cytochrom C und die damit

verbundene Elektroneniibertragung, sowie die Reduktion von O2 zu H>O katalysiert (Barrientos, et al.,
2002).

VDAC-1, ein B-Fass Protein, ist flir die freie Diffusion von Molekilen durch die dul3ere mitochond-
riale Membran verantwortlich. Zusitzlich regelt es den Durchtritt von anionischen Molekiilen wie
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Chlorid, Phosphat oder Nukleotiden (Van der Haiden et al., 2001). Mittels spezifischer Antikérper
konnen die beiden Bestandteile der Mitochondrien immunhistochemisch visualisiert werden.

2.4 Cuprizone Modell

Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches Tiermodell. Dabei wird den Individuen der Kupferchelator
Cuprizone oral verabreicht. Bereits nach einigen Tagen induziert dieser die Apoptose reifer Oli-
godendrozyten. AnschlieBend kommt es zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems
im Gehirn (Astrozyten, Microglia) welche schlussendlich zur Demyelinisierung der weilen und grauen
Substanz fihren. Obwohl kleine Schiden der Blut-Hirn-Schranke im Cuprizone-Modell beschrieben
sind (Berghoff et al., 2017), spielen Zellen der adaptiven Immunabwehr insbesondere T-und B-Zellen
wihrend der Cuprizone-induzierten Demyelinisierung eine untergeordnete Rolle (Hiremath et al.,
2008). Das Cuprizone-Modell weist einige wichtige Charakteristika der progressiven Phase der MS auf
(Jiangshan et al., 2020).

Schon im Jahre 1960 wurde die Wirkung des Kupferchelators Cuprizone an Tieren durch William
Carlton getestet. Er stellte fest, dass es dabei zu Lisionen im ZNS von verschiedenen Versuchstieren
kommt (Carlton, 1966, 1967, 1969). In den folgenden Jahren erkannte man, dass neben der Dosierung
und Dauer der Cuprizone-Gabe auch das Geschlecht, das Gewicht, der Stamm und das Alter der
Versuchstiere entscheidend fiir die Ergebnisse einer Studie sind (Gudi, et al., 2014). Je nach Maus-
stamm (SJL und BALB/c] vs C57BL/6) konnten nach Cuptizone-Intoxikation deutliche Unterschie-
de in der Demyelinisierung erkannt werden (Skripuletz et al., 2008; Taylor et al., 2009). Eine Dosie-
rung von 0,2-0,25 % Cuprizone in normalem Futter von Miusen des Stammes C57BL/6 bewirkt
beispielsweise eine reproduzierbare und synchrone Demyelinisierung des ZNS (akute Demyelinisie-
rung), bei gleichzeitig geringer Hepatotoxizitit. Zudem fihrt eine 5-6-wéchige Cuprizone-Intoxikation
zu einer vollstindigen Demyelinisierung des medialen Corpus Callosums (CC) (Hiremath et al., 1998).
Wird anschlieBend die Cuprizone-Intoxikation beendet, kommt es zu Remyelinisierungsvorgingen
(Kipp et al., 2009). Dies kann auf molekularer Ebene durch verschiedene Marker und durch die Ex-
pression von Myelinproteinen (2,3-zyklische Nukleotid-3-Phosphodiesterase (CNPase), Myelin-
Basisches-Protein (MBP), Myelin-Oligodendrozyten-Protein (MOG), Proteolipid Protein (PLP) sicht-
bar gemacht werden (Lindner et al.,, 2008). Nach einer 12-w6chigen Behandlung kommt es zu einer
chronischen Dempyelinisierung. Remyelinisierungsprozesse werden nach dieser Zeit kaum mehr beo-
bachtet (Kipp et al., 2009).

Obwohl man anfangs davon ausging, dass Cuprizone primir einen Effekt auf die weille Substanz im
Bereich des medialen CC hat (Torkildsen et al., 2008), zeigen neuere Studien, dass es auch im Bereich
des Kortex (Kipp et al., 2011), des Hippocampus (Norkute et al., 2009), des Cerebellums (Groebe et
al., 2009) und in Teilen der Basalganglien (Pott et al.,, 2009) zur Ausbildung von Lisionen kommen
kann.

Obwohl der genaue Wirkungsmechanismus von Cuprizone nicht vollstindig verstanden ist, nimmt
man an, dass der Kupferchelator hemmend auf mitochondriale Enzyme der Atmungskette, die Kupfer
als Co-Faktor verwenden, wirkt. Die Stérung der Atmungskette und der daraus resultierende Ener-
giemangel fihrt zu oxidativem Stress (Praet et al., 2014). Dieser wiederum fiihrt zur Apoptose von
Oligodendrozyten und letztendlich zur Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten (Matsushima et al.,
2001).

Parallelen zwischen den Cuprizone-induzierten Lisionen der Versuchstiere und den Verinderungen in
post-morterr Material von MS Patienten sind vor allem unspezifische Myelin- und axonale Schiden,
Aktivierung von Kaskaden die zu oxidativem Stress fithren und eine relative Aufrechthaltung der In-
tegritit der Blut-Hirn-Schranke (Draheim et al., 2016)

Durch axonale Transportdefizite entstandene, immunhistochemisch angefirbte APP* Sphiroide wur-
den in Lisionen von MS Patienten und in Tiermodellen, wie dem Cuprizone-Modell, entdeckt (Hof-
lich et al., 2016). Bei MS Patienten korrelieren die APP* Akkumulationen mit der Anzahl an Makro-
phagen und CD8" T-Lymphozyten (Ferguson et al.,, 1997, Bitsch et al., 2002). Auch im Cuprizone-
Tiermodell, sowie in anderen Tiermodellen, korreliert die Anzahl der APP* Sphiroide mit dem Aus-
mal} der inflammatorischen Lisionen (Lindner et al., 2009).
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Sowohl in aktiven MS Lisionen (Witte et al., 2009), als auch in Cuprizone-induzierten Lisionen von
Versuchstieren in der weillen Substanz (Ohno et al., 2014), ist die Dichte an Mitochondrien in
demyelinisierten Axonen erhéht. Diese und weitere Parallelen machen das Cuprizone-Modell zu ei-
nem wichtigen Tiermodell in der heutigen MS-Forschung.
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3 Fragestellung

Neurodegeneration, im Speziellen Neuronenverlust sowie axonaler Schaden, trigt maligeblich zur
Krankheitsprogression der MS bei. Aus diesem Grund beschiftige ich mich im Rahmen meiner Dok-
torarbeit mit diesen wichtigen Aspekten.

Im Kortex von MS Patienten bzw. deren post-mortem Priparaten zeigten Clements et al., (2008) ei-
nen Verlust an PV™ Interneuronen. Um besser zu verstehen welche Faktoren zu diesem Verlust bei
MS Patienten fithren, werden Tiermodelle benétigt. Da ein Tiermodell nicht alle Aspekte der MS ab-
decken kann, muss anfinglich geklirt werden, welche pathologischen Merkmale der Erkrankung das
Tiermodell abbildet.

In einem experimentellen Mausmodell (EAE) wurde bereits festgestellt, dass es zu einer Verminde-
rung der PV* Interneurone im Kortex kommt (Falco et al.,, 2014). Im Cuprizone-Tiermodell wurde
der Verlust an Neuronen im Hilus des Gyrus Dentatus sowie der Verlust von PV* inhibitorischen
Interneuronen im Hippocampus CA1 beschrieben (Hoffmann et al., 2008; Lapato et al., 2017). Jedoch
ist bislang nicht klar, ob auch andere Gehirnregionen, wie z. B. der Kortex Cuprizone-behandelter
Miuse von Neuronen-Verlust betroffen sind.

Diese Studie soll einen Beitrag zur Validierung des Cuprizone-Modells, im Speziellen hinsichtlich des
Vetlusts von PV™ Interneuronen im Kortex, liefern. Es stellt sich die Frage, ob dieser Aspekt der
Neurodegeneration am Cuprizone-Tiermodell weiter erforscht werden kann, damit langfristig Behand-
lungsstrategien fiir MS-Patienten entwickelt werden kénnen.

Meine Doktorarbeit beschiftigt sich zudem mit neuronalem, axonalem Schaden, einem weiteren wich-
tigen Aspekt der Neurodegeneration. Ein intakter vesikulirer Transport ist lebenswichtig fir die In-
tegritit des Axons. Bei MS Patienten bzw. deren post-mortem Priparaten konnte festgestellt werden,
dass es im Verlauf der Erkrankung zu axonalem Schaden kommt. Dieser kann mittels APP, einem
verbreiteten Marker, immunhistochemisch als Sphiroide dargestellt werden (Ferguson et al, 1997,
Gudi et al., 2017). Hoflich et al. konnten auch im Cuprizone-Maus-Modell Akkumulationen von APP
nachweisen (2016). Ohno und Kollegen konnten mittels Elektronenmikroskopie in demyelinisierten
Axonen Auftreibungen mit dicht gepackten Zellorganellen darstellen (2014). Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen von Axonen kénnen jedoch nicht Auskunft tiber die individuellen Vesikel und deren
Inhalte geben. Die IHC wird benétigt, um die akkumulierten Vesikel und Zellorganellen auf bioche-
mischer Ebene zu charakterisieren (Rihling et al., 2019). In welchem Ausmal} Mitochondrien an axo-
nalen Transportdefiziten beteiligt sind, ist bislang noch unklar.

Im Rahmen meiner Doktorarbeit méchte ich anhand des Cuprizone-Modells herausfinden, ob mito-
chondriale Proteine durch den geschidigten axonalen Transport beeintrichtigt werden und dadurch
akkumulieren. Ferner méchte ich der Frage nachgehen, ob Mitochondrien oder Bestandteile von Mi-
tochondrien in direktem Zusammenhang mit axonalem Schaden stehen.



12

Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien / Materialien flur die Perfusion, Einbettung und
Schnittherstellung

Material / Chemika-

lien Bezeichnung Firma Bestellnummer
ilzf‘““ Omnifix® Spritze 20ml Braun, Mainz Deutschland 4616200F
ilzf‘““ Omnifix® Spritze 50ml Braun, Mainz Deutschland 22050
Bechergliser 1000ml VWR, Darmstadt Deutschland 213-1111
Bienenwachs gelb: rein natiirlich Roth, Karlsruhe Deutschland 5830.1
C2H3CI302, 299,5 %, Ph.Eut.,
Chloralhydrat BP, USP, Trichloracetalde- Roth, Kartlsruhe Deutschland K318.1
hydhydrat
Dinatriumhydrogen- Na2HPO4 Merck, Darmstadt Deutschland | 1.06580.1000
phosphat
EDTA EDTA Dinatriumsalz Dihydrar | | 0<% Sigma-Aldrich, Steinheim 03685
Deutschland

. Leica ASP 200s-Paraffin-

Finbettautomat .
Hinbettautomat
glélcbkitltkastchen mit Megakassetten, weil3 Medite, Burgdorf Deutschland 47-1150-00
Einbettkistchen ohne VWR, Darmstadt Deutschland 1387-4901
Deckel
Ethanol Merck, Darmstadt Deutschland 1.00983.
Rotilabo®-
Falcon-Rohrchen Zentrifugenréhrchen, ohne Roth, Kartlsruhe Deutschland N463.1
Stehrand, mit Beschriftungsfeld

. . Schleicher & Schuell, Diiren
Filterpapier D240mm Deutschland 5941/2
Formaldehyd 37% Roth, Karlsruhe Deutschland CP10.2
Nadeln 27Gx 3/4; 0,4x20mm Terumo, Eschborn Deutschland NN-2719R
Natriumdihydrogen- NaH,PO, Merck, Darmstadt Deutschland 1.06346.1000
phosphat
Natronlauge NaOH 1 mol/] Roth, Kartlsruhe Deutschland K021.1
Objekttriger SuperFrost® Plus VWR, Darmstadt Deutschland 631-0108
OP-Besteck Schere, Pinzetten, Stecknadeln
Paraffin Merck, Darmstadt Deutschland K46815058603
Paraplast Leica, Richmond, 1L 39602012
PBS (Phosphate N N Merck (Biochrom), Darmstadt
Buffered Saline) PBS-Pulver ohne Ca2"/Mg2 Deutschland 1-182-50
Isgflzle Multifly- 20G 200mm lang Sarstedt, Nimbrecht Deutschland | 85.1637.235
Schlittenmikrotome Leica Biosystems SM200R
Schnittmikrotom Leica Biosystems SM200R
Schottflaschen 1000ml, Enghalsflasche mit VWR, Darmstadt Deutschland 215-1557

Schraubverschluss
Schottflaschen 2000ml Enghalsflasche mit | \ngp pimstade Deutschland 215-1558
Schraubverschluss

Spritze 1ml Henke- Sass Wolf GmbH, Tuttlin-

p gen Deutschland
Trichter D250mm VWR, Darmstadt Deutschland 221-1730
Wasserbad Leica Biosystems HI1210
Xylol isomerisch. Analar notmapur | ywp parmgtade Deutschland 28975.462

ACS, ISO

Tabelle 1: Chemikalien / Materialien fir die Perfusion, Einbettung und Schnitthetstellung




Material und Methoden

4.2 Chemikalien und Materialen, fir die IHC / Immunfluoreszenz

Material/ Che- Bezeichnung Firma Bestellnummer
mikalien
Avidin/HRP- Kop- | Linaris Vector,Biologische Produkte GmbH, PK-6100
ABC-Kit plung, Vectastain Elite Dossenheim Deutschland
Kit
Bovines Serumal- BSA (Stabilzier) Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland A-2153
bumin
Citrat Roth, Karlsruhe Deutschland X863.2
Cold Fish Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland G-7041
Skin/Gelatine
DAB-Substrat Dako, Glostrup Dinemark K3468
DAB Diamino- DAB Dako, Glostrup Dinemark K3468
benzidine
DAPI Bisbenzimid H33258 Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland 14530
EDTA EDTA Dinatriumsalz | Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland 03685
Dihydrat
Eppendorf Pipet-
ten
Eppendorf Spitzen 0,1-20wl VWR, Darmstadt Deutschland 022492012
Eppendorf Spitzen 2-200ul VWR, Darmstadt Deutschland 0030000870
Eppendorf Spitzen 50-1000ul VWR, Darmstadt Deutschland 0030000919
Eppendorf Tubes 1,5 ml Eppendorf VWR, Darmstadt Deutschland 0030120.086
(Eppi’s)
Eppendorf Tubes 2,0 ml Eppendorf VWR, Darmstadt Deutschland 0030120.094
(Eppi’s)
Ethanol EtOH Merck, Darmstadt Deutschland 1.00983.
FluotPreserve FluorPreserve Sigma-Aldrich (Calbiochem), Steinheim 345787
Reagent Deutschland
Kaisers Glyce- Merck, Darmstadt Deutschland 1.092.42.0100
ringelatine
Natronlauge bzw. NaOH 1mol/1 Riedel-de Hien, Sigma-Aldrich, Steinheim 041284
Natriumhydroxid Deutschland
Normales Ziegen Vector S-1000
Serum
Normales Esel Sigma D99663
Serum
Phosphatgepuffer- PBS-Pulver ohne Merck (Biochrom), Darmstadt Deutschland 1.-182-50
te Salzlosung Ca2*/Mg2+
Tris (Pufferan®) Roth, Katlsruhe Deutschland 4855.2
Tween 20 (detergent and surface Sigma-Aldrich, Steinheim Deutschland P-1379
tension reducer)
Wasserstoffper- H202 30% Roth, Karlsruhe Deutschland 8070.4
oxid
Xylol isomerisch. Analar VWR, Darmstadt Deutschland 28975.462
normapur ACS, ISO

Tabelle 2: Chemikalien und Materialen, fiir die IHC / Immunfluoreszenz

4.3 Ubersicht der Versuche

Um den Verlust von PV* Interneuronen zu untersuchen, wurden 9 Tiere fiinf Wochen lang mit
Cuprizone-haltigem Futter intoxikiert. Finf Tiere erhielten normales Futter. Die Mduse wurden nach
To6tung transkardial perfundiert und postfixiert (siche Kapitel Transkardiale Perfusion). Es wurden 10-
11 Gehirn-Schnitte pro Tier angefertigt, diese gegen PV gefirbt und die Interneurone mit dem Pro-
gramm Stereoinvestigator quantifiziert. Hierfiir wurde zunichst der Untersuchungsbereich, hier der
Kortex, definiert und die PV* Interneurone stereologisch ausgewertet.

Um das Ausmal3 der mitochondrialen Proteine an axonalen Transportdefiziten zu untersuchen, wur-
den 19 Miuse analysiert. Davon erhielten je finf Tiere eine, drei oder fiinf Wochen lang Cuprizone-
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haltiges Futter. Die vier Kontrolltiere erhielten normales Futter. Daraufhin erfolgten die immunhisto-
chemischen Firbungen. Die gefirbten Schnitte wurden entweder mit einem Nikon Eclipse 50i oder
mit einem Olympus BX50 Mikroskop ausgewertet. Das mittlere CC inklusive Cingulum (ROI) wurde
auf Héhe R265 nach dem online Maus brain atlas
(http:/ /www.hms.hatvard.edu/research/brain/atlas.html) ausgewertet.

4.4 Versuchstiere

Fir die Durchfithrung der Versuche wurden 8 Wochen alte miannliche Miuse (19-21 g) des Stamms
C57BL/6] (Janvier, Frankreich) verwendet. Die Versuchstiere wurden mit 0,25 % Cuptizone-haltigem
Futter intoxikiert. Das Futter wurde alle 2 Tage neu zubereitet und das vorgemischte Futter tber
Nacht bei 4 °C im Kiuhlschrank aufbewahrt. Die Kontrollgruppe erhielt Normalfutter. Die Tiere wur-
den nach standardisierten Laborbedingungen gemil3 der Organisation ,,Federation of European Labo-
ratory Animal Science Association’s (felasa)* in gut beliifteten Kifigen bei einer Luftfeuchtigkeit von
55% £ 10% bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden und einer Raumtemperatur von
23 °C % 2°C gehalten. Jeder Kifig war mit Einstreu, Miusehduschen, Nestlet, 100 g des jeweiligen
Futters (verteilt auf 2 getrennte Petrischalen mit jeweils 50 g) und einer Trinkflasche ausgestattet. Die
Tiere hatten durchgehend Zugang zu Futter und Trinkwasser. Es wurden die aktuell geltenden Tier-
schutzbestimmungen eingehalten und eine Genehmigung fir die Durchfiihrung der Tierversuche
gemil § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) lag durch die Regierung von Oberbayern vor (Tierversuchs-
genehmigung 55.2- 154-2532-73-15).

Transkardiale Perfusion

Perfusionslésung:

150ml Perfusionslésung * 50 ml fiir post-Fixierung fiir jedes Tier
Formaldehyde (37 %) 100 ml

Bi-dist Wasser 900 ml

NaH,PO, *H,0 4.6 ¢

Na,HPO, * 2 H,O 8,0 ¢

pH: 7,4

Paraffineinbettung:

1. Aufsteigende Alkoholreihe: je 40 min in 2 mal in 70% Ethanol, 3 mal in 96% Ethanol 1 mal
in 100% Ethanol

je 60 min in 2 mal in 100% Ethanol

je 40 min in 3 mal in Xylol

je 60 min in 2 mal in Paraffin

2 Tage in Paraffin

ARl

Zur tiefen Narkose wurde den Tieren intraperitoneal eine Ketamin-Xylazin-Lésung intraperitoneal
verabreicht. AnschlieBend erfolgte die T6tung der Tiere und eine transkardiale Perfusion mit einer
3,7% Formaldehydlésung. Dabei wurde dem zuvor betiubten Versuchstier durch den linken Ventrikel
20 ml eiskaltem PBS und 2 x 50 ml eiskalter Perfusionslésung injiziert. Darauthin wurde die Haut im
Bereich der Schidelkalotte entfernt, diese durch einen sagittalen Schnitt eréffnet und das Gehirn vor-
sichtig heraus pripariert. Die entnommenen Proben wurden tiber Nacht mittels Perfusionslésung bei
4 °C postfixiert und dann am nichsten Tag je nach Versuch weiterverarbeitet.

Um die PV™ Interneuronen zu untersuchen, wurden die Gehirne anschlieBend mit einer aufsteigenden
Sucroselésung (10%, 20%, 30%) kryoprotektiert und mittels -70 °C kaltem Isopentan in TissueTek
Lésung eingefroren. Mit einem Kryo-Mikrotom wurden die Gehirne seriell in 40 um dicke Schnitte
geschnitten.
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Um den axonalen mitochondrialen Schaden zu analysieren, wurden die Gehirne am nichsten Tag fiir
12 Stunden in Leitungswasser gewissert. Es folgte das Inkubieren der Versuchsproben in 50% Etha-
nol mit anschlieBender manueller Dehydratation und Einbettung in Paraffinblocke.

Paraffineinbettung: Die Gehirne fir die Paraffineinbettung wurden jeweils in Einbettkassetten ge-
geben und in Leitungswasser gespilt. Die weiteren Schritte sind der Aufzihlung weiter oben zu ent-
nehmen.

AnschlieSend wurden die Gewebsproben in 5 um dicke Paraffinschnitte mittels Schlittenmikrotom
(Leica, SM 2000K) geschnitten. Zwei nebeneinanderliegende Schnitte wurden auf einem Objekttriger
aus dem warmen Wasserbad herausgeldst und daraufhin bei 37 °C tiber Nacht getrocknet.

4.5 Farbungen

AK Verdiin- Bestellnr. Serum Herstel- | primirer
nung Art ler AK
Anti Hase 1:500 BA1000 10 % NZS Ziege, IgG biotinyliert Vector PV
Anti-Hase 1:200 BA1000 2 % NZS Ziege, IgG biotinyliert Vector COX1V
Anti-Maus 1:200 BA9200 5% NZS Ziege-1gG biotinyliert Vector VDACI,
PLP, APP

Tabelle 3: Primare AK

AK Ver- Bestellnr. Serum Hersteller Sekun-
din- Art direr AK
nung

VDAC1 1:8000 Ab 14734 5% NZS Maus, monoclonal abcam Anti-Maus

APP 1:5000 MAB348 5 % NZS Maus, monoclonal Sigma-Aldrich Anti-Maus

PLP 1:5000 MCAS839G 5% NZS Maus, monoclonal Serotec/Biorad Anti-Maus

PV 1:2000 Ab11427 10% NZS Hase polyclonal abcam Anti-Hase

COX 1V 1:500 Ab20393 2% NZS Hase, polyclonal abcam Anti-Hase

Tabelle 4: Sekundire AK

4.5.1 Free Floating IHC in Kryo eingebettete Schnitte

PBS (10x Stammlésung)
477.75 g PBS-Pulver ohne Ca2*/Mg2*
5 L Aqua dest.

PBS (1x Gebrauchslésung)
500 ml PBS (10xStammlésung)
4500 ml Aqua dest.

pH 7.4

Waschlésung:
0.1% Triton X-100 (vol/vol), in 0.1M PBS PH 7,4

Endogene-Peroxidase blocking Losung:
10% (vol/vol) Methanol, 0.3% (vol/vol) Hydrogenperoxid in 0.1M PBS

Serum blocking Lésung:
0.1% Ttiton X-100 (vol/vol), 10% Serum (vol/vol), in 0.1M PBS

Biotin-konjugierte sekundire AK Lésung:
1:500 Dilution, 0.1% Triton X-100 (vol/vol), 10% Serum (vol/vol), in 0.1M PBS

Avidin/Biotin-Peroxidase Komplex Lésung:
250 pl Reagent A, 250 ul Reagent B (ABC Reagent-Kit), 25 ml of 0.1M PBS.
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DAB Arbeitslosung:
500 ul DAB und 1 pl H2O2 (500:1)

Gelatine OT-Beschichtung
50 g gepulverte Gelatine auf 1 L. Aqua dest. langsam erwirmen in 60 °C 16sen. Nach Abkithlen 0,32
Chrom(III) —Kaliumsulfat-Dodecahydrat zugeben. Trocknen lassen, am nichsten Tag fiir 30 min. in
4,5 %ige Formaldehydlésung.

Methode:

Waschen: 3x15 min. Schnitt in Well mit 500 pl PBS/Well auf Schiittler waschen. Mit Pipette PBS bei
jedem Schnitt absaugen, neues PBS mit Pipette in gleichen Well.

Peroxidase Block: Schnitt in 10 % Methanol, 0.3 % H20O2 in PBS fur 1 h auf Schiittler im Dunkeln
ca. 500 pl pro Well

1. Waschen: 2x15 min in 1xPBS siehe oben, 1x15 min in 1x PBS/0,1%Triton
2. Blocking: 10% NZS (1:10 Verhiltnis) in PBS/0,1%Triton fir 2 h bei Raumtemperatur auf

Schiittler

3. Primirantikdrper: PV, in NZS in PBS/0,1%Triton tber Nacht (~12 h) bei 4 °auf Schuttler
inkubieren.

4. Waschen: 2x15 min in 1xPBS, 1x15 min in 1x PBS/0,1%Triton

5. Sekundirantikorper in NZS in PBS/0,1%Triton fur 2 h bei Raumtempetatur

6. Waschen: 3x15 min in 1xPBS

7. Avidin/HRP-Biotin: halbe Stunde vor Gebrauch ansetzen, dunkel lagern, A und B je 1:50 in
PBS fiir 2 h bei Raumtemperatur

8. Waschen: 3x15 min in 1xPBS

9. Visualisation: direkt vor Gebrauch ansetzen, fir 10 min in DAB Arbeitslésung

10. Waschen: 2x15 min in Leitungswasser, 1x15 min in PBS
11. Eindecken:
a. Die Schnitte werden auf SuperFrost® Plus 0,5% Gelatine OT’s aufgezogen (2 Pro
oT).
b. Uber Nacht trocknen lassen.
c. Kurz in Aqua dest. eintauchen.

Fir jeweils 5 min in aufsteigende Alkoholreihe eintauchen 50%, 70%, 96%, 96%,
100%, 100%, 1:1 Xylol/Ethanol
e. Fur jeweils 5 min in drei verschiedene Xylolbider eintauchen.

DPX auf Deckglischen geben und auf den OT sanft fallen lassen.
g. DPX verteilen, die Luftblasen wegdriicken und nach 60 min Gewichte draufstellen.

4.5.2 IHC in Paraffin eingebettete Schnitte

Citratpuffer:

10,5 g Zitronensiure
5L Aqua dest.

pH 6.0

2 % Ziege Blocking Lésung (10 ml, pH 7.4)
Verdinnung 1:50 (Serum in PBS)

0,2 ml NZS

0,01g cold water fish skin gelatin
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0,1 g BSA
50 ul Tween 20 10 %
9,8 ml PBS

DAB Arbeitslosung:
Verdiinnung 1:50

28 ul DAB Stock

1372 ul DAB Substrat Puffer

Himatoxylin Lésung:

1 g Himatoxylin

1000 ml Aqua dest.

200 mg Natriumiodat

50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
50 g Chloralhydrat

1 g Citronensdure Monohydrat

Methode:

1.

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Entparaffinierung durch Xylol und Rehydrierung durch absteigende Alkoholreihe:
a. Je 10 min in 3 mal Xylol
b. 5 min 1 malin Xylol 50 % / Ethanol 50 %

c. je 3 min 2 mal in 100 % Ethanol , 2 mal in 96 % Ethanol, 1 mal in 70 % Ethanol, 1
mal in 50 % Ethanol und 1 mal in Aqua dest.

Demaskierung: Schnitte fiir 10 min in Mikrowelle in Citratpuffer (fir APP in Tris EDTA)
(pH 6,0) und Kochen (Demaskierung: ,,heat induced epitope retrieval®; ,, HIER-Methode®).

Abkihlung, Schnitte auf Raumtemperatur durch 15-min Umspilen der Kivette und Lei-
tungswasser.

Waschen: 3x15 min Schnitt in Well mit 500 ul PBS/Well auf Schiittler waschen. Mit Pipette
PBS bei jedem Schnitt absaugen, neues PBS mit Pipette in gleiches Well.

Blocking: Schnitt in 2 % Ziege ,,Blocking Losung®eine Stunde bei Raumtemperatur. Schnitte
nur abklopfen.

Primérantikérper in NZS in PBS tber Nacht (~12 h) in einer feuchten Kammer bei 4 ®auf
Schiittler.

Waschen: 3 x 15 min PBS

Peroxidaseblock: in 0.3 % H2O32 (30 % H20,1:100) in PBS fir 30 min. Vor Licht schiitzen.
Waschen: 3 x 15 min in PBS

Sekundirantikérper in NZS in PBS fir 1 h bei Raumtemperatur.

Waschen: 3 x 15 min in PBS

Avidin/HRP-Biotin: 30 min vor Gebrauch ansetzen, Dunkel lagetrn, A und B je 1:50 in PBS
fir 1 Stunde in feuchter Kammer bei Raumtemperatur.

Waschen: 3 x 15 min in PBS

Visualisation: direkt vor Gebrauch ansetzen: fir 10 min in DAB Arbeitslésung (1:50).
Waschen: Sekunden in Leitungswasser, 5 min in PBS.

Himatoxylin-Gegenfirbung: Schnitte fiir 15 Sekunden im Himalaun-Bad.

Blduen: 10 min unter flieBendem Leitungswasser

Waschen: 3 x 15 min in PBS.

Dehydratation:

a. 3 minin je 1 x Aqua dest. 1 x 50% Ethanol 1 x 70% Ethanol 1 x 96% Ethanol 1x
96% Ethanol 2 x 100% Ethanol

b. 5 min in 1 x Xylol 50% / Ethanol 50%
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c. 10 min in 3 x Xylol
20. Eindecken:

a. DPX auf Deckglischen und OT sanft fallen lassen.

b. DPX verteilen, sanft Luftblasen wegdriicken und nach 60 min Gewichte draufstellen.

Unter Abzug tber Nacht trocknen.

4.5.3 Immunfluoreszenz Doppelfiarbung APP & VDAC1

2% Esel Blocking Lésung:
(Aliquots bei -20°C)

Verdinnung 1:50 Serum in PBS

1 ml NES

0,05 g Cold Water Fish Skin Gelatine
0,5 g BSA

250 pl Tween20 10 %

49 ml PBS

DAPI Arbeitslésung:

DAPI Stock A (dunkel lagern)
10 mg DAPI

1 ml Aqua dest.

DAPI Stock B (dunkel lagern)
Verdinnung 1:1000

1 ul DAPI Stock A

1 ml Aqua dest.

DAPI Arbeitslésung:

Verdinnung 1:10 (von Stock B insg:1:10.000)
50 ul DAPI von Stock B

450 pl Wasser

Tris-EDTA-Puffer:

6,05 g Tris

1,85 ¢ EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
1 Aqua dest.

pH 9.0

5 % NES/Triton/PBS
Verdiinnung 1:20
2,5 ml NES

47,5 ml 0,5 % Triton/PBS (Verdinnung 1:200 5ml Triton X-100 und 995 ml PBS)

Methode:

Entparaffinierung durch Xylol und Rehydrierung durch absteigende Alkoholreihe, siche oben

2. Demaskierung: Schnitte fur 10 min in Mikrowelle in Ttis/EDTA Puffer (pH 9,0) zum Ko-
chen bringen (Demaskierung durch ,,heat induced epitope retrieval®; ,,HIER-Methode®)

3. Abkuhlung der Schnitte auf Raumtemperatur durch 15-min Umspiilen der Kivette mit Lei-

tul’lgSWﬂSSCf

Waschen: 3 x 15 min in PBS

5. Blocking: Schnitt in 2 % Esel Blocking Lésung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Schnitte

nur abklopfen.
6. Primirantikdrper doppelt:

a. APP millipore MAB 348, Maus, monoclonal 1:2500
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b. COXIV abcam 160556 Hase, polyclonal 1:8000

7. In 2 % ,Esel blocking Losung* tiber Nacht (~12 h) in einer feuchten Kammer bei bei 4 auf
Schiittler inkubieren.

Waschen: 3 x 15 min in PBS
9. Sekundirantikérper doppelt:
a. Esel a — Maus 488
b. Esel anti-Hase 594
10. 1:100 in 5 % NES/Ttiton/PBS fir 1,5 h bei Raumtemperatu.
11. Waschen: 3 x 15 min in PBS

12. DAPI Gegenfirbung (->DNA): fir 5 min in DAPI Arbeitslésung (1:10 DAPI Stock B) in
Aqua dest. bei Raumtemperatur in feuchte Kammer.

13. Waschen: 2 x 5 min in Aqua dest.

14. Eindecken: in FlourPreserve bei 4 © C lagern
4.6 Auswertung

4.6.1 Stereologie

Die Stereologie ist die Methode der Wahl, quantitativ die Anzahl von Zellen in einer K&rperregion zu
bestimmen. Fur die Quantifizierung ist weder die GréB3e und Lage der zu untersuchenden Zellen noch
deren Form ausschlaggebend (vgl. z.B. Schmitz, 1998; Schmitz und Hof, 2005; Glaser et al., 2000).
Die Stereologie liefert eine mikroskopisch gestiitzte Schitzung in einem genau definierten Bereich
(ROI=region of interest, hier Kortex) eines Gewebes. Wiederholt man die Schitzung unendlich oft,
wirde diese dem arithmetischen Mittelwert der genauen Zellzahl des zu untersuchenden Gewebes
entsprechen. Hierfiir werden vor allem dickere histologische Schnitte angefertigt (hier 40 pm), da sich
in dinnen Gewebeschnitten (5 wm) meist nur Teile einer Zelle befinden. Dies kann durch Volumen-
zunahme einer Zelle oder Zellschrumpfung zu einer erhéhten oder verminderten mathematischen
Wahrscheinlichkeit des Aufscheinens einer Zelle im diinnen histologischen Gewebeschnitt fithren.

Bei herkémmlichen histologischen Auswertungsmethoden kénnen neben Zellmorphologie oder Fir-
beintensitit ,,nut“ Zelldichten bestimmt werden. Hinzu kommt, dass sowohl die rdumliche Ausrich-
tung der Zellen, sowie das Gesamtvolumen eines Organs das Zihlergebnis beeinflussen kénnen.
Kommt es beispielsweise zu einer Volumenzunahme, riicken die Zellen bei gleichbleibender Zellzahl
weiter auseinander. Dies verringert die Wahrscheinlichkeit, dass die Zellen in einem zweidimensiona-
len Gewebeschnitt angeschnitten werden. Bei einer Atrophie eines Organes wirde man filschlicher-
weise auf eine Zunahme der Zellzahl schlieBen. Am genauesten und zeitaufwindigsten wire es, das
komplette Gewebe histologisch aufzuarbeiten und jede Zelle einzeln zu zihlen. Dabei miisste man
achtgeben, dass wirklich jede Zelle nur ein einziges Mal gezihlt wird. Nur so kann verhindert werden,
dass weder ZellgréBe noch Gewebsatrophie das Endergebnis verfilschen. Dies wire dullerst kompli-
ziert und wiirde einen immensen Zeitaufwand bedeuten.

Systematic und Random Sampling

In der Stereologie wird nur jeder x-te Schnitt (hier jeder 6.) untersucht und die Gesamtzellzahl in ei-
nem Gewebe hochgerechnet. AusschlieBlich an Stellen gehduften Zellvorkommens zu zdhlen und das
Ergebnis auf das gesamte Gewebe hochzurechnen wiirde ein viel zu hohes Endergebnis liefern (das
Ergebnis wire ,,biased”). An Stellen mit wenig oder gar keinen Zellen zu zihlen hingegen wiirde die
daraus hochgerechnete Gesamtzahl wesentlich niedriger (im Vergleich zur tatsichlichen Gesamtzahl
von Zellen im Gewebe) ausfallen lassen - das Ergebnis wire wiederum ,,verfilscht. Um der unter-
schiedlichen Zellverteilung im Gewebe bei méglichst geringem Arbeitsaufwand gerecht zu werden,
erfolgt die Zahlung der Zellen in Gewebestichproben, die systematisch (hier jeder 6. Schnitt) und
gleichzeitig zufillig Gber das gesamte Gewebe verteilt gewonnen werden (Prinzip des sogenannten
,»systematic and random sampling®, SRS). Der erste Schnitt wird zufillig bestimmt (random), jedoch
der Abstand (hier jeder 6. Schnitt) wird systematisch festgelegt. Zudem werden nur bestimmte Berei-
che des Schnittes untersucht. Dabei wird ein gleichmiBiges Gitter Gber die gesamte Oberfliche der
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Schnitte gelegt. Hierfiir wird auch das SRS Prinzip angewendet. Auf Grund des gleichmiBigen Gitter-
linienabstandes in X- und Y-Richtung erfolgt eine systematische Positionierung (systematic), wegen
der zufilligen Positionierung des Gitters auf der Oberfliche des Schnittes erfolgt sie zufillig (random).

Nun wird in jedem einzelnen Gitterquadrat ein Bereich festgelegt, der sogenannte zufillige Zihlrah-
men (engl. Unibased counting frame). Dieser zweidimensionale Raum wird wihrend der Zellzihlung
um die Dicke des Schnittes (hier 40 um) erweitert. Dadurch entsteht ein dreidimensionaler quadrat-
férmiger Raum der sogenannte zufillige virtuelle Zihlbereich (engl. Unibased virtual counting space).
Dieser Bereich liegt immer an derselben Stelle jedes Gitterquadranten und stellt den definitiven Zahl-
bereich dar. Beim Zihlen der Zellen wird mittels Mikroskop durch die gesamte Schnittdicke durch
fokussiert. Dabei wird der Schnitt optisch geschnitten. Es entsteht ein optischer Dissektor.

Dicke des Schnittes
40 pm

300 pm

300 pm

Abbildung 1: Zufillige Platzierung eines gleichmiBigen Rasters auf das zu untersuchende Gewebe. Rote Punkte
stellen Uberlappung der Raster-Schnittpunkte mit dem Schnitt dar. Durch den gleichmiBigen Abstand
der X- und Y Achse sind sie systematisch und aufgrund der zufilligen Positionierung des Rasters
gleichzeitig auch willkirlich (random). 2) Festlegung des Zihlbereich innerhalb eines Rasterquadrates.
Dieser wiederholt sich in jedem Rasterquadrat an der gleichen Stelle (angelehnt an Laubner et al., 2018).

Festlegen der ROI

Um die ROI zu bestimmen, wurde der komplette Schnitt einmal mit der Tracer Funktion des Pro-
grammes Stereoinvestigator umrandet. AnschlieBend wurde durch das Programm der Mittelpunkt der
umfahrenen Region festgelegt. Auf diesen Mittelpunkt wurde eine Horizontale gelegt. Der umrandete
Bereich, der den Kortex (motorisch und sensorisch) umfasst, dient als ROIL Dieser wurde dann
nochmals umfahren, um den definitiven Zihlbereich festzulegen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung zur Festlegung der ROI
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Definition der Sicherheitszonen

Histologische Schnitte kénnen gegebenenfalls eine unebene Schnittoberfliche aufweisen. Zudem
kénnen durch mechanische Schiden wihrend der Bearbeitung an den Seiten- Schnittflichen Zellen
verloren gehen. Aus diesem Grund werden ober- und unterhalb des Zihlbereichs (optical dissector)
Sicherheitsabstinde zur Schnittoberfliche, sogenannte Sicherheitszonen, bestimmt. Befindet sich eine
Zelle in der Sicherheitszone, wird sie nicht berticksichtigt. Im Rahmen der hier beschriebenen Expe-
rimente wurde eine obere Sicherheitszone von 4 um und eine untere Sicherheitszone von 2 um einge-
richtet.

Definition eines Ziahlkriteriums

Durch das SRS-Prinzip hat jede Zelle die gleiche Wahrscheinlichkeit gezihlt zu werden. Damit sie
jedoch nur einmal berticksichtigt wird, legt man ein charakteristisches Kriterium der Zelle fest (hier:
rechte obere Ecke der Zelle). Nur wenn dieses Kriterium im zufilligen virtuellen Zahlbereich zu sehen
ist und in den Fokus kommt, wird die Zelle berticksichtigt.

Definition von Einschluss- und Ausschlusslinien

Damit jede Zelle nur einem optischen Dissektor zugeordnet werden kann, wird der Zihlbereich (das
Gitter des zufilligen Zihlrahmens) von roten Linien (Ausschlusslinien) und grinen Linien (Ein-
schlusslinien) begrenzt. Berithrt ein Zihlkriterium eine rote Linie oder liegt es auflerhalb des Zihlrah-
mens, wird die Zelle nicht gezidhlt. Berithrt aber ein fokussiertes Zihlcharakteristikum eine grine Linie
oder liegt es innerhalb des Zihlrahmens, wird die Zelle bertcksichtigt. Nur bei Einhaltung dieser ver-
schiedenen Prinzipien kann vertrauenswiirdig auf die Gesamtzellzahl geschlossen werden.

Abbildung 3: Zeigt vier zufillige virtuelle Zihlbereiche. In Nummer zwei, dem aktiven zufilligen virtuellen
Zihlbereich, findet die Zahlung statt. Die Ein- und Ausschlusslinien verhindern, dass eine Zelle mit ih-
rem charakteristischen Zahlkriterium doppelt gezihlt wird. Befindet sich das Zihlkriterium (hier rechte
oberste Ecke) innerhalb des Zihlbereichs oder beriihrt eine griine Linie wie Zellen a, b, ¢, g, werden die
Zellen gezihlt. Befindet sich das entsprechende Zihlkriterium auBerhalb des Zihlbereichs oder auf ei-
ner roten Linie, wird die Zelle nicht berticksichtigt (d,f,e) (angelehnt an Laubner et al., 2018).



22 Material und Methoden

Bestimmung der Gesamtzellzahl

Um die Zellzahl aus den einzelnen ausgezihlten Neuronenanzahlen zu errechnen, werden die ermittel-
ten Daten in folgende Formel eingesetzt:

Net =Y nx \ (ssf x asf x tsf)

Die sogenannte section sampling fraction (ssf) errechnet sich aus dem Intervall der untersuchten
Schnittsetien (in meinem Versuch gilt ssf = 1/6).

Die sogenannte area sampling fraction (asf) errechnet sich als Quotient aus der Grundfliche der unbi-
ased virtual counting spaces und der GréBe des auf die untersuchten Schnitte aufgelegten Gitters (hier
gilt asf = {50pm x 50pm/300um x 300um).

Die sogenannte thickness sampling fraction (tsf) errechnet sich als Quotient aus der Hohe der zufilli-
gen virtuellen Zihlbereiche und der mittleren gemessenen Dicke des Schnitts (hier gilt tsf = 12
um/gemessene Schnittdicke pm). Nest steht fur die estimated number und Sigma fir die Anzahl der
gezihlten Zellen in allen zufilligen virtuellen Zihlbereichen (Kiessling, 2013).

Festgelegte Einstellungen fiir die Quantifizierung
Intervall der Schnittserie Jeder 6. Schnitt
Hohe des zufilligen virtuellen Zihlbereichs 50 um
Linge des zufilligen virtuellen Zahlbereichs 50 um
Dicke des Schnittes 40 pm
Gitterlinienabstand X 300 um
Gitterlinienabstand Y 300 um
Obere Sicherheitszone 4 um
Untere Sicherheitszone 2 um
Zahlkriterium Rechte obere Ecke der Zelle

Tabelle 5: Festgelegte Einstellungen fiir die Quantifizierung

4.6.2 Anti-VDAC1 und Anti-COXIV

Fir die Quantifizierung der VDA1CT und COXIV™ Sphiroide wurden von funf ein, drei oder finf
Wochen intoxikierten -und vier Kontrolltieren je Tier zwei nebeneinanderliegende Schnitte der Region
265 nach dem Online Mouse Brain Atlas verwendet (verdffentlicht von Sidman et al
((http:/ /www.hms.hatvard.edu/teseatrch/brain/atlas.html). Zuetst wurden Aufnahmen der zuvor
immunhistochemisch gefirbten Schnitte, genauer des CC und Cingulums (ROI) mittels Nikon
ECLIPSE E200 Mikroskop aufgenommen. Diese wurden mit Hilfe von Photoshop mittels Image-
stiching zusammengefiigt. Daraufthin erfolgte eine Randomisierung der zusammengefiigten Schnitte.
Nachdem das Bild kalibriert wurde, erfolgte ecine Auswertung mit Image] (Version 1.47v, NIH, Be-
thesda, MD, USA). Dafiir wurde die ROI umrandet, um die Fliche zu bestimmen und die darin lie-
genden Sphiroide manuell mittels der ,,Cell Counter” Funktion gezihlt. Die Sphiroide wurden nur
gezihlt, wenn sie nicht um einen Zellkern herum lokalisiert waren. Je Tier wurde aus den zwei Schnit-
ten ein Mittelwert berechnet. Das Ergebnis wurde mit der Anzahl an Sphiroiden per mm? angegeben.

4.6.3 Anti-PLP

Um den Grad der Myelinisierung festzustellen, wurden die gegen PLP immunhistochemisch-gefirbten
Schnitte in der Region 265 nach Online Mouse Brain Atlas ausgewihlt. Es wurden von der ROI hier
CC mittels Eclipse E200, Nikon installierten Kamerasystem (Digital sight DS-2Mv und DS-L2 Mikro-
skop Kontroll-Einheit, Nikon) Bilder angefertigt. Mit Hilfe von Image] (Image] Software 2.0.0. fur
Windows; Wayne Rasband, NIH, USA) wurde die Firbeintensitit quantifiziert. Dafiir wurde der Grad
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der Myelinisierung in der ROI zwischen 100 und 0 gemessen. Ein Myelinisierungsgrad von 100 ist in
einer unbehandelten Kontroll-Maus zu erwarten, wobei 0 eine total demyelinisierte Region darstellt.

Mit der ,,8bit“ Funktion von Image] wurde die ausgewihlte, davor umrandete Region in ein Grau-
Format umgewandelt. Es erfolgte die Umwandlung des Bildes von grau zu binir (schwarz-weil3 For-
mat). Mittels eines Thresholds (Schwelle) wurde die relative Dichte der ausgewihlten Region gemes-
sen. Die Dichtemessungen wurden nach Binidrer Konversion des digitalisierten Bildes in Prozent der
gesamten untersuchten Fliche angegeben. Die Vorbereitung sowie die Fiarbung dieser Schnitte erfolg-
ten durch Uta Chrzanowski.

4.6.4 Anti-APP/Anti-COXIV Doppelfidrbung

Fur die Auswertung det APP/COXIV Doppelfitbung wurden funf, drei oder finf Wochen Cuptizo-
ne-intoxikierte Miuse verwendet, sowie vier Kontrolltiere. Auch hier wurden je zwei nebeneinander-
liegende Schnitte pro Tier ausgewihlt. Die APP/COXIV Fluoteszenzdoppelfirbung wurde mittels
Olympus BX50 Mikroskop analysiert. Die Schnitte wurden mit der DSU-Mikroskop Anlage (Olympus
BX51-Wi fluorescence microscope station) digitalisiert, darauthin verblindet und dann mittels Stereo
Investigator Software (version 11, MBF Bioscience, Williston, VT, USA) ausgewertet. Dafiir wurde
fir die ROI das CC ausgewihlt. Es erfolgte die Zihlung der APP*, COXIV* und der doppelt positi-
ven Sphiroide. Dabei wutde die Fliche nicht bertcksichtigt. Die Daten wurden in COXIV* und/oder
APP* Sphiroide angegeben.

4.7 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM = Standard Error of the Mean) dargestellt.
Fir die deskriptive Darstellung der Ergebnisse wurden fallweise Boxplots verwendet. In diesen wird
der Median innerhalb der Box dargestellt, die 50 % der Daten reprisentiert. Die sogenannten Wiskers
zeigen den gesamten Datenbereich. Der Nachweis statistisch signifikanter Unterschiede erfolgte durch
einen t-Test. Ein Ergebnis wurde als statistisch Signifikant angesehen ab einem p Wert von 0,05. Bei
Mehrfachtestungen wurde eine Bonferroni-Korrektur angewendet wobei sich das Signifikanzniveau
auf (0,0167) verringerte.
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5 Ergebnisse

5.1 Validierung des Cuprizone Modells: Cuprizone induziert
Demyelinisierung im CC

Das Cuprizone-Modell dient der Erforschung neurodegenerativer, nichtautoimmunvermittelter As-
pekte der MS. Im Bereich des CC wird durch die Fitterung mit Cuprizone eine toxisch induzierte
Dempyelinisierung ausgel6st. Um das Cuprizone-Modell fur die weiteren Untersuchungen zu validie-
ren, wurde eine immunhistochemische Firbung gegen das Myelinprotein PLP zur Darstellung der
Myelinscheiden durchgefihrt.

Diese zeigte bei Kontrolltieren eine fast homogene Firbung des CC (Abbildung 4), welche nach ein-
wochiger Intoxikation bereits etwas abnimmt und nach drei Wochen schon deutliche Zeichen der
Demyelinisierung aufweist. Nach fiinf Wochen ist das CC weitgehend demyelinisiert (Abbildung 4 D).

FALI e
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Abbildung 4: Cuprizone induzierte Demyelinisierung sichtbar gemacht durch eine anti-PLP Firbung des CC:
Kontrolltiere (A), 1 Woche Cuprizone (B), 3 Wochen Cuprizone (C), 5 Wochen Cuprizone (D).

Die Dichte wurde mittels densitometrischer Messung bestimmt, um die Firbung quantitativ darzustel-
len. Diese zeigte eine weitgehend homogene Firbung der Myelinscheiden des CC bei den Kontrolltie-
ren (98,0%%3,7). Nach einer Woche zeigte die anti-PLP Firbung keinen Verlust der Myelinscheiden
(94,6%=*12,1; p= 0,04406), nach drei Wochen ecinen geringen Verlust (93,6%110,0; p=0,0074). Nach
finf Wochen konnte ein hoch signifikanter Verlust festgestellt werden (13,0 % *4,4; p < 0,001)
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Die Quantifizierung des Myelinisierungsgrads im CC zeigt einen signifikanten Myelinverlust nach 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation
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5.2 Cuprizone-Intoxikation flihrt zu keiner signifikanten Veranderung der
PV* Interneuronenzahl im Kortex

Ziel der Analysen ist die Quantifizierung von Interneuronen im Kortex, um einen potentiellen neurona-
len Verlust als eine moégliche Komponente der Neurodegeneration zu testen. Dabei zeigte sich,
dass im Vergleich zur Kontrolle die Anzahl der PV+ Interneurone von durchschnittlich 330.954
(£40.636) auf durchschnittlich 277.235 (+30.545) abnimmt (Abbildung 6). Dies entspricht einer
Reduktion von ca. 16 %. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (t-Test, p=0,1579). Zu be-
riicksichtigen ist die geringe Stichprobenanzahl von vier Kontrolltieren und fiinf Cuprizone-
Tieren (

Abbildung 7). Abbildung 6 zeigt, dass sich die 50 % Quantilen nicht Gberlappen. Es ergibt sich insge-
samt eine grof3e Streuung der Werte.
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Abbildung 6: Vergleich der stereologisch ermittelten Anzahl der PV+ Interneurone im Kortex zwischen Kon-
trolltieren und fiinf Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren
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Abbildung 7: Quantifizierung der PV* Interneurone der einzelnen Tiere.
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Abbildung 8: PV Interneurone (schwatze Pfeile) im Kortex eines Kontrolltieres

5.3 Cuprizone-Intoxikation flhrt zu akutem axonalem Schaden

Nachdem ich keinen signifikanten PV* Zellkérperverlust feststellen konnte, stellte sich die Frage ob
die Neurone anderweitig durch die Cuprizone Intoxikation geschidigt werden. Es wurde gezeigt, dass
die Mehrheit des beeintrichtigten axonalen Transportes von Proteinen und Zellorganellen mit dem
Ausmal3 an inflammatorischer Demyelinisierung korreliert (Trapp et al.,, 1998, Gudi et al., 2017). Der
beeintrichtigte axonale Transport kann durch eine immunhistochemische Firbung gegen APP sicht-
bar gemacht werden.

Auch meine Ergebnisse zeigen, dass im medialen CC (Abbildung 9 A) und Cingulums (Abbildung 9
B) von Kontrolltieren keine APP* Sphiroide nachweisbar sind (Hoflich KM et al., 2016). APP* Mate-
rial wurde hauptsichlich in der grauen Substanz um die perinukledre Region von Neuronen in Kon-
trolltieren entdeckt (VergréBerung und Pfeil Abbildung 9 A). Auch ich konnte feststellen, dass APP*
Sphiroide nach finf Wochen Cuprizone Behandlung (Abbildung 9 C*D, VergroBerung und Pfeil)
akkumulieren. APP* Sphiroide (Pfeil in Abbildung 9 C), welche keinen 6rtlichen Bezug zu neuronalen
Zellkérpern haben, wurden in demyelinisierten Lisionen des medialen CC (Abbildung 9 C) und des
Cingulums (Abbildung 9 D) gefunden. Cuprizone Intoxikation induziert akuten axonalen Schaden, der
durch anti-APP* Sphiroide dargestellt werden kann.
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Abbildung 9: Anti-APP immunhistochemische Firbung. Gegentberstellung von CC (A+B) und Cingulum
(B+D) von Kontrolltieren (A+B) und funf Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren (C+D).

5.3.1 Cuprizone-induzierte Demyelinisierung beeinflusst axonalen
mitochondrialen Transport

Als nichsten Schritt wollte ich herausfinden, ob auch der Transport von Mitochondrien im Rahmen
der Cuprizone-Intoxikation beeintrichtigt wird. Dafiir erfolgten immunhistochemische-Firbungen
mit mitochondrialen Markern gegen COXIV und VDACI.

COXIV ist in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert. COXIV™* Signale erscheinen als feine
granulierte Punkte in der grauen Substanz (Abbildung 10). COXIV wurde besonders stark in der
grauen Substanz, vor allem in rdumlicher Nihe zu einem Zellkern, von Kontrolltieren exprimiert
(Abbildung 10B, VergréBerung, Pfeil). Hingegen war die weille Substanz von Kontrolltieren frei von
COXIVT Signalen (Abbildung 10A, B). Nach einer Woche konnte noch keine Zunahme der Anzahl
COXIVT Sphiroide nachgewiesen werden. Bereits nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation zeigte sich
ein leicht signifikant erhéhtes Ergebnis der COXIV* Sphiroide (p=0,0143). Nach finf Wochen kam
es zu einem hoch signifikanten Anstieg an COXIV* Sphiroiden (p<0,001) (Abbildung 11). Die be-
ricksichtigten Sphiroide (Abbildung 10D Pfeile) befanden sich nicht direkt in rdumlicher Nihe zu
einem Zellkern. Sphiroide in direkter rdumlicher Nihe zu einem Zellkern wurden bei der Zihlung
nicht berticksichtigt (Abbildung 10 C).
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Abbildung 10: Teil des CC eines Kontrolltieres (Bild A). Perinukleares COXIV* Material im Kortex eines Kon-
trolltieres (B VergroBerung Pfeil). Gezidhlter Spheroid (D VergroBerung Pfeil) im Cingulum und nicht
beriicksichtigter perinuklearer Spheroid (C VergréBerung Pfeil) im CC von einem 5 Wochen Cuprizone
behandelten Tier.
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Abbildung 11: Vergleich der gezidhlten COXIV* Sphiroide der 1, 3, 5 Wochen Cuprizone intoxikierten Tiere
mit den Kontrolltieren.

VDACI, auch bekannt als Mitochondrial Porin, ist ein Kanalprotein der dufleren mitochondrialen
Membran. Nach einer Woche konnte noch keine Zunahme der Anzahl VDACI* Sphiroide nachge-
wiesen werden. Bei Woche 3 war das Zihlergebnis fiir VDAC1* Sphiroide (p=0,0667) nicht signifi-
kant. Erst nach funf Wochen kam es zu einem hoch signifikanten Anstieg (p<<0,001) an VDAC1*
Sphiroiden (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Keine VDACT* Sphiroide im CC (A) und Cingulum (B) von Kontrolltieren. VDAC1* Sphiroide
im CC (C) und Cingulum (D, Pfeil) von 5 Wochen Cuprizone-intoxikierten Tieren.
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Abbildung 13: Vergleich der gezihlten VDAC1* Sphiroide der 1, 3, 5 Wochen Cuprizone-intoxikierten Tiere
mit den Kontrolltieren.

5.3.2 Cuprizone-induzierte akute Demyelinisierung fiithrt zu axonalen
mitochondrialen als auch zu vesikuldren Transportdefiziten

Um herauszufinden, ob sich Mitochondrien oder Teile von Mitochondrien in den akkumulierten
Vesikeln befinden, wurde in einem nichsten Schritt untersucht, ob Vesikelproteine und Mitochondri-
enbestanteile kolokalisieren. Dafiir wurde eine Immun-flureszenz-Doppelfirbung gegen COXIV und
APP angefertigt. Kolokalisierung von APP und COXIV wurde im CC von 5 Wochen Cuprizone-
intoxikierten Tieren nach akuter Demyelinisierung festgestellt. Dabei gab es mehr COXIV*/APP-
Sphiroide (55,1 %) als COXIV-/APP* Sphiroide (44,9 %). Nur ca. 20 % det Sphiroide waren
COXIV+/APP* (Abbildung 15). Abbildung 14 zeigt eine Kolokalisation von einem COXIV*+/APP+
Sphiroid (Abbildung 14 A-C Pfeile). Die Pfeilspitze deutet auf einen rein COXIV* Sphiroiden.
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Abbildung 14: Immunflureszenz Doppelfirbung COXIV (rot) und APP (griin) von 5 Wochen Cuprizone-
intoxikierten Tieren.

Spheroide [%)]

COX4+ APP+ COX4+/APP+

Abbildung 15: Anteil der vesikuldren (APP*) und mitochondrialen (COXIV*) Sphiroide an der Gesamtanzahl
(=100%) etrfasster Sphiroide, sowie deren Kolokalisierung (COXIV*/APP*) bei fiunf Wochen

Cuprizone-intoxikierten Miusen.
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6 Diskussion

MS ist eine komplexe Erkrankung des ZNS. Aufgrund ihres heterogenen Krankheitsbildes ist sie bis
heute nicht vollstindig verstanden (Keegan & Noseworthy, 2002). In Europa ist sie eine der hdufig-
sten neurologischen Erkrankungen im frihen Erwachsenenalter. In Abhingigkeit davon, welche neu-
ronalen Strukturen betroffen sind, kénnen der Verlauf sowie die klinischen Symptome sehr variabel
sein. Es kann dabei zu motorischen, sensorischen und kognitiven neurologischen Ausfillen kommen
(Noseworthy et al., 2000). Derzeit gibt es trotz jahrelanger Forschung nur Medikamente, die aus-
schlieBflich den Fortschritt der Erkrankung verlangsamen oder akute Symptome lindern, jedoch nicht
zur Heilung fihren (Steinman et al., 2006; van der Star et al., 2012).

Der Verlust von Neuronen und Synapsen wird fur kognitive Beeintrichtigungen und physische Defi-
zite bei an MS Erkrankten mitverantwortlich gemacht (Roosendaal 2011). Umso wichtiger ist daher,
den Neuronenverlust genauer zu untersuchen. Bislang gibt es kaum Studien, die sich mit dem Verlust
von Neuronen im zerebralen Kortex nach akuter Cuprizone-induzierter Demyelinisierung beschifti-
gen.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich Gewebe von funf Wochen Cuprizone-intoxikierten Miusen gegen
PV gefirbt und die PV* Interneurone stereologisch quantifiziert. Die Ergebnisse zeigen keinen signi-
fikanten Unterschied in der Anzahl der PV* Interneurone im Kortex zwischen der 5 Wochen
Cuprizone-intoxikierten Gruppe und der Kontrollgruppe. Der geringe Unterschied wird wahrschein-
lich zufillig bedingt sein. Um fundierte Aussagen zu erhalten, wire die Untersuchung einer gré3eren
Stichprobe erfordetlich.

Der Transport von Vesikeln ist lebenswichtig, um die Integritit des Axons zu bewahren (Rihling et
al., 2018). Auch ich konnte feststellen, dass mit zunehmender Cuprizone-Intoxikationsdauer der
Transport von APP beeintrichtigt wird. Die im Rahmen meiner Arbeit detektierte Akkumulation von
APP nach akuter Cuprizone-induzierter Demyelinisierung stimmte mit den Ergebnissen von Hoflich
et al. (2016) tuberein. Anti-APP IHC ist bereits eine Standardmethode, um axonale Transportdefizite,
also akuten axonalen Schaden, zu detektieren (Kuhlmann et al., 2002; Ferguson et al., 1997).

Auch der Transport von Zellorganellen insbesondere Mitochondrien ist lebenswichtig fiir die Integri-
tit des Axons (Ruhling et al., 2018). Daher stellt sich die Frage, ob durch den beeintrichtigten Vesi-
keltransport auch Bestandteile von Mitochondrien akkumulieren.

Um herauszufinden, ob Mitochondrien bzw. der mitochondriale Transport mit zunehmender
Cuprizone-Intoxikation beeintrichtigt werden, erfolgte als nichstes eine immunhistochemische-
Firbung gegen COXIV und VDACI. Dabei konnte ich feststellen, dass bei zunechmender Cuprizone-
Intoxikation mitochondriale (COXIV*, VDAC1") Proteine als axonale Sphiroide akkumulieren.

Bei niherer Betrachtung der Gewebeproben, der finf Wochen Cuprizone intoxikierten Tiere, konnte
man erkennen, dass es zu einer vermehrten zytoplasmatischen Firbung kommt, die sich in Form von
kleinen COXIV* und VDACT* Punkten darstellt. Diese zeigt sich zumindest bei den hier verwende-
ten Antikérperkonzentrationen. Diese ,,kleinen Punkte® befinden sich vor allem um die Zellkerne. Da
Mitochondrtien im Zytoplasma von fast allen eukaryotischen Zellen vorkommen, entsprechen diese
,»Punkte wahrscheinlich Mitochondrien in aktivierten Mikroglia oder Astrozyten (Rihling et al.,
2019). Diese ,,Punkte® wurden bei der Quantifizierung nattrlich nicht beriicksichtigt.

COXIVT* Sphiroide waren im Vergleich zu den VDAC1* Sphiroiden bereits nach 3 Wochen signifi-
kant erhéht im Vergleich zu den Kontrolltieren. COXIV kénnte somit ein sensitiverer Marker als
VDACI1 fir axonalen, mitochondrialen Schaden sein.

Daraufhin stellte ich mittels Fluoreszenzfirbung gegen COXIV und APP mitochondriale Akkumula-
tionen direkt neben axonalem Schaden fest. Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass es bei zuneh-
mender Cuprizone-Intoxikation nicht nur zu vesikuliren, sondern auch zu mitochondrialen Trans-



32 Diskussion

portdefiziten kommt. Anzunehmen ist, dass sich in den Transportvesikeln Bestandteile von
Mitochondrien befinden, die durch die Cuprizone-induzierte Schidigung der Axone akkumulieren

6.1.1 Tiermodelle und ihre Grenzen

Da es nur begrenzte Méglichkeiten gibt, Gewebeproben von MS-Patienten zu untersuchen (Denic et
al., 2011), sind Tiermodelle von groBer Bedeutung, um die Atiologie der Erkrankung besser verstehen
zu kénnen und um therapeutische Ansitze zu entwickeln. Aufgrund der Komplexitit der Erkrankung
ist es unmoglich, alle Teilaspekte in einem einzigen Tiermodell zu untersuchen und zu erfassen. In der
Literatur wird jedoch 6fters die Frage gestellt, ob Tiermodelle fiir die Untersuchung einer solch kom-
plexen Erkrankung tiberhaupt geeignet sind, nachdem nur bestimmte Merkmale des Krankheitsbildes
in einem Tiermodell erforscht werden kénnen (Procaccini et al., 2015).

Tiermodelle unterscheiden sich vor allem bei der Induktion der Erkrankung von der MS bei Men-
schen. Wihrend die Atiologie der MS sehr komplex ist, sind die auslésenden Faktoren bei den Tier-
modellen entweder Toxine oder eine Immunisierung (Baxter, 2007; Keough et al., 2015; Torkildsen et
al., 2008). Bei der Verwendung von Tiermodellen ist es nicht méglich, pathologische Prozesse jahre-
lang vor einer klinischen Manifestation der Erkrankung zu untersuchen. Nach der Induktion der Er-
krankung sind die Symptome binnen weniger Tage bzw. Wochen sichtbar und messbar (Procaccini et
al., 2015). Obwohl ein Tiermodell nicht alle klinischen, radiologischen, pathologischen und geneti-
schen Merkmale der MS abdecken kann, sind Tiermodelle bislang aufgrund fehlender Alternativen in
der heutigen MS Forschung besonders wichtig (Falco et al., 2011).

Im Rahmen der Cuprizone-Intoxikation werden mehrere Phasen durchlaufen, die es ermdglichen,
verschiedene Teilaspekte der MS Erkrankung zu untersuchen. Die einzelne Betrachtung der unter-
schiedlichen Zeitabschnitte ist daher von Bedeutung. Die erste Woche nach Beginn der Cuprizone-
Intoxikation ist durch die Apoptose der Oligodendrozyten gekennzeichnet gefolgt von Mikroglia und
Astrozyten Aktivierung (Fischbach et al., 2019, Krauspe et al., 2015). Wie auch ich (siche oben) fest-
stellen konnte, zeigen Anti-Myelin Firbungen keine Verinderungen in dieser frihen Phase. Zwischen
der ersten und der dritten Woche kommt es zu einer vermehrten Akkumulation von Astrozyten und
Mikrogliazellen (Kipp et al., 2011). Histochemische Firbungen wie z. B. LFB/PAS konnen im Gegen-
satz zu PLP am Ende der dritten Woche bereits eine beginnende Demyeliniserung visualisieren (Chr-
zanowski et al., 2019). Auch meine Ergebnisse zeigen nur einen extrem geringen Unterschied im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt kann neben dem Verlust von reifen
Oligodendrozyten bereits axonaler sowie mitochondrialer Schaden immunhistochemisch sichtbar
gemacht werden. Zwischen Woche drei und funf erlangen Mikrogliazellen ihren vollstindig aktivierten
Status und phagozytieren die Myelinschicht. Astrozytose, Mikrogliose und akuter axonaler Schaden
aggravieren und Demyelinisierung wird noch deutlicher sichtbar mittels IHC (Gudi et al., 2014,
Jiangshan et al., 2020).

6.1.2 Neuronenverlust Parallelen bei MS und im Cuprizone-Modell

Im Thalamus von MS Patienten fanden Cifelli et al. (2002) eine Reduktion der Neuronen-Dichte.
Dazu passend konnten Lapato et al. (2017) im Cuprizone-Tiermodell einen Verlust von PV* Interneu-
ronen im Hippocampus von 12 Wochen intoxikierten Cuprizone-Mdusen feststellen.

Bei MRT Messungen von MS Patienten konnten sowohl in der weilen als auch in der grauen Sub-
stanz Atrophien von spezifischen Gehirnregionen festgestellt werden (Batista et al., 2012; Bergsland et
al., 2012; De Stefano et al., 2003). Das Ausmal} der Atrophie scheint in der subkortikalen grauen Sub-
stanz groBer zu sein als in der kortikalen und korreliert mit der kognitiven Leistung und der klinischen
Beeintrichtigung der Patienten (Batista et al., 2012; Houtchens et al., 2007).

In Kongruenz dazu konnten bereits publizierte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen (Hochstras-
ser et al., 2019), dass es zu Volumenverinderungen in bestimmten Subregionen wie der Capsula Inter-
na, dem CC und dem Thalamus nach chronischer (12 Wochen) Cuprizone Intoxikation kommt. Im
zerebralen Kortex hingegen konnte keine Volumenverinderung festgestellt werden. Dies kénnte auf
den fehlenden Neuronenverlust im Kortex, wie meine Ergebnisse implizieren, zurtickzufiihren sein.
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Volumenverlust kann jedoch nicht nur durch neuronalen Zellverlust, sondern auch durch ver-
schiedenste Faktoren wie Demyelinisierung, Degeneration von Gliazellen, axonale Degeneration oder
synaptische Pathologien entstehen (Geurts et al., 2012, Hochstrasser et al., 2019). Bei der durch
Cuprizone-induzierten Demyelinisierung kann es zudem zu einer ausgeprigten Astrozytose sowie
Mikrogliose kommen. Durch dieses Phinomen kénnte bei gleichbleibendem Volumen der neuronale
Zellverlust (falls vorhanden) ,,maskiert” werden (Hochstrasser et al., 2019). Absolute Zellzahlen, wie
sie zum Beispiel stereologisch ermittelt werden kénnen, sind aus diesem Grunde umso wichtiger. Vo-
lumenverinderungen im Gehirn nach chronischer Cuprizone-Intoxikation sind wahrscheinlich eher
durch axonalen Schaden als durch neuronalen Verlust bedingt (Hochstrasser et al., 2019).

6.1.3 Demyelinisierung alleine kein suffizienter Ausléser fiir Neuronenverlust?

Nachdem neuronaler Verlust bei MS existiert (Peterson et al., 2001), nimmt man an, dass Demyelini-
sierung alleine kein suffizienter Ausloser fiir neuronalen Verlust ist (Hochstrasser et al., 2019). In ei-
nem EAE Mausmodell wurde gezeigt, dass es zu Verlust von PV* Interneuronen im primir motori-
schen Kortex kommt (Falco et al., 2014 ). Dies konnte dadurch erklirt werden, dass das EAE Modell
ein autoimmun vermitteltes inflammatotisches Tiermodell ist. Dies wiirde die Theorie unterstiitzen,
dass neben metabolischen Stressoren auch entziindliche Mediatoren notwendig sind, um neuronale
Zellverluste im Neokortex, die zu Volumenverlust fihren, zu induzieren. Zusitzlich zeigten kurzlich
publizierte post-mortem Studien keine Assoziation zwischen dem Ausmal3 der Demyelinisierung und
der Dichte an Neuronen im Neokortex von MS Patienten (Carassiti et al., 2018; Klaver et al., 2015). In
einer weiteren post-morterz Analyse wurde ein weit verbreiteter Verlust von dendritischen Dornfortsit-
zen in demyelinisierten und auch nicht-demyelinisierten Regionen des Kortex von MS Patienten be-
schrieben (Jirgens et al., 2016). Dies konnte zudem darauf hinweisen, dass Demyelinisierung alleine
zu keinem neuronalen Verlust fihrt.

6.1.4 Mitochondriale Schdden als wichtige Komponente der MS-Pathologie

Mitochondrien spielen eine ausschlaggebende Rolle in der Homdéostase und Funktion von Neuronen.
Mit zunechmender Evidenz stellt sich heraus, dass Dysfunktion von axonalen Mitochondrien und
mitochondrialem Transport mitverantwortlich fir axonale Degeneration ist (Lin et at., 2006, Sheng et
al., 2012). Gestorter Transport und mitochondriale Akkumulationen kénnten lokale Energiedefizite
und Anderungen der Calcium-Pufferung hervorrufen. Zudem konnten dysfunktionale Mitochondrien
reaktive Sauerstoffradikale freisetzen, die das Axon dadurch zusitzlich schwichen (Baltan et al., 2014).

Andere Studien zeigten, dass es schon vor einer offensichtlichen Demyelinisierung zur Akkumulation
von Zellorganellen kommt (Gudi et al., 2017, Sorbara et al., 2014). Dies impliziert, dass es sich dabei
um einen komplexen Pathomechanismus handelt, der nicht einfach als Konsequenz der Demyelinisie-
rung zu sehen ist. Diese Daten deuten zudem darauf hin, dass es eine starke Korrelation zwischen
Mikroglia/Makrophagen - Aktivierung und axonalen Transportdefiziten gibt (Gudi et al., 2017).

Studien, die das EAE Mausmodell verwendeten, zeigten axonale Akkumulationen von COXIV* Mi-
tochondrien in Korrelation mit axonaler Degeneration (BandoY et al., 2015). Zusitzlich wurde beo-
bachtet, dass sich axonale sowie mitochondriale Schiden an der Seite von fokalen axonalen Degenera-
tionen bei EAE und aktiven MS-Lisionen befinden (Nikic et al., 2011). Die bisherigen Erkenntnisse
implizieren, dass Mitochondrien und mitochondriale Schiden in der Pathogenese der MS cine bedeu-
tende Rolle spielen.

Das Cuprizone-Modell ist ein nutzliches Instrument, um zwei Hauptaspekte der MS zu untersuchen:
Erstens, durch unspezifische Immunzellen ausgeléste Degeneration von Myelin und Axonen und
zweitens Remyelinisierung von demyelinisierten Axonen (Jiangshan et al., 2020). Meinen Ergebnissen
zufolge dient das Cuprizone-Modell nicht direkt der weiteren Untersuchung des Verlustes von PV*
Interneuronen im Kortex von MS Patienten.

Zusammenfassend deuten meine Resultate darauf hin, dass es im Cuprizone-Modell zu vesikuliren
sowie mitochondrialen Akkumulationen im Bereich des axonalen Schadens kommt. IHC fungiert als
ein wertvolles Instrument, um axonalen Schaden im Detail zu untersuchen. Ferner kénnen spezifische
Proteine wie COXIV und VDACT1 als selektive Marker fur axonalen Schaden dienen. Weitere Studien,
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insbesondere an post-morters Gehirnen von MS-Patienten, werden dringend benétigt, um herauszufin-
den, wie mitochondriale Akkumulationen sich in den unterschiedlichen Lisionen und in den verschie-
denen klinischen Stadien verindern. Ein besseres Verstindnis von axonalen Lisionen kénnte somit
zur Entwicklung von potentiellen neuen Therapien beitragen, welche axonalen Schaden bei MS ver-
bessern oder sogar riickgingig machen kénnten.
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