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1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste chronisch entzindliche, demyelinisierende
Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Sie tritt hauptsachlich bei Menschen im Alter
von 20 bis 40 Jahren auf. Frauen sind zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Manner. Die
Pravalenz ist in den &quatorialen Zonen niedriger als in nordlichen und stidlichen Regionen
der Welt. In Deutschland liegt die Pravalenz bei 303 Fallen je 100.000 Einwohner [4]. Erste
Beschreibungen des Krankheitsbildes wurden im 19. Jahrhundert von Jean Cruveilhier und
Friedrich Theodor von Frerichs dokumentiert. Im Jahr 1868 hat Jean Martin Charcot erstmalig
die klinische Symptomatik mit den pathologischen L&asionen in Zusammenhang gebracht und

die Lasionen histologisch beschrieben [2].

Die MS-Pathologie ist durch eine Schadigung der Markscheide der Axone in der weiRen und
grauen Substanz des ZNS gekennzeichnet. Diese Entmarkungsherde liegen hauptsachlich
periventrikular, im Nervus opticus, im Hirnstamm, im Ruckenmark und in den Kleinhirnstielen.
Histologisch sind die frihen Lasionen durch Myelinverlust und Entziindungsinfiltrate,
bestehend aus Mikroglia, Makrophagen und T-Lymphozyten, gekennzeichnet. Die
Entzindungsreaktion in den MS-Lasionen verursacht axonale Schaden, die von einer
Gliazellaktivierung begleitet werden [5, 6]. Nach der Entmarkung kann eine Proliferation von
Oligodendrozytenvorlauferzellen mit nachfolgender Remyelinisierung der Axone stattfinden.
Chronische MS-Lasionen sind durch dauerhafte Demyelinisierung, axonale Schaden und eine
reaktive Gliose gekennzeichnet. Die Krankheitsprogression wird tUberwiegend durch die
Auspragung der Demyelinisierung und durch den axonalen Verlust im ZNS bestimmt [2].

Das klinische Bild der MS beginnt meist mit Sehstérungen, die durch eine Neuritis nervi optici
verursacht werden. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu motorischen und sensiblen
Ausféllen, zu vegetativen Defiziten und zu psychischen Stérungen. Abhéngig von der
Lokalisation der Entmarkungsherde entwickelt sich ein heterogenes Krankheitsbild. Je nach
Krankheitsprogression werden folgende MS-Formen gemdal3 den Lublin Kriterien
unterschieden [7]: Die Mehrheit der Patienten, 80-85 %, weist zu Beginn eine schubférmig-
remittierende Verlaufsform auf (engl. Relapsing Remitting MS, RRMS). Die Schiibe sind durch
neue Ausfalle und Symptome charakterisiert und dauern langer als 24 Stunden an. Die
Patienten zeigen nach Tagen bis Wochen eine vollstandige oder partielle Remission [6]. Ein
Teil der RRMS-Patienten zeigt zwischen den Schiben keine Krankheitsprogression. Jedoch

weist ein erheblicher Anteil an Patienten ein Fortschreiten der Symptomatik, das unabhangig



von Schiben auftritt
(schubunabhéngige Progression, 3
engl. Progression Independent of
Relapse Activity, PIRA) [8]. Die
meisten Patienten mit RRMS

Neurologisches Defizit
Neurologisches Defizit

entwickeln im Verlauf der Krankheit
Zeit Zeit

Zunahme der neurologischen M

Dysfunktionen. Bei 10 bis 15 % der Zeit Zeit

Abbildung 1: Schematische Darstellung der MS-Verlaufsformen.

(@) zeigt die schubférmig-remittierende MS mit vollstandiger

Krankheitsbeginn an eine Remission. (b) zeigt die schubformig-remittierende MS mit partieller
Remission. (c) zeigt die primér progrediente MS. (d) zeigt die

progressive Verlaufsform auf, die als sekundére progrediente MS (modifiziert nach Schmidt et al. [2]).

eine sekundare progrediente MS- .
Form (engl. Secondary
Progressive MS, SPMS) [9]. Dabei

kommt es zu einer fortschreitenden

Neurologisches Defizit *
Neurologisches Defizit

MS-Patienten tritt von

primér progrediente MS bezeichnet

wird (engl. Primary Progressive MS, PPMS). Diese Verlaufsform betrifft das weibliche und das
mannliche Geschlecht gleichermalRen und tritt ca. 10 Jahre spéater als die RRMS auf. Ein
klinisches Krankheitsbild, das die radiologischen diagnostischen Kriterien nicht erfullt, wird als
klinisch isoliertes Syndrom‘ (engl. Clinically Isolated Syndrome, CIS) bezeichnet. Im
Gegensatz dazu wird eine MS-typische radiologische Lasion, die von einem pathologischen
Liquor-Befund ohne klinische Symptome begleitet wird, ,radiologisch isoliertes Syndrom'
(engl. Radiologically Isolated Syndrome, RIS) genannt [6]. Die verschiedenen Verlaufsformen
sind in Abbildung (Abb.) 1 dargestellt.

Die Atiologie der MS ist nicht eindeutig geklart. Sowohl genetische als auch Umweltfaktoren
spielen eine bedeutsame Rolle. Kinder von MS-Patienten haben ein 20fach erhdhtes Risiko,
an MS zu erkranken. Eineiige Zwillinge haben ein Erkrankungsrisiko von 25 %, wenn der
andere Zwilling bereits an MS leidet. Auch die ethnische Aufteilung der Préavalenz spricht fur
eine genetische Komponente der MS-Atiologie [6]. Es wurde des Weiteren gezeigt, dass das
Allel DRB1*1501 in der HLA-Region (Humanes Leukozyten Antigen, HLA) mit der MS-
Pathologie assoziiert ist und das MS-Erkrankungsrisiko dreifach erhght [10, 11]. AuRerdem
sind Umweltfaktoren wie eine symptomatische EBV-Infektion (Epstein-Barr-Virus, EBV) oder
das Rauchen mit einer erhdhten Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziiert [8, 9]. MS-
Patienten haben eine hohere EBV-Seropositivitat als gesunde Probanden [12-14]. Die
Atiologie ist diesbeziiglich nicht geklart [15, 16]. Das Stickstoffmonoxid, das beim Rauchen

freigesetzt wird, kann eine Schadigung von Neuronen und Oligodendrozyten verursachen, die



die erhohte Erkrankungswahrscheinlichkeit unter Rauchern erklaren koénnte [17]. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass eine UVB-Exposition (Ultraviolettstrahlung B) das
Erkrankungsrisiko senkt [18]. Laut Breuer et al. gibt es Hinweise dafir, dass Vitamin D sowohl
das Erkrankungsrisiko als auch die Krankheitsprogression reduziert [19]. Die
antiinflammatorische und immunmodulierende Wirkung von Vitamin D kénnte die
Immunreaktion in der MS-Pathogenese abschwachen [20].

Zur Diagnosestellung einer MS werden die McDonald Diagnosekriterien angewendet, welche
klinische, radiologische sowie laborchemische Befunde beinhalten [21]. Klinisch kénnen die
neurologischen Defizite mit Hilfe der EDSS-Skala (engl. Expanded Disability Status Scale)
eingestuft werden. Radiologisch sind im kranialen und im Riuckenmark-MRT (MRT:
Magnetresonanztomographie) die MS-typischen Entmarkungsherde sichtbar. In der Liquor-
Untersuchung kénnen haufig eine leichte Pleozytose, eine intrathekale 1gG- und IgM-
Synthese (Immunglobulin, 1g), oligoklonale IgG-Banden und ein positiver Antikorper-

Synthese-Index flr neurotrope Viren nachgewiesen werden [6].

Therapeutisch werden drei S&ulen fur die Behandlung der MS unterschieden. Akute Schiibe
werden mit hochdosierten Glukokortikoiden und bei nicht ausreichendem Ansprechen mit
einer Apherese-Therapie, mittels Plasmapherese oder Immunadsorption behandelt. Als
Basistherapie werden immunmodulierende Wirkstoffe eingesetzt. Diese werden je nach
Wirksamkeit in drei Klassen eingeteilt. In der Wirksamkeitskategorie 1, welche eine relative
Reduktion der Schubrate von 30-50% im Vergleich zu Placebo erreicht, gehéren die
Interferon-B, Dimethylfumarat, Glatirameroide sowie Teriflunomid. Die Medikamente der
Wirksamkeitskategorie 2 (Cladribin, Fingolimod, Ozanimod) fihren zu einer relativen
Reduktion der Schubrate von 50-60% im Vergleich zu Plazebo. In der Wirksamkeitsklasse 3
gehdren Alemtuzumab, Natalizumab und die CD20-Antikérper (Ocrelizumab, Rituximab).
Diese gehen mit einer relativen Reduktion der Schubrate von >60% im Vergleich zu Plazebo
einher [22]. Die dritte Saule ist die symptomatische Therapie von Fatigue, Schmerzen,
Spastik, u.a. [6]. Im Jahr 2017 wurde Ocrelizumab als das erste Préparat fur die PPMS
zugelassen [23]. Neben dem Ocrelizumab kann auch Rituximab als Off-label Use

Therapiemdglichkeit bei PPMS-Patienten eingesetzt werden [22].

1.2 Hypothesen zur MS-Pathogenese

Trotz intensiver Forschung konnte die MS-Pathogenese bis heute nicht geklart werden. Zwei
Hypothesen existieren diesbezuglich: Die ,Outside-in‘-Hypothese, bei der die Pathogenese in
der Peripherie beginnt, und die ,Inside-out’-Hypothese, die durch gehirnintrinsische Prozesse
getriggert wird.

Die MS weist typische Merkmale einer Autoimmunerkrankung auf. In der MRT-Bildgebung

sind die inflammatorischen Lasionen anhand der erhohten Gadolinium-Aufnahme erkennbar.
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AulRerdem gibt die Anwesenheit von perivaskularen Infiltraten im ZNS einen Hinweis darauf,
dass die Blut-Hirn-Schranke geschéadigt ist und somit der Zugang der peripheren Immunzellen
in das ZNS ermoglicht wird. Diese Beobachtungen stutzen die ,Outside-in’-Hypothese [24].
Laut dieser liegt der Defekt im peripheren Immunsystem. Autoreaktive T-Lymphozyten
entstehen in den sekundaren lymphatischen Organen, wandern in das ZNS und verursachen
dort eine inflammatorische Reaktion [25]. Diese ,Outside-in‘*-Hypothese wird durch Ergebnisse
von genomweiten Assoziationsstudien (engl. GWAS, Genome Wide Association Studies)
unterstitzt. Mittels der GWAS kénnen Genallele identifiziert werden, die mit einer Erkrankung
assoziiert sind. Dabei werden die Einzelnukleotid-Polymorphismen von Genen untersucht
(engl. SNP, Single Nucleotid Polymorphism). Das Genom einer Kohortengruppe, in diesem
Fall der MS-Patienten, wird mit dem Genom einer Kontrollgruppe verglichen. Im Rahmen von
GWAS wurden Uber 200 Gene identifiziert, die mit der MS assoziiert sind [26]. Die meisten
MS-assoziierten SNPs liegen in Genen, die in peripheren Immunzellen Uberexprimiert werden
[27]. lhre Genprodukte sind teilweise Zytokine (IL7, IL12A, IL12B, TNFSF14),
Zytokinrezeptoren (TNFRSF1A, IL2RA, IL7R), kostimulierende Molekile (CD6, CD40) oder
an der Signaltransduktion beteiligte Molekile (STAT3, CBLB, MALT1). Nur eine geringe
Anzahl dieser identifizierten Proteine ist an neurodegenerativen Prozessen beteiligt (KIF21B,
MAPK, GALC) oder wird in Mikroglia exprimiert [28]. Die Tatsache jedoch, dass die meisten
MS-assoziierten Gene in Zellen des adaptiven Immunsystems tberexprimiert werden, spricht
dafirr, dass die MS-Pathogenese durch eine Dysregulation des Immunsystems verursacht
wird [10, 27]. AufRerdem sind einige der MS-assoziierten Gene auch mit anderen
Autoimmunerkrankungen assoziiert, zum Beispiel Diabetes mellitus Typ 1, Colitis Ulcerosa
oder Rheumatoide Arthritis, was auf die immunologische Komponente der MS-Pathogenese
hinweist [11, 29].

Laut der ,Inside-out-Hypothese beginnt die MS-Pathogenese durch gehirnintrinsische
Prozesse, die sekundar zu einer peripheren Immunzellrekrutierung fiihren. Es wird davon
ausgegangen, dass die Apoptose von Oligodendrozyten diese Kaskade induziert. Dadurch
kommt es zu einer Demyelinisierung im ZNS. Die Freisetzung der Myelinbestandteile fuhrt
sekundar zu einer Aktivierung des Immunsystems. Infolgedessen wandern die peripheren
Immunzellen in das ZNS und Il6sen eine inflammatorische Reaktion gegen die
Myelinbestandteile aus [24]. Traka et al. konnten zeigen, dass eine
Oligodendrozytenapoptose in der chronischen Demyelinisierungsphase eine Aktivierung von
CD4+T-Lymphozyten hervorrufen kann. Durch diese Oligodendrozytenapoptose werden
Myelinbestandteile, wie das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOGss-s5), freigesetzt.
Folglich wandern die aktivierten CD4+T-Lymphozyten in das ZNS. Des Weiteren induzieren

diese gehirnintrinsischen Prozesse die Bildung MOG3s_ss-spezifischer autoreaktiver CD4+-T-
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Zellen in der Milz [25]. Barnett und Prineas haben MS-L&sionen von Patienten untersucht, die
wahrend eines MS-Schubes oder kurz danach gestorben sind. In diesen MS-L&sionen
beobachteten sie, dass eine Oligodendrozytenapoptose und eine Mikrogliaaktivierung
stattfanden. Es konnten fast keine T-Lymphozyten sowie Makrophagen in diesen L&sionen
nachgewiesen werden. Anhand ihrer Untersuchungen stellten sie die Hypothese auf, dass die
Pathogenese durch die Oligodendrozytenapoptose hervorgerufen wird. Diese Apoptose
induziert im Anschluss eine Phagozytose der Oligodendrozyten durch die aktivierten
Mikroglia. Erst im dritten Stadium wird eine Rekrutierung von T-Lymphozyten und
Makrophagen beobachtet. AnschlieBend, in der Regenerationsphase, kommt es in diesen
Lasionen zu einer Proliferation von Oligodendrozytenvorlauferzellen [30]. Auch unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass gehirnintrinsische Prozesse die Rekrutierung von
peripheren Immunzellen induzieren kénnen. Es wurden dabei Mause untersucht, die mit
Cuprizone gefittert und anschlieRend gegen MOG;s5_55 immunisiert wurden. Nach einer
Cuprizone-Fitterung kam es zu einer Oligodendrozytenapoptose mit Mikrogliaaktivierung,
ahnlich der MS-Lésionen, die von Barnett und Prineas beschrieben wurden. Die MOG3s_ss-
Immunisierung verursachte eine periphere Immunzellstimulation. Diese Mause wiesen im
Vergleich zu solchen, die nur gegen MOG3;5_55 immunisiert waren oder nur mit Cuprizone
geflttert wurden, eine hdéhere Anzahl von perivaskuldren inflammatorischen Lasionen auf.
Diese Befunde zeigen, dass eine vorbestehende gehirnintrinsische Zytodegeneration mit
begleitender Gliose Voraussetzung fir die Aktivierung und Rekrutierung von peripheren
Immunzellen ist [31]. Laut Rodriguez et al. beginnt die Demyelinisierung in den MS-Lasionen
in den inneren Myelinschichten, was gegen eine durch periphere Immunzellen induzierte
Demyelinisierung spricht [32]. Wirden die peripheren Immunzellen die Myelinscheide
angreifen, wére zu erwarten, dass zunadchst die &ul3eren Myelinschichten von der
Demyelinisierung betroffen sind [24]. Zudem wurden Entmarkungsherde mit axonalen
Schaden in der weillen Substanz ohne begleitende inflammatorische Reaktion beschrieben
[24, 33]. Des Weiteren konnte die bis heute eingesetzte medikamentdse Therapie, die
Neurodegeneration nicht verhindern. Die aktuelle MS-Medikation zielt darauf, die
Inflammation zu hemmen. Obwohl damit die Schiibe bei der schubférmig-remittierenden MS-
Verlaufsform wirksam unterdriickt werden, wird die neurodegenerative Komponente der
Erkrankung, also das Fortschreiten der klinischen Beeintrachtigung, nicht gehemmt [34, 35].
Metz et al. haben zudem die therapeutische Wirksamkeit einer autologen
Stammzelltransplantation  untersucht. Sie haben festgestellt, dass trotz der
Immunsuppression die Demyelinisierung und die damit einhergehende axonalen Schaden

weiter voranschreiten [36].
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1.3 Bedeutung der Astrozyten in der MS-Pathogenese

Astrozyten bilden die grofdte Gliazellpopulation im ZNS und sind essenziell fir dessen
regelhafte Funktion. Sie regulieren den Blutfluss durch Sekretion von Prostaglandin E, sind
bei der Bildung der Extrazellularmatrix beteiligt und steuern durch Sekretion von Chemokinen,
Zytokinen sowie Wachstumsfaktoren die Homdostase des ZNS-Milieus [37, 38]. Sie schiitzen
zudem die Neurone vor oxidativem Stress [37, 39]. AulRerdem stehen Astrozyten Gber Gap-
Junctions mit Oligodendrozyten und Neuronen in Kontakt und regulieren somit den
interzellularen Transport von Metaboliten und lonen [37, 40]. Mit ihren Fortsétzen beteiligen
sie sich an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke. Nach Kontakt zu fremden Antigenen im
perivaskularen Raum stimulieren sie eine Immunreaktion. Durch Zytokinsekretion kénnen sie
die Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke und das Ausmall der peripheren
Immunzellrekrutierung in  das ZNS steuern [41]. Weitere Hinweise auf die
immunregulatorische Funktion der Astrozyten im ZNS sind die Expression des Toll-Like-
Rezeptors 3 und die darauffolgende Sekretion von Interleukinen und Chemokinen [42].

In aktiven MS-Lasionen kommt es zu einer Astrozytenaktivierung, die als Astrogliose
bezeichnet wird. Merkmale einer Astrogliose sind hypertrophe Astrozyten mit prominenten
zytoplasmatischen Zellfortsdtzen und eine Induktion der Expression des sauren
Gliafaserproteins (engl. Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) [43, 44]. In aktiven MS-L&sionen
ist auch eine Auflockerung der Membrana limitans glialis perivascularis zu beobachten, die
eine Einwanderung von peripheren Zellen tber die Blut-Hirn-Schranke erleichtert [45, 46].
Eine Astrogliose wird auch wahrend einer Cuprizone-Intoxikation beobachtet [47]. Im
Gegensatz zu den aktiven Lasionen haben die Astrozyten in inaktiven Lasionen einen kleinen

Zellkdrper sowie Nukleus und ihre Zellfortsatze sind schmal und lang [38].

Die Rolle von Astrozyten bei der MS-Pathogenese ist noch unklar. Es wird kontrovers
diskutiert, ob eine Astrogliose die Progression der MS-Pathogenese férdert oder verhindert.
Nach einer ZNS-Lasion bilden Astrozyten eine Glianarbe [48]. Diese verhindert die
Ausbreitung der Lasion in das umgebende ZNS-Gewebe. Gleichzeitig erschwert sie jedoch
die Remyelinisierungsprozesse. Es wurde dennoch beschrieben, dass durch das Fehlen von
Astrozyten die Mikrogliarekrutierung gestort ist. Ohne eine regelhafte Mikrogliarekrutierung
kann das zerstérte Myelin nicht phagozytiert werden und die Remyelinisierung nicht erfolgen
[49]. Diese scheinbar widersprichlichen Funktionen der Astrozyten in der MS-Pathogenese
verdeutlichen, dass deren Rolle noch nicht geklart ist und in weiteren Studien genauer

untersucht werden sollte.
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1.4 Verwendete tierexperimentelle MS-Modelle

1.4.1 Cuprizone-Modell

Das Verstandnis der MS-Pathogenese ist essenziell, um neue therapeutische Methoden zu
erforschen. Um die daran beteiligten Prozesse darzustellen, werden tierexperimentelle
Modelle genutzt, zum Beispiel das Cuprizone-Modell. Dieses ist ein toxisches
Demyelinisierungsmodell, das die neurodegenerativen Aspekte der MS widerspiegeln kann.
Der Pathomechanismus von Cuprizone ist noch nicht eindeutig erforscht. Cuprizone wurde im
Jahr 1950 erstmalig von Gustav Nilsson beschrieben. Es ist das Kondensationsprodukt aus
Oxalylhydraxiden sowie Cyclohexanonen und ist ein Kupferchelator [50]. Kupfer ist ein
bedeutsamer Kofaktor zahlreicher Enzyme im Energiestoffwechsel, zum Beispiel der
Cytochrom-C-Oxydase in der mitochondrialen Atmungskette [3, 51]. Durch die Bindung an den
Chelator wird die Kupferhomdostase gestort [52]. Histopathologisch betrachtet bewirkt die
Cuprizone-Intoxikation die Bildung von Riesenmitochondrien in der Leber und in reifen
Oligodendrozyten [53, 54]. Die Bildung dieser Riesenmitochondrien verursacht einen
oxidativen Stress und eine Dysfunktion des endoplasmatischen Retikulums. Infolgedessen
nimmt auch die Myelinproduktion ab [52]. Es kommt zu einer Oligodendrozytenapoptose und
einer Demyelinisierung. Die am starksten betroffene Bereiche sind das Corpus Callosum, der
Hippocampus, der ventrale Teil des Nucleus caudatus, das Putamen und die Kleinhirnkerne
[55].

Mit Hilfe des Cuprizone-Modells kénnen De- und Remyelinisierungsprozesse untersucht
werden. Nach funf Wochen Cuprizone-Intoxikation kommt es zur ,akuten Demyelinisierung'.
Histopathologisch ist eine Oligodendrozytenapoptose mit Myelinscheidenverlust begleitet von
einer Mikrogliaaktivierung und einer Astrogliose zu beobachten [47, 56]. Im Cuprizone-Modell
findet keine wesentliche T-Zell-Infiltration in das ZNS statt — sie wird vermutlich durch die
intakte Blut-Hirn-Schranke verhindert [57]. Laut Morell et al. beginnt die Demyelinisierung in
der dritten Woche nach Beginn der Cuprizone-Intoxikation und erreicht ihr Maximum in der
vierten bis funften Woche [58]. Ab der sechsten Woche ist auch unter fortbestehender
Cuprizone-Intoxikation eine partielle Remyelinisierung feststellbar. Wird die Cuprizone-
Intoxikation nach der flinften Woche abgebrochen, findet eine vollstandige Remyelinisierung
statt [59]. Eine zwolfwochige Cuprizone-Intoxikation wird als ,chronische Demyelinisierung’
bezeichnet. Wird die Cuprizone-Intoxikation nach zwolf Wochen abgebrochen, ist eine

Remyelinisierung nur eingeschrankt moglich [3, 55, 60].
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Abbildung 2: Schemazeichnung der akuten und chronischen Demyelinisierung nach Cuprizone-
Intoxikation (modifiziert nach Matsushima et al. [3])

1.4.2 Cup/EAE-Modell

Das Cup/EAE-Modell ist eine Kombination aus dem Cuprizone-Modell und dem EAE
(Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis)-Modell. Das Cuprizone-Modell ist, wie im
vorherigen Kapitel beschrieben, ein nichtautoimmunes Demyelinisierungsmodell [31]. Das
EAE-Modell ist ein autoimmun-inflammatorisches Demyelinisierungsmodell. Dem
Versuchstier wird dabei ein ZNS-assoziiertes Antigen injiziert, das eine Autoimmunreaktion
auslost. ZNS-assoziierte Antigene, die bei der EAE benutzt werden, sind das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG3s_55), das Proteolipid-Protein (PLP) und das Myelin-
Basische-Protein (MBP). Antigen-prasentierende Zellen nehmen das Antigen auf und
transportieren es Uber die Lymphbahnen zu den lymphatischen Organen. Dort werden Thl-
und Thl17-Zellen aktiviert, die das ZNS infiltrieren und eine Inflammation bewirken [9]. Die EAE
kann auch durch die Injektion von autoimmunen myelinspezifischen T-Zellen in naiven oder
immundefizienten Mausen ausgeldst werden [61]. Histopathologisch ist am EAE-Modell eine
periphere Immunzellinfiltration in das ZNS begleitet von Demyelinisierung und axonaler
Degeneration zu beobachten [9]. Im EAE-Modell sind vor allem das Rickenmark, das
Kleinhirn und der Nervus opticus betroffen [31, 62]. Das EAE-Modell an Mausen wurde
erstmals im Jahr 1949 von Olitsky und Yager beschrieben. Sie haben dafir Albino-Mause des
Stammes Swiss verwendet und diese mit ZNS-Homogenat und Freund-Adjuvant, bestehend
aus Mycobacterium tuberculosis, Paraffindl und Kochsalzldsung, immunisiert [63]. Die
Reaktion auf eine EAE-Immunisierung ist vom Mausstamm abhéngig. Eine PLP-
Immunisierung  verursacht in  SJL-Mausen  einen  schubférmig-remittierenden
Krankheitsverlauf. Im Gegensatz dazu nimmt in C57BL/6-M&usen der klinische Verlauf nach
der MOG3s_ss5-Immunisierung eine monophasische, chronische Form an [9, 61]. NOD-M&ause
zeigen nach einer MOG3;s_ss-Immunisierung einen schubférmig-remitierenden Verlauf und
anschliel3end einen sekundaren progressiven Verlauf [64]. GroRRe Fortschritte in der MS-
Forschung konnten mit Hilfe des EAE-Modells erzielt werden. An diesem wurden die

Medikamente Natalizumab und Glatirameracetat entwickelt [9]. Im EAE-Modell werden aber
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nicht alle Aspekte der MS-Pathologie widergespiegelt. Im Gegensatz zu den MS-L&sionen
gibt es im EAE-Modell keine L&sionen im GrofRhirn. Diese Problematik konnte unsere
Arbeitsgruppe mit dem Cup/EAE-Modell I6sen. Dafir wird das autoimmun-inflammatorische
Demyelinisierungsmodell der EAE mit den nichtautoimmunen neurodegenerativen
Demyelinisierungsprozessen des Cuprizone-Modells kombiniert. Die Mause werden zunéchst
mit 0,25 % Cuprizone gefittert und anschlieend mit MOG3;s_55s immunisiert. Im Cup/EAE-
Modell sind perivaskulare Infiltrate im Grof3hirn lokalisierbar [31], die ein Merkmal der akuten

MS-Lasionen darstellen [65].
1.4.3 LPC-Modell

Das LPC-Modell ist ein nichtautoimmunes, toxisches Demyelinisierungsmodell, bei dem
Lysophosphatidylcholin (LPC) stereotaktisch in das Corpus Callosum der Versuchstiere
injiziert wird [66]. LPC ist ein endogenes Lysophospholipid. Es wird durch die Spaltung eines
glycerinhaltigen Phospholipids mittels der Phospholipase A, gebildet [67]. LPC lagert sich in
die Phospholipiddoppelschicht der Zellen ein und induziert dort die Bildung von Mizellen [68-
70]. Somit erhdht sich die Permeabilitat dieser Membranen, bis sie zerstdrt werden [71]. Wie
von Plemel et al. beschrieben, sind erhthte LPC-Spiegel sowohl mit neurologischen
Erkrankungen, wie Ischamie [72], Amyotrophe Lateralsklerose [73] oder
Ruckenmarksverletzungen [74], als auch mit internistischen Erkrankungen, zum Beispiel
koronarer Herzkrankheit, assoziiert [71, 75]. Bei MS-Patienten sind erhthte LPC-Spiegel im
Liquor cerebrospinalis zu finden [76]. Hall war der Erste, der dieses Modell beschrieben hat.
Er hat beobachtet, dass die LPC-Injektion in das Riickenmark eine Demyelinisierung auslost
[77]. Histopathologisch ist eine Astrogliose und eine Oligodendrozytenapoptose mit
begleitender Demyelinisierung zu finden [71]. Zudem induziert LPC eine Immunreaktion. Die
Anzahl von Monozyten, Makrophagen und Mikroglia nimmt zu. Auch eine erhdhte
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke wurde beobachtet [78]. Unsere Arbeitsgruppe hat
gezeigt, dass im LPC-Modell, genau wie im Cuprizone- und im EAE-Modell, axonale Schaden
in den demyelinisierten Bereichen nachzuweisen sind [79]. Eine bis zwei Stunden nach der
LPC-Injektion kann eine Myelin- und Axonschwellung beobachtet werden [71]. Nach Abbruch

der LPC-Intoxikation findet nach einer Woche eine Remyelinisierung statt [80].

1.5 Untersuchte Gene: C-Myc, Stat3, Vcam1 und Tnfrsf1A

Das Gen C-Myc (engl. Cellular Myelocytomatosis-Oncogene) gehort zur Familie der Myc-
Gene [81] und entspricht dem zellularen Homolog des retroviralen v-myc-Onkogens [82]. Es

besteht aus drei Exons, liegt im Chromosom 8 und kodiert den Transkriptionsfaktor C-MYC
[83]. Zusammen mit dem Protein MAX (engl. Myc-Associated Factor X) bildet C-MYC
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Heterodimere und reguliert die Expression verschiedener Gene [84, 85]. Ob diese
Heterodimer-Bildung Voraussetzung fiir die Funktion von C-MYC als Transkriptionsfaktor ist,
wurde noch nicht ausreichend erforscht [86]. C-MYC stimuliert Gene, die an der
Proteinbiosynthese, dem Tumormetabolismus und dem Zellzyklus beteiligt sind [87]. Es wird
behauptet, dass C-MYC die Expression von 10 bis 15 % aller S&ugetiergene reguliert [86].
Wie in der Ubersichtsarbeit von Gnanaprakasam et al. beschrieben, ist C-MYC relevant bei
der Regulation des Immunsystems, indem es an der Aktivierung, Reifung und Differenzierung
der Immunzellen beteiligt ist [88]. Campisi et al. haben beschrieben, dass in ruhenden Zellen
keine C-Myc-Expression stattfindet [89]. Bei fehlendem C-Myc ist die Zellteilungsrate
verlangsamt [90]. AuRerdem fihrt das Fehlen von C-Myc in den Keimbahnzellen zu

embryonalen Abnormalitdten und schlie3lich zum embryonalen Tod [81, 91].

Das Gen Stat3 (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) gehdrt zur Familie
der Stat-Gene. Es liegt auf dem Chromosom 17, besteht aus 24 Exons und kodiert den
Transkriptionsfaktor STAT3 [92]. Analog zu C-Myc, flhrt eine Stat3-Inaktivierung zum
embryonalen Tod [93]. STAT3 spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum, bei der
Differenzierung und der Apoptose der Zellen [94]. Im inaktiven Zustand liegt STAT3 im
Zytoplasma. Die Stimulierung einer Zelle durch Zytokine fuhrt mit Hilfe der Janus-Kinasen zu
einer Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 und der Bildung von STAT3-Dimeren [95, 96]. Die
STAT3-Dimere werden in den Nukleus transportiert und regulieren dort die Expression von
mehreren Genen [97]. AnschlieRend werden die Dimere dephosphoryliert und STAT3 wird in
das Zytoplasma zuriicktransportiert. Die Funktionen von STAT3 wurden in Bezug auf
unterschiedliche Zellen beschrieben. Wie Egwuagu dargelegt hat, ist STAT3 ein bedeutsamer
Regulator des Immunsystems, da er an der Differenzierung der T-Lymphozyten beteiligt ist.
Mause, bei denen das Stat3-Gen aus den CD4+T-Lymphozyten entfernt wurde, sind resistent
gegen eine EAE, da die T-Lymphozyten nicht in das ZNS einwandern kénnen. Eine
Dysregulation von STATS3 fordert laut Egwuagu die Entwicklung von neuroinflammatorischen
Erkrankungen [98]. Zudem ist STAT3 bei der Induktion der Akuten-Phase-Reaktion in der
Leber beteiligt [99], reguliert die Differenzierung sowie das Zellwachstum von B- [100] und T-
Lymphozyten [101], die inflammatorische Reaktion von Makrophagen [102], induziert die
Synthese von Chemokinen in den Immunzellen [103] und fungiert sowohl als Onkogen als

auch als Tumorsuppressorgen [104].

Das Gen Vcaml (engl. Vascular Cell Adhesion Molecule), auch CD106 genannt, gehort zur
Immunglobulin-Familie, liegt im Chromosom 1 und besteht aus neun Exons [105]. Es kodiert
das transmembrane Adhasionsmolekil VCAM1, das am GefaRendothel lokalisiert ist [106].
Das von Leukozyten exprimierte a4B1-Integrin bindet an VCAM1 [107]. Somit haften die in

BlutgefalRen zirkulierenden Leukozyten an der Endothelwand und wandern durch diese ins
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Gewebe. Voraussetzung fur die Expression von VCAM1 an der Endothelwand ist die
Stimulation durch Zytokine [108]. Zytokine wie TNFa, Interleukin 1B oder das Adipokin Visfatin
induzieren die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies [109-111], die tGber NFkB die Expression
von VCAML1 stimulieren. VCAML1 ist auch in Iéslicher Form im Zytoplasma vorhanden. Die
Funktion dieser Form ist jedoch noch nicht eindeutig geklart [106]. Eine besondere Relevanz
wird dem Adhasionsmolekil VCAM1 in der Pathogenese der Atherosklerose [112], des
Asthmas [113, 114] und zahlreicher Tumore zugeschrieben [41, 115, 116]. Wie C-Myc und
Stat3 ist auch Vcaml fir die embryonale Entwicklung essenziell, da das Fehlen von Vcaml
zum embryonalen Tod fuhrt [108]. Zudem ist VCAML in der EAE fir die Migration von T-
Lymphozyten in das ZNS notwendig. Auf dieser Beobachtung basiert auch die Therapie von
MS-Patienten mit Natalizumab, einem humanen monoklonalen Antikérper gegen a4p1-
Integrin [117, 118]. Er bindet an das a4B1-Integrin der Leukozyten und verhindert somit das
Haften von Leukozyten Uber VCAM1 an den Endothelzellen. Folglich kénnen die Leukozyten
nicht in das ZNS einwandern [106, 113].

Das Gen Tnfrsfla (engl. Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 1a), auch als CD120a,
p55TNFR oder p60 bekannt, gehdrt zur Tnfr-Superfamilie und kodiert den Zytokinrezeptor
TNFRSF1A, auch als TNFR1 beschrieben [119]. Tnfrsfla wird konstitutiv in fast allen Zellen
exprimiert. Es liegt im Chromosom 12 und besteht aus elf Exons [120]. TNFRSF1A enthalt
drei Anteile, die intra-, trans- und extrazelluldaren [121]. Der extrazellulare Anteil besteht aus
drei cysteinreichen Doménen, die bei der Bindung von TNFa an den Rezeptor einen Trimer
bilden. Durch diese Bindung wird TNFRSF1A stimuliert [119]. Der stimulierte TNFRSF1A
reguliert das Uberleben oder die Apoptose der Zelle [122]. Er ist zudem in der
inflammatorischen Reaktion von Lymphozyten beteiligt [123, 124]. Neben der
membrangebundenen Form von TNFRSF1A gibt es auch eine l6sliche Form [120]. Laut
Finsen et al. verhindert die Bindung von TNFa an den ldslichen TNFRSF1A die Entwicklung
einer EAE. Auch das Fehlen von TNFRSF1A verhindert die Entwicklung einer EAE, da TNFa
seine Wirkung nicht austiben kann [125]. Die Relevanz von Tnfrsfla im Immunsystem wird
durch das TNFR-assoziierte periodische Syndrom (TRAPS) verdeutlicht. TRAPS ist eine
autoinflammatorische Erkrankung, die durch eine Mutation im Tnfrsfla hervorgerufen wird.
Die Mutation verursacht eine dysregulierte inflammatorische Reaktion und eine Verstarkung
der proinflammatorischen Wirkung von TNFa [123]. Klinisch wird diese Dysregulation durch
rezidivierende Fieberschiibe, abdominale Schmerzen, kutane Inflammation und Myalgien
bemerkbar [126].
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1.6 Fragestellung

Die MS ist eine neuroinflammatorische Erkrankung, die durch demyelinisierte Herde im Gehirn
und im Rickenmark gekennzeichnet ist [35, 79]. Trotz jahrelanger Forschung konnte die
Pathogenese der MS noch nicht abschlieBend geklart werden. Die Theorien, die
diesbezuglich existieren, kénnen in zwei Hypothesen zusammengefasst werden. Geman der
,Outside-in‘-Hypothese wird die Pathogenese durch eine Dysregulation des peripheren
Immunsystems ausgelost. Im Rahmen von GWAS wurde gezeigt, dass Gene, die bei MS-
Patienten gehauft Varianten aufzeigen, interessanterweise vor allem von Immunzellen
exprimiert werden. Es wird dementsprechend vermutet, dass durch diese genetische
Varianten das Immunsystem von MS-Patienten in seiner regelhaften Funktion gestort ist [27].
Diese Beobachtungen stitzen die ,Outside-in‘-Hypothese [127]. Im Gegensatz dazu ist die
MS gemall der ,Inside-out-Hypothese eine primar zytodegenerative Erkrankung. Die
Pathogenese wird hauptsachlich durch die Oligodendrozytenapoptose und die
Gliazellaktivierung hervorgerufen [24]. Wie auch unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte,
verursachen  diese  gehirnintrinsischen  Prozesse  sekundar eine  periphere

Immunzellrekrutierung [31].

Unsere Arbeitsgruppe hatte in vorherigen Projekten anhand einer Microarray-Genanalyse
festgestellt, dass die Expression der Gene C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla im Cuprizone-
Modell induziert wird [128]. In diesen Genen werden gemal den GWAS gehauft bei MS-
Patienten Varianten nachgewiesen [27].

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung folgender Hypothese: Gene, die gehauft bei
MS-Patienten Varianten aufzeigen, werden in Gliazellen exprimiert. Dadurch ist die Funktion
der Gliazellen gestort. Diese Storung fuhrt zu einer gehirnintrinsischen Dysregulation, welche
sekundar die Rekrutierung von peripheren Immunzellen induziert. Somit wird die ,Inside-out'-
Hypothese gestitzt. Wir haben deshalb die Expression der Gene C-Myc, Stat3, Vcam1 und
Tnfrsfla in drei murinen MS-Modellen, dem Cuprizone-, dem Cup/EAE- und dem LPC-Modell,
untersucht. Wir haben untersucht, ob sich die durch die Microarray-Genanalyse erhobenen
Daten mit nukleinsdureanalytischen und immunhistochemischen Methoden bestatigen
lassen. AnschlieRend haben wir versucht herauszufinden, in welchen Zellen diese Gene
exprimiert werden. Dafur haben wir die Expression dieser Proteine in Astrozyten, Mikroglia
und Oligodendrozyten immunhistochemisch untersucht. Zudem haben wir mit

nukleinsaureanalytischen Verfahren die Genexpression in einer Astrozytenkultur untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Zusammensetzung der Puffer, Blockseren, Fixierungs- und Farbeldsungen

Citratpufffer:

e 10,5 g Zitronensaure
e 5L destilliertes Wasser
e pH auf 6,0 einstellen

DAB-Komplex:

e Verdinnung 1:50
e 20 pl DAB-Stock
e 980 pl DAB-Substrat

Eosin-Ldsung:

e 1gEosin
e 100 ml destilliertes Wasser
e 1 Tropfen Eisessig

Hamatoxylin-L6sung:

e 1 g Hamatoxylin

e 1000 ml destilliertes Wasser

e 200 mg Natriumjodat

¢ 50 mg Aluminiumkaliumsulfat-
Dodecahydrat

e 50 g Chloralhydrat

e 1 g Zitronensaure-Monohydrat

Lithiumcarbonat-Lésung:

e 0,05 g Lithiumcarbonat
e 100 ml destilliertes Wasser

Lithiumcarbonat-Lésung:

e 0,1 g Luxol Fast Blue MBS
e 100 ml 96% Ethanol
e 0,5ml 100% Essigsaure

PBS-Puffer (10x):

e 477.5 g PBS ohne Ca?/Mg?*
e 5] destilliertes Wasser

PBS-Puffer (1x):

e 500 ml PBS (10x)
e 4500 ml destilliertes Wasser
e pH auf 7.4 einstellen
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Perfusions-/Fixationsldésung:

e 100 ml Formaldehyd 37 %
e 900 ml destilliertes Wasser
e 4,6 g Natriumdihydrogenphosphat
e 8,0 g Dinatriumhydrogenphosphat

Perjodsaure-L6sung:

e 0,5 g Perjodsaure
e 100 ml destilliertes Wasser

Tris/EDTA:

e 6.059 Tris

e 1.85 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
e 5L destilliertes Wasser

e pH auf 9.0 einstellen

0.025 % Triton/PBS:

e 0.25 ml Triton x100
e 999,75 ml PBS (1x)

0.3% H;0,:

e 1 mlH,0, (30% vol/vol)
e 99 mlPBS

2 % Ziegenserum/BSA/Tween/CWFS/PBS:

e 1 ml Normales Ziegenserum
e 250 ul Tween20 10% (100ml= 10ml
Tween20 100% + 90 ml PBS)

e 05gBSA
e 0,05 g CWFS Gelatin
e 49 ml PBS

5 % Eselserum/Triton/BSA/CWFS/PBS:

e 2.5 ml Normales Eselserum
e 0,1 g CWEFS Gelatin

e 05gBSA

e 50 pl Triton x100

e 47,5 ml PBS

5 % Ziegenserum:

e 2,5ml Normal Ziegenserum
e 47,5 ml PBS (1x)



2.2 Tierexperimente
2.2.1 Versuchstiere und Haltung

Fur dieses Projekt wurden C57BL/6J Mause (Janvier/Frankreich) benutzt. Die Mause wurden
gemal der ,Federation of European Laboratory Animal Science Association (FELASA)*
behandelt. Maximal finf Mause durften in einem Kafig gehalten werden. Die Mause wurden
unter standardisierten Bedingungen mit einem stabilen Tag-Nacht-Rhythmus von je 12
Stunden bei 22 °+ 2 °C Raumtemperatur und 55 % * 10 % Luftfeuchtigkeit mit freiem Zugang
zu Wasser und Futter gehalten. In jedem Kafig gab es Einstreu, Nestlet, ein
Mausehauschen, eine Trinkflasche und 100 g Futter, verteilt auf zwei Petrischalen. Die
Kafige wurden jeden dritten Tag gewechselt. Die Versuchstiere wurden taglich von unserer
Forschungsgruppe begutachtet. Alle Experimente wurden von der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Tierversuchgenehmigungsnummer: ROB-55.2-2532.Vet _03-17-
36).

2.2.2 Versuchsaufbau

Ziel dieses Projektes war es, die Expression der immunrelevanten Proteine, C-MYC,
STAT3, VCAM1 und TNFRSF1A, in Demyelinisierungsmodellen zu untersuchen. Dafur
wurden drei murine MS-Modelle verwendet. Die Behandlung der Mause bis zur
Paraffineinbettung wurde von unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt. Mir wurden die

Paraffinschnitte des ZNS-Gewebes fur die weiteren Versuche zur Verfigung gestellt.
2.2.2.1 Cuprizone-Modell

Beim ersten Tiermodell wurde eine toxische Demyelinisierung mit Cuprizone (Cup) induziert.
Fur die Behandlung wurden 8-Wochen alte Mause (19-21g) verwendet. Sie wurden in vier
Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe, Kontrolle (n = 5), wurde fur funf Wochen mit normalem
Futter geflttert. Die weiteren Gruppen wurden fir eine (1WCup, n = 5), drei (SWCup, n = 4)
oder funf (5WCup, n=5) Wochen mit 0,25 % Cuprizone (0,5 g Cuprizone in 200 ¢

Standardfutter) behandelt. Das Cuprizone-Futter wurde jeden Tag frisch vorbereitet.
2.2.2.2 LPC-Modell

Beim LPC-Modell wurde eine toxische Demyelinisierung mit Lysophosphatidylcholin (LPC)
induziert. Die Tiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, der LPC-Gruppe und der
Kontrollgruppe. Die chirurgischen Eingriffe wurden von unserer Forschungsgruppe unter
Allgemeinanasthesie mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin (50 mg/kg
Kdrpergewicht) und Medetomidin (0,5 mg/ Kérpergewicht) durchgefihrt. Zur schnelleren
Erholung der Mause wurde ihnen Atipamezol (2,5 mg/ Korpergewicht) injiziert. Zur

Verhinderung einer Dehydrierung wurde ihnen 500 pl Ringer-Lésung injiziert. Die Mause
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wurden fiur die stereotaktische Operation fixiert. Den LPC-M&usen (n = 9) wurde 1 % LPC-
Lésung (zwei Verabreichungen von 0,75 pL von 10 pg/ uL LPC aus Rinderhirn) beidseits in
das Corpus Callosum injiziert. Die Kontrollgruppe (n=10) erhielt beidseits 0,75 pL
Kochsalzlésung [129]. Die Mause wurden von unserer Forschungsgruppe taglich tberwacht
und nach funf Tagen transkardial perfundiert.

2.2.2.3 Cup/EAE-Modell

Beim Cup/EAE-Modell wurden die Mause (n = 4) zuerst fur drei Wochen mit 0,25 % Cuprizone
gefuttert. AnschlieRend wurden sie fir zwei Wochen mit normalem Futter geflittert. Zu Beginn
der sechsten Woche wurden sie mit dem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG3s_ss),
das in Freunds-Adjuvant geldst war, immunisiert. Direkt nach der Immunisierung und am
folgenden Tag wurde den Mausen in PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung, engl. Phosphate
Buffered Saline) gel0stes Pertussis-Toxin verabreicht. Die M&ause entwickelten infolgedessen
klinische Symptome, die anhand eines Scoring-Systems von unserer Forschungsgruppe
bewertet wurden. Nach ungefahr zwei Wochen wurden sie von unserer Forschungsgruppe
transkardial perfundiert.

Kontrolle Normales Futter

1 Woche Cup 0.25% Cuerizone

3 Wochen Cup _0.25% Cuprizone

5 Wochen Cup 0.25% Cuprizone

¢M0G33_35-Immunisierung

Cup/EAE  0.25% Cuprizone Normales Futter
LPC LLPc-lnjektion
|
| 11 | : | ! | :
Wochen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die ersten vier Balken zeigen die vier Gruppen
des Cuprizone-Modells (Kontrolle, 1 Woche Cuprizone-, 3 Wochen Cuprizone- und 5 Wochen Cuprizone-
Behandlung). Der 5. Balken zeigt das Cup/EAE-Modell. Der letzte Balken zeigt das LPC-Modell.

2.3 Gewebsasservierung

2.3.1 Transkardiale Perfusion und Paraffineinbettung

Nach Ende der Behandlung wurden die Mause von unserer Arbeitsgruppe mit PBS und
Perfusionslosung (siehe (s.) Kapitel (Kap.) 2.1) transkardial perfundiert. Die Schadelkalotten
der perfundierten Mause wurden getffnet. Nach einer Postfixation Uber Nacht bei 4 °C in der
Perfusionslosung wurden die Gehirne am nachsten Tag prapariert, fir mindestens 5 Stunden

(Std) unter flieRendem Leitungswasser gespult und tiber Nacht bei 4 °C in 50 % Ethanolldsung
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inkubiert. Am dritten Tag wurden die Gehirne gemaf der Tab. 1 dehydriert und anschliel3end
in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden mittels eines Schlittenmikrotoms in 5 pm
dicke Schnitte geschnitten; je zwei Schnitte wurden auf einen Superfrost-plus-Objekttrager
aufgetragen. Die Objekttrager wurden anschlielend fur mindestens 3 Stunden bei

Raumtemperatur (RT) und Uber Nacht in den Trockenschrank bei 48° C gestellt.

2.3.2 Kryostateinbettung

Losung Tag | Dauer
Bei einem Teil der Experimente wurden GFAP- | FlieBendes 2 | Mind. 5 Std
. . Leitungswasser
EGFP-positive Mause verwendet. Das saure 50 % Ethanol 23 | Uber Nacht
Gliafaserprotein (engl. glial fibrillary acidic protein, | /9% Ethanol 3 40 Min
70 % Ethanol 3 40 Min
GFAP) ist ein Intermediarfilament, was unter 96 % Ethanol 3 40 Min
S . 96 % Ethanol 3 40 Min
anderem von Astrozyten exprimiert wird [130]. In 96 % Ethanol 3 20 Min
den GFAP-EGFP-positiven Mausen wird die 100 % Ethanol 3 40 Min
. .. . . 100 % Ethanol 3 60 Min
Expression vom grun fluoreszierenden Protein 100 % Ethanol 3 60 Min
(engl. enhanced green fluorescent protein, EGFP) | Xylol-1 3 40 Min
_ Xylol-2 3 40 Min
vom Promotor des GFAP-Gens reguliert. Xylol-3 3 40 Min
; i Paraffin-1 3 60 Min
Infolgedessen  leuchten die  GFAP-positiven
g P Paraffin-2 3 60 Min
Astrozyten grin [131]. Um die fluoreszent- Paraffin-3 3-6 | Mind. 2 Tage

markierten Astrozyten bei diesen Mausen besser tapejie 1: Paraffineinbettungsschritte (%-

darzustellen, wurden die Gehirne dieser Mause nach Angaben entsprechen Volumenprozent)

der Perfusion eingefroren. Beim eingefrorenen [gsung Tag | Dauer
Gewebe bleibt das EGFP-Signal besser erhalten | PBS (RT) 2 Min%eStenS
1 Std.
und die Autofluoreszenz des Gewebes ist niedriger. [pgs (RT) 2_3 | uber Nacht
Dafir wurde das Gewebe nach der Perfusion in PBS | _PBS (RT) 3 | 1St
_ 10 % Sucrose (4 3 | 9Std
und anschlieBend in Sucrose-PBS-Losungen | °C) (tags)

. 10 % Sucrose (4 3-4 | 15 Std
gemaR Tab. 2 behandelt. Am sechsten Tag wurde °C) (nachts)
jedes Gehirn in ein mit TissueTek gefiilltes | 20 % Sucrose (4 4 | 9Std

: . °C) (tags)
Einbettformchen  gestellt und in  Isopentan [0 o Sucrose (4 4-5 | 15 Std
eingesenkt. Damit wurde es fir mindestens 10 |-C) (nachts)

g 30 % Sucrose (4 5 |9std
Minuten  eingefroren. Die  Blocke wurden | °C) (tags)

. . . . o 30 % Sucrose (4 5-6 | 15 Std
anschlieRend bis zum Schneiden im -20° C °C) (nachts)

Gefrierschrank gelagert. Um die Kryopraparate am Tabelle 2: Kryostatteinbettungsschritte (%-
Angaben entsprechen Gewichtsprozent)

Kryo-Mikrotom zu schneiden, wurde auf den
vorgeklhlten Kryohalter TissueTek getropft und anschlielend das Praparat auf den Halter
platziert. Je zwei 10 um dicke Schnitte wurden auf den raumtemperierten Objekttrager
aufgetragen. Der Temperaturunterschied zwischen Schnitte und Objekttréager ermdglichte das

Haften der Schnitte am Objekttrager.
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2.4 Histologische Techniken
2.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um die Struktur und den Aufbau des Gewebes
darzustellen, wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen
(H&E-Farbungen) durchgefuhrt. Daflr wurden eine
Hamatoxylin- sowie eine Eosin-Losung hergestellt (s.
Kap. 2.1). Fur die Hamatoxylin-Ldsung wurde 1 ¢
Hamatoxylin in 1 L destilliertem Wasser gelost. Dazu
wurden noch 200 mg Natriumjodat, 50 g
Kaliumaluminiumsulfat/dodecahydrat, 50 g Chloralhydrat
und 1 g Zitronensaure-Monohydrat hinzugeftigt. Fir die
Eosin-Lésung wurde 1 g Eosin in 100 ml destilliertem
Wasser gelost und 1:10 verdinnt. Danach wurde 1
Tropfen Eisessig pro 100 ml Eosin-Losung hinzugefugt.
Die Schnitte wurden zunéchst entparaffiniert und durch die

absteigende Alkoholreihe rehydriert (Tab. 3). Danach wurden sie
fur 7 Minuten in der Mayer's Hamatoxylinlésung inkubiert. Nach
einem Spilschritt in destilliertem Wasser wurden sie zum Blauen Ethanol 70% | 30 Sek
fur 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser gestellt. Im
Anschluss dazu wurden die Schnitte nach einem Spdlschritt in Ethanol <1 Min
destilliertem Wasser fiir 4 Minuten in die Eosin-Lésung inkubiert.
AbschlieRend wurden die Schnitte durch die aufsteigende 100%
Alkoholreihe dehydriert (Tab. 4). Bevor die Schnitte in das

50%/50%
Xylol/Ethanol-Gemisch gestellt wurden, wurde die Intensitat der Xylol 1 5 Min
Eosin-Farbung beurteilt. War die Intensitét der Eosin-Farbung zu Xylol 2 10 M!n

Xylol 3 10 Min

schwach, wurden die Schnitte wieder in der Eosin-Losung

.. Dauer
Losung
Xylol 1 10 Min
Xylol 2 10 Min
Xylol 3 5 Min
Xylol/Ethanol 5 Min
50%/50%
Ethanol 100% 3 Min
Ethanol 100% 3 Min
Ethanol 100% 3 Min
Ethanol 96% 3 Min
Ethanol 96% 3 Min
Ethanol 70% 3 Min
Ethanol 50% 3 Min
Destilliertes 3 Min
Wasser

Tabelle 3: Entparaffinierung durch
Xylol und Rehydrierung duch eine
absteigende Alkoholreihe (%-Angaben
entsprechen Volumenprozent)

.. Dauer
Losung

Ethanol 70% | 30 Sek

Ethanol 96% | <1 Min
Ethanol 96% | <1 Min

100%
Ethanol <1 Min

Xylol/Ethanol | 5 Min

Tabelle 4: Dehydrierung durch

inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte in das Xylol/Ethanol- €ine aufsteigende Alkoholreihe

und Vorbereitung zum

Gemisch uberfuhrt und zum Schluss mit DPX eingedeckelt. Bei Eindeckeln  mit  Xylol  (%-

Angaben entsprechen

der H&E-Farbung werden alle Zellstrukturen, die basophil sind, Volumenprozent)

zum Beispiel die DNA, der Zellkern oder die Ribosomen, durch das Hamatoxylin blau gefarbt.

Die azidophilen Strukturen, wie das Zytoplasma, die Mitochondrien und das Kollagen, werden

durch den Eosin-Farbstoff rot gefarbt.
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Arbeitsschritte Zeit/ Temperatur
Entparaffinierung

Mayers-Hamatoxylinldsung 7 Min
Destilliertes Wasser kurz Spilen
FlieRendes Leitungswasser 10 Min
Destilliertes Wasser kurz Spilen
Eosin-Ldsung 4 Min

Dehydrierung und Eindeckeln
Tabelle 5: Farbeprotokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

2.4.2 Luxol-Fast-Blue- und Perjod-Séaure-Schiff-Farbung

Um die Myelinscheide im Gewebe darzustellen, wurde die Luxol-fast-Blue (LFB)- und Perjod-
Saure-Schiff [132]- Farbung verwendet. Daflir wurden die Schnitte am 1. Tag durch die Xylol-
Losungen entparaffiniert und gemafl Tab. 3 bis zum zweiten 96 % igen Ethanol gefiihrt.
Danach wurden sie in die LFB-L8sung gestellt und tiber Nacht bei 56 ° C im Warmeschrank
inkubiert. FUr die LFB-LAsung wurde 0,1 g Luxol-Fast-Blue in 100 ml 96 %iges Ethanol geldst
und 0,5 mg 100 % Essigsaure hinzugefiigt (s. Kap. 2.1). Am zweiten Tag wurden die Schnitte
im 96 % igen Ethanol und anschliel3end in destilliertem Wasser gespuilt. Danach wurde jeder
Schnitt einzeln differenziert. Daftr wurden sie fir 15-20 Sekunden in eine 0,05 % Lithium-
Carbonat-L6sung (0,05 g Lithium-Carbonat in 100ml destilliertem Wasser, s. Kap. 2.1)
inkubiert. Nach 2-minutiger Inkubation in 70 % Ethanol und Spulen in destilliertem Wasser
wurden die Schnitte mikroskopiert, um zu kontrollieren, ob die Hintergrundfarbung
ausgewaschen war. Ziel war eine farblose graue Substanz und blau gefarbte Markscheiden
zu erkennen. War die Hintergrundfarbung nicht ausreichend ausgewaschen, wurden sie nach
einem Spulschritt in destilliertem Wasser wieder in die 0,05 % Lithium-Carbonat-L6sung und
danach in 70 % Ethanol Uberfuhrt. Im Anschluss daran wurden die Schnitte in destilliertem
Wasser gespilt und danach in die 0,5 % Perjodsaure-Lésung (s. Kap. 2.1) fur 5 Minuten
gestellt. Die Schnitte wurden nach einem Spdilschnitt in destilliertem Wasser in das
Schiffsches Reagenz fir 7 Minuten gestellt und fir weitere 5 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser gesplilt. Anschlielend wurden sie in destilliertem Wasser gespllt und in die
Mayer's Hamalaun-Lésung fir 20 Sekunden gestellt. Dadurch wurden die Zellkerne blau
angefarbt. Zum Blauen wurden die Schnitte fir 5 Minuten unter flieRendem Wasser gespduilt.
In der aufsteigenden Alkoholreihe wurden sie dehydriert (Tab. 4). Abschlielend wurden sie
dreimal fur 10 Minuten in Xylol-L6sungen gestellt und danach eingedeckelt. Mittels der LFB-
Farbung wird die Myelinscheide blau dargestellt. Die PAS-Farbung stellt die
kohlenhydratreichen Komponenten des Gewebes, wie Glykoproteine, Muzine und Glykogen

rot dar.
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Arbeitsschritte Zeit/ Temperatur
Entparaffinierung bis zum zweiten 96 % Ethanol

LFB-LOsung Uber Nacht bei 56°C
96 % Ethanol kurz Spulen
Destilliertes Wasser kurz Spilen

0,05 % Lithium Carbonat-Lésung 15-20 Sek

70 % Ethanol 2 Min
Destilliertes Wasser kurz Spilen
Mikroskopische Kontrolle

0,5 % Perjodsaure-L6sung 5 Min
Destilliertes Wasser kurz Spilen
Schiff'sches Reagenz 7 Min

FlieRendes Leitungswasser 5 Min
Destilliertes Wasser kurz Spilen
Kernfarbung mit Hamalaun-Lésung 20 Sek
FlieRendes Leitungswasser 5 Min
Dehydrierung und Eindeckeln

Tabelle 6: Farbeprotokoll der Luxol-Fast-Blue- und Perjod-Saure-Schiff-Farbung

2.4.3 Immunhistochemische Farbungen

Die Expression der Proteine in einem Gewebeschnitt kann mittels immunhistochemischer
Farbungen untersucht werden. Mit Antikdrpern, die gegen Antigene der untersuchten Proteine
gerichtet sind, kénnen diese Antigene im Gewebe dargestellt werden. Je nach Art des
Sekundarantikorpers werden die Antigene in Hellfeld- oder Fluoreszenzmikroskopie sichtbar.

2.4.3.1 Chromogene Farbung

Das Prinzip der chromogenen Farbung basiert auf eine Antigen- Peroxidase
Antikdrper-Reaktion. Der Primarantikdrper stammt aus einem x

Wirt, zum Beispiel einem Hasen, und bindet an das untersuchte Avidm(
Antigen.  Am  Priméarantikérper haftet der biotinylierte Biotinylierter

Sekundarantikorper an. Dieser ist spezifisch fir den Wirt, aus Sekundarantikérper

dem der Primarantikoérper stammt, zum Beispiel anti-Hase. Als

Primarantikdrper

Komplex enthaltene Meerrettichperoxidase (engl. Horseradish
Abbildung 4: Schematische

Néachstes kann der Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Komplex) an

den biotinylierten Sekundarantikérper binden. Die im ABC-
Antigen

Peroxidase, HRP) oxidiert das im Anschluss hinzugefiigte 3,3

Darstellung der
Diaminobenzidin (DAB). Diese Oxidierung filhrt zu einer Shromogenen,

immunhistochemischen
braunen Verfarbung der Bereiche, an denen der ABC-Komplex Farbung

gebunden ist.

Die Schnitte wurden fur diese Farbung durch die absteigende Alkoholreihe entparaffiniert
(Tab. 3) und in destilliertem Wasser gespilt. Wahrend der Perfusion, Fixierung und

Paraffineinbettung des Gewebes kann es zu einer Quervernetzung der Proteine (Maskierung)
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kommen. Das fiihrt dazu, dass die Antigene bei der immunhistochemischen Farbung fiir den
Primarantikorper nicht frei zugéngig sind. Deshalb benutzt man Methoden, um die Antigene
zu demaskieren. In diesem Projekt wurde die Hitze-induzierte Demaskierungsmethode
benutzt, bei der die Schnitte in einer sauren (Citratpuffer) oder einer basischen (Tris/EDTA-
Puffer) Losung fir 10 Minuten in der Mikrowelle gekocht wurden (engl. Heat Induced Epitope
Retrieval, HIER). Sobald die Schnitte wieder auf Raumtemperatur waren, wurden sie dreimal
in PBS fur je 5 Minuten gespult und anschlieBend mit 5 % in PBS geléstem normalem
Ziegenserum fir 1 Stunde bei 26°C inkubiert (100 pl Losung pro Schnitt bei jedem Schritt).
Dieser Schritt diente der Blockierung unspezifischer Bindungen des Primarantikdrpers.
AnschlieBend wurde die Blockierungslésung abgeschittet und der in Serum verdinnte
Primarantikorper auf die Schnitte pipettiert. Der Schnitt, der als Negativkontrolle diente, wurde
anstatt mit Primarantikdrper mit der Blockierungslosung inkubiert. Die Schnitte wurden Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal in PBS fiir je 5 Minuten
gespllt und anschlieRend fur 30 Minuten in 0,3 % -Wasserstoffperoxid (30 % H20, in 100 ml
PBS, s. Kap. 2.1) im Dunkeln inkubiert. Die Negativkontrolle wurde separat gespilt und
inkubiert. Durch die Inkubation im Wasserstoffperoxid wurde die endogene Peroxidase des
Gewebes blockiert. Nach einem dreimaligen Spulschritt in PBS fir je 5 Minuten wurden die
Schnitte mit dem in Serum verdinnten Sekundarantikdrper bei 26°C fur 1 Stunde inkubiert.
Parallel wurde der 1:50 in PBS verdinnte ABC-Komplex vorbereitet und fir mindestens 30
Minuten im Dunkeln gelagert. Nach der 1-stiindigen Inkubation mit dem Sekundéarantikdrper
wurden die Schnitte dreimal in PBS fir je 5 Minuten gespult und anschlieRend mit dem ABC-
Komplex fir 1 Stunde bei 26°C inkubiert. Nach einem dreimaligem PBS-Spuilschritt fir je 5
Minuten wurde die Farbung nach 10 minutiger Inkubation mit dem 1:50 in DAB-Substrat
verdiinnten DAB-Komplex visualisiert (s. Kap. 2.1). Die Schnitte wurden anschlieBend fiir 5
Minuten in Leitungswasser und weitere 5 Minuten in destilliertem Wasser gesplult. Danach
wurden die Schnitte in die Hamalaun-Lésung fur 30 Sekunden gestellt. Dadurch wurden die
Zellkerne blau gegengefarbt. Nach kurzem Spilen in destilliertem Wasser wurden sie unter
flieBendem Leitungswasser fur 5 Minuten geblaut. Abschlielend wurden sie in destilliertem
Wasser gesplilt und in der aufsteigender Alkoholreihe dehydriert (Tab. 4). Nach der dritten

Xylollésung wurden sie mit DPX eingedeckelt.

Jeder neue Antikérper musste zunachst etabliert werden, um die passende Konzentration und
Demaskierungsmethode zu bestimmen. Daflr wurden im ersten Durchlauf drei Objekttrager
verwendet. Die Farbung wurde mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration
durchgefuhrt. Jeder Objekttrager wurde unterschiedlich behandelt. Beim ersten Objekttrager

wurde keine HIER-Methode verwendet, der zweite wurde in Citratpuffer und der dritte in

27



Tris/lEDTA-Puffer gekocht. Die Schnitte der drei Objekttrager wurden verglichen, um die beste
HIER-Methode herauszufinden. Im n&chsten Schritt wurden unterschiedlichen

Konzentrationen des Primarantikdrpers verglichen.

Versuch Priméar-AK Firma Bestell- RRID Wirt | Verdun- | HIER
nummer nung
Cup Anti-C-MYC Abcam, ab32072 | AB_731658 Hase | 1:200 Tris/
UK EDTA
Anti-STAT3 Abcam, ab119352 | AB_1090175 | Maus | 1:1600 Citrat
UK 2
Anti-VCAML1 (1) | Abcam, ab134047 | AB_2721053 | Hase | 1:150 Kein
UK
Anti-VCAML1 (2) | BIOSS, bs-0920R | AB_1085901 | Hase | 1:300 Kein
USA 2
Anti-TNFRSF1A | Abcam, ab111119 | AB_1086336 | Hase | 1:500 Tris/
UK 0 EDTA
LPC; Anti-C-MYC Abcam, ab32072 | AB_731658 Hase | 1:200 Tris/
Cup/EAE UK EDTA
Anti-STAT3 Abcam, ab119352 | AB_1090175 | Maus | 1:2000 Citrat
UK 2
19G Abcam, ab172730 | AB_2687931 | Hase | 1:200 Tris/
(Isotypkontrolle) | UK EDTA

Tabelle 7: Verwendete Primarantikdrper (Primar-AK) mit Verdinnung und Demaskierungsmethode bei
chromogenen Farbungen

Sekundér-AK Firma Bestell- RRID Wirt Verdun-
nummer nung

Anti-Hase 1gG, biotinyliert | Vector Laboratories, | BA 1000 | AB_2313606 | Ziege | 1:200
USA

Anti-Maus IgG, biotinyliert | Vector Laboratories, | BA 9200 AB_2336171 | Ziege 1:200
USA

EnVision+ System-HRP DAKO, Deutschland | K4003 AB_2630375 | Ziege

Labelled Polymer Anti-

Rabbit

Tabelle 8: Verwendete Sekundérantikorper (Sekundar-AK) mit Verdinnung bei chromogenen Farbungen

Um die Sensitivitat der Farbung zu erhéhen und die Hintergrundfarbung zu reduzieren, wurde
bei der immunhistochemischen Farbungen gegen VCAM1 im Cup-Versuch das EnVision-
System verwendet. Dieses ist ein HRP-markiertes Polymer, das mit einem
Sekundarantikdrper konjugiert ist. Es bindet direkt an den Primarantikorper und ersetzt die

Schritte des Sekundarantikérpers und des ABC-Komplexes.

Das hier aufgefihrte Protokoll ist das allgemeingiiltige Protokoll, das fur jede
immunhistochemische Farbung im Hellfeld in diesem Projekt benutzt wurde. Da aber nicht
alle Primarantikorper unter denselben Bedingungen am besten sichtbar werden, wurde das
Protokoll bei der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3 in den Cup/EAE- und LPC-

Versuchen leicht modifiziert. Dabei wurden die Schnitte anstatt Giber Nacht nur 1 Stunde mit
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dem Primé&rantikorper inkubiert. Die weiteren Schritte wurden wie im beschriebenen Protokoll

durchgefihrt.

Arbeitsschritte

Zeit/ Temperatur

Entparaffinierung

Destilliertes Wasser kurz Spilen
Demaskierung (Tris/EDTA, Citrat; Keine) 10 Min
Abkuhlen in Bad mit flieBendem Leitungswasser 15 Min

PBS

3 x5 Min Spilen

5% Ziegenserum/PBS (Blockierungslésung)

1 Std bei 26°C

Blockierungslosung abschutten

Primarantikérper

Uber Nacht bei 4°C

PBS 3 x5 Min Spilen
0,3% Wasserstoffperoxid 30 Min im Dunkeln
PBS 3 x5 Min Spitlen
Sekundarantikérper 1 Std bei 26°C
PBS 3 x5 Min Spilen
ABC-Komplex 1 Std bei 26°C
PBS 3 x 5 Min Spilen
DAB-Visualisierung 10 Min
Leitungswasser 5 Min
Destilliertes Wasser 5 Min
Kernfarbung mit Hamalaun-Ldsung 30 Sek
Destilliertes Wasser kurz Spilen
FlieRendes Leitungswasser 5 Min
Destilliertes Wasser kurz Spulen

Dehydrierung und Eindeckelung

Tabelle 9: Farbeprotokoll der chromoaenen immunhistochemischen Farbuna

2.4.3.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Bei der Immunfluoreszenz-Farbung ist der Sekundarantikorper
mit einem fluoreszierenden Farbstoff konjugiert, der diesen
unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar macht. Mittels der
Immunfluoreszenz kénnen in einer Farbung die Antigene mit
unterschiedlichen Fluorochromen markiert werden, sodass sie
in unterschiedlichen Farben leuchten. Damit kann die

Expression mehrerer Proteine auf einem Gewebeschnitt

Fluorochrommarkierter
Sekundarantikdrper

Primarantikorper

gleichzeitig untersucht und eventuelle Kolokalisationen feststellt /

werden. Dieses Prinzip wurde auch fir dieses Projekt

Abbildung 5: Schematische

verwendet. Um zu untersuchen, in welchen Zellen STAT3 und

Darstellung
Immunfluoreszenzfarbung.

der

C-MYC exprimiert werden, wurden Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen durchgefihrt. Es gibt

zwei Methoden, um eine Doppelfarbung durchzufihren, simultan sowie sequenziell. Bei der

simultanen Methode werden die Schnitte am ersten Tag gleichzeitig mit beiden

Prim&rantikorpern inkubiert. Am zweiten Tag werden die entsprechenden Sekundarantikorper

im selben Schritt auf die Schnitte pipettiert. Der Vorteil dieser Methode ist die Zeiteffizienz.
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Bei der sequenziellen Methode werden am ersten Tag die Schnitte mit dem ersten
Prim&rantikorper inkubiert. Am zweiten Tag wird der passende Sekundarantikdrper pipettiert.
Nachdem die Schnitte in PBS gespult werden, werden sie tUber Nacht mit dem zweiten
Primarantikorper inkubiert. Am dritten Tag wird der entsprechende Sekundarantikdrper
pipettiert. Bei dieser Methode ist die Bindung der Sekundarantikorper spezifischer, da jeweils
ein Primarantikorper vorhanden ist, an den der Sekundéarantikdrper binden kann. In diesem
Projekt wurde flr alle Immunfluoreszenz-Farbungen die sequenzielle Methode verwendet.
AuRerdem wurden die Spulschritte in 0,025 % Triton/PBS (0,25 ml Triton in 999,75 ml PBS,
s. Kap. 2.1) durchgefuhrt. Triton ist ein Detergens, welches die Antigene flr die Antikrper
besser zuganglich macht und unspezifische Bindungsstellen blockieren kann. Um die
Zellkerne bei den Immunfluoreszenz-Farbungen darzustellen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff
bisBenzimide H33258 verwendet. Dieser markiert die DNA und fluoresziert unter
ultraviolettem Licht mit blauer Farbe. Es wurde eine Lésung aus 10 mg bisBenzimide H33258
in 1 ml destilliertem Wasser verwendet (bisBenzimide Stock A).

Das Protokoll der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung war am ersten Tag identisch mit dem der
chromogenen Farbung. Am zweiten Tag wurden die Schnitte nach dreimaligem Spulen fur je
5 Minuten in 0,025 % Triton/PBS mit dem ersten Sekundarantikorper fir 1 Stunde bei 26 °C
inkubiert. Stammten die zwei Sekundarantikorper aus unterschiedlichen Wirten, wurden die
Schnitte anschlielend mit dem Serum geblockt, aus dem der zweite Sekund&rantikorper
stammte. Stammten die Sekundarantikbrper aus demselben Tier, wurde kein
Blockierungsschritt durchgefiihrt. Die Schnitte wurden mit dem zweiten Prim&rantikdrper tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am dritten Tag wurden die Schnitte dreimal in 0,025 % Triton/PBS
fur je 5 Minuten gespult und anschlieend bei 26°C fir 1 Stunde mit dem zweiten
Sekundarantikorper inkubiert. Nachdem die Schnitte dreimal in PBS je 5 Minuten gespllt
wurden, wurden sie fur 5 Minuten mit 1:10.000 verdiinnten bisBenzimide Stock A inkubiert.
AbschlieRend wurden sie zweimal fir 5 Minuten in destilliertem Wasser gesplilt und mit Immu-

Mount eingedeckelt.

Um das Fluoreszenzsignal zu verstarken, wurden die Schnitte bei der
Immunfluoreszenzfarbungen gegen STAT3 nach der Inkubation des Prim&rantikdrpers mit
einem passenden biotinylierten Sekundarantikdrper, Anti-Maus-1gG, inkubiert. Anschliel3end
wurden die Schnitte dreimal in 0,025 % Triton/PBS flr je 5 Minuten gespult und fur 1 Stunde
mit 1:100 verdinntem fluoreszierendem Streptavidin inkubiert. Das verwendete Streptavidin
AlexaFluor 488 ist mit einem Fluorochrom markiert und bindet an das Biotin des
Sekundarantikorpers. Die folgenden Schritte wurden wie im erwahnten Immunfluoreszenz-
Protokoll durchgefuhrt. Die Blockierungslosungen der Immunfluoreszenz-Farbungen wurden

gemalR Kap. 2.1 vorbereitet. Stammte der Sekundarantikbrper aus der Ziege, wurde als
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Blockierungslosung 2 % Normales Ziegenserum verwendet, das zusatzlich 0,05 % Tween,
1 % BSA (Bovines Serum Albumin) und 0,1 % CWFS (engl. Cold Water Fish Skin Gelatin)
enthielt (s. Kap. 2.1). Bei Verwendung von Sekundarantikérpern, die aus dem Esel stammten,

wurde 5 % Normales Eselserum benutzt, das zuséatzlich 0,1 % Triton, 1 % BSA und 0,2 %

CWFS enthielt (s. Kap. 2.1). Die enthaltenen Materialien dienten dazu, die untersuchte

Antigene besser zuganglich zu machen.

Versuch | Primér- | Firma Bestellnummer | RRID Wirt Verdin- | HIER
AK nung
Cup Anti-C- | Abcam, UK | ab32072 AB_731658 Hase | 1:100 Tris/
MYC EDTA
Cup, Anti- Abcam, UK | ab119352 AB_10901752 | Maus | 1:800 Citrat
Cup/EAE | STAT3
Anti- Abcam, UK | ab4674 AB_304558 Huhn | 1:2000 | Tris/
GFAP EDTA
od.
Citrat
Anti- Abcam, UK | ab107159 AB_10972670 | Ziege | 1:500 Tris/
IBA1 EDTA
Anti- Millipore, MABNS50 AB_10807410 | Maus | 1:200 Tris/
OLIG2 | Deutschland EDTA
Cup/EAE | Anti- Abcam, UK | ab16669 AB_443425 Hase | 1:300 Citrat
CD3
Zellkultur | Anti- Wako, USA | 019-19741 AB_839504 Hase | 1:500 Kein
IBA1
Tabelle 10: Verwendete Primérantikérper (Primar-AK) mit Verdinnung und Demaskierungsmethode bei

Immunfluoreszenz-Farbungen

Sekundar-AK Firma Bestellnummer | RRID Wirt Verdinnung
Anti-Maus- 19gG, | Vector BA9200 AB 2336171 | Ziege 1:200
biotinyliert Laboratories,USA

Anti-Huhn Invitrogen, USA A11042 AB_ 2534099 | Ziege 1:200
AlexaFluor 594

Anti-Huhn, Invitrogen, USA A11039 AB_2534096 | Ziege 1:200
AlexaFluor 488

Anti-Ziege, Invitrogen, USA A11055 AB_2534102 | Esel 1:200
AlexaFluor 488

Anti-Hase, Invitrogen, USA A21207 AB_141637 Esel 1:200
AlexaFluor 594

Anti-Hase, Invitrogen, USA A11008 AB_143165 Ziege 1:200
AlexaFluor 488

Anti-Maus, Invitrogen, USA A21202 AB_141607 Esel 1:200
AlexaFluor 488

Streptavidin Invitrogen, USA S11223 1:100
AlexaFluor 488

Tabelle 11: Verwendete Sekundéarantikdrper (Sekundéar-AK) mit Verdiinnung bei Immunfluoreszenz-Farbungen.

Die Spezifitdt der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde mittels einer Kreuzkontrolle

Uberprift. Dafir wurde ein Schnitt mit dem Primarantikérper A inkubiert, der zum Beispiel aus

dem Hasen stammte.
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Sekundarantikdrpers A, der unpassende zum Beispiel anti-Maus-Sekundarantikdrper B
pipettiert. Ein anderer Schnitt wurde mit dem Primarantikérper B und dem unpassenden
Sekundarantikdrper A inkubiert. Ging der Antikdrper keine unspezifischen Bindungen ein, war
bei den Kreuzkontrollen kein fluoreszierendes Signal sichtbar. Dadurch konnte die Spezifitat

der Farbung bestéatigt werden.

Kreuzkontrolle

Antigen A \/:primérantikbrperA v Sekundarantikérper A

Antigen B >: Primarantikérper B A Sekundarantikérper B

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Kreuzkontrollen der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung.

Um die Expression von STAT3 auf GFAP-EGFP-positiven Kryoschnitten zu untersuchen,
wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. In diesem Gewebe sind die GFAP-
positiven-Astrozyten grin fluoreszierend. Deshalb wurde bei diesen Schnitten eine
Immunfluoreszenz-Einfachfarbung angewendet. Der Hitzeinduzierte-Demaskierungsschritt
wurde nicht durchgefuihrt, um das EGFP-Fluoreszenzsignal nicht zu schwachen. Der erste
Tag der Einfachfarbung lief identisch mit dem der Doppelfarbung ab. Am zweiten Tag wurden
die Schnitte mit dem Sekundarantikdrper inkubiert. AnschlieRend wurden sie dreimal in PBS
gespult und fir 1 Stunde mit dem fluorochrommarkierten Streptavidin bei 26°C inkubiert.
AbschlieRend wurden sie zweimal in destilliertem Wasser gespilt und mit Immu-Mount

eingedeckelt.

Arbeitsschritte Zeit/ Temperatur

Entparaffinierung

Destilliertes Wasser Kurz Spilen
Demaskierung (Tris/EDTA,; Citrat; Keine) 10 Min
Abkuhlen in Bad mit flieBendem Leitungswasser 15 Min

0,025 % Triton/PBS

3 x 5 Min Spillen

Blockierung

1 Std bei 26°C

Blockierungsldsung abschuitten

1. Primarantikorper

Uber Nacht bei 4°C

0,025 % Triton/PBS

3 x 5 Min Spilen

1. Sekundarantikorper

bei 26°C 1 Std

Blockierung

1 Std bei 26°C

2. Priméarantikdrper

Uber Nacht bei 4°C

0,025 % Triton/PBS

3 x 5 Min Spllen

2. Sekundarantikorper

bei 26°C 1 Std

PBS

3 x5 Min Spulen

Kernfarbung mit bisBenzimide

5 Min

Destilliertes Wasser

5 Min

Immu-Mount-Eindeckelung

Tabelle 12: Farbeprotokoll der Immunfluoreszenz-Farbung
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2.5 Nukleinsaureanalyse

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Proteinexpression von C-MYC, STAT3, VCAM1 und
TNFRSF1A untersucht. Um die Ergebnisse auf mRNA-Ebene zu Uberprifen, wurden
Nukleinsaureanalyse-Methoden angewendet. Dafir musste die mMRNA zunachst aus dem
Gewebe isoliert werden. AnschlieBend wurde diese Uber eine Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben, um dann anhand einer Reverse Transkription - Echtzeit-PCR (engl. Reverse
Transcription Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction, RT-tPCR) die Menge an mRNA im

entsprechenden Gewebe indirekt zu bestimmen.
2.5.1 RNA-Isolation aus dem Kortex und Corpus Callosum

In diesem Versuch wurde die mRNA-Expression in Cuprizone-behandelten Mausen mit der
MRNA-Expression in unbehandelten Mausen verglichen. Es wurden vier Gruppen von je finf
Méausen verglichen. Die erste Gruppe, die Kontrollgruppe (n=5), war unbehandelt. Die
weiteren Gruppen wurden fur eine (1WCup, n =5), drei (3WCup, n = 5) oder funf (5WCup,
n = 5) Wochen mit Cuprizone behandelt. Zun&chst wurde von unserer Forschungsgruppe der
Kortex und das Corpus Callosum dieser Mause isoliert. Dafur wurde die Schale eines
Vibratoms HM650V mit sterilen Dulbecco’s Phosphatgepufferten Salzlésung (engl.
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, DPBS) geflllt. Jeder Maus wurde 1 ml einer
Narkoseldsung injiziert. Nachdem die Maus keine Reflexe mehr gezeigt hat, wurde sie mit
20 ml DPBS transkardial perfundiert. Das Gehirn wurde prépariert und an die Vibratom-Platte
geklebt. Die Platte mit dem Gehirn wurde in die mit DPBS geflllte Schale gelegt. Das Gewebe
wurde in 400 um Schnitten zerlegt. AnschlieBend wurden der Kortex und das Corpus
Callosum préapariert. Das Gewebe wurde mit Peg-Gold homogenisiert und weiter behandelt.
Nach einer zwanzigminitigen Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C sind drei Schichten
entstanden: die oberste, die flissig war und die RNA des Gewebes enthielt; die mittlere, die
die DNA enthielt; und die unterste, die hauptsachlich Proteine enthielt. Die weiteren Versuche

wurden mit der obersten Schicht durchgefihrt.
2.5.2 Quantifizierung der Gesamt-RNA

Ziel dieses Versuchs war es, die Menge an mRNA der Gene C-Myc, Stat3, Vcaml und
Tnfrsfla im untersuchten Gewebe zu quantifizieren. Daflr wurde zunachst die mRNA mittels
einer Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben. Damit die Konzentration an mRNA in
den verschiedenen Geweben verglichen werden konnte, musste bei der Reversen
Transkription bei allen untersuchten Proben dieselbe Menge an mRNA vorhanden sein. Im
nachsten Schritt wurde deshalb die Konzentration an mRNA in den verschiedenen
Gewebeproben mittels des NanoDrop Systems (Thermo Scientific) gemessen. Anhand dieser

Konzentration wurde berechnet, wie viel Volumen von der isolierten mRNA bendtigt wird, um
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eine Endmenge von 1 ug mRNA zu erreichen. AbschlieRend wurde das bendtigte Volumen
an destilliertem Wasser hinzugeftigt, sodass das Endvolumen der mRNA in jedem Eppendorf-
Rohrchen 11 pl war.

2.5.3 Reverse Transkription

Die mit 11pl RNA-Gemisch gefillten Reagenz Volumen/
R . . Probe
Roéhrchen  wurden fir die Reverse 5x First Strand Buffer (Kit) aul
Transkription fur 5 Minuten bei 80 °C im Dithiothreitol 0,1 M (DTT) 2 ul
Thermomixer inkubiert. Als Negativkontrolle dNTP Mix 1.0mM (Nukleotide) Ll
Random Primer 0.1 pl
diente ein mit 11 pl UltraPure Wasser M-MLV reverse Transkriptase 1l

Tabelle 13: Reagenzien fir den ,Mastermix” der

gefilites Rohrchen, das auch fiir 5 Minuten  goyersen Transkription

bei 80°C inkubiert wurde. Die Proben wurden

fur 5 Minuten zum Abkuhlen auf Eis gelagert. Die ,Mastermix“-Losung, die die Reagenzien fiir
die Reverse Transkription enthielt, wurde gemanR Tabelle 13 vorbereitet. In jede RNA-Probe
wurden 8.1 ul ,Mastermix“ hinzugefiigt. Anschliel3end wurden die Proben fir 50 Minuten bei
37 °C in den Thermomixer inkubiert, wo die Reverse Transkription der RNA stattfand. Um die
M-MLV Reverse Transkriptase (engl. Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase) zu inaktivieren und somit die Reaktion zu beendigen, wurden die Proben fir

15 Minuten bei 80 °C im Thermomixer inkubiert.

2.5.4 Kontroll-PCR

Nach der Reversen Transkription wurde eine Reagenzien Volumen
i N . . [ul]/ Probe

Kontroll-PCR durchgefiihrt, um zu tberprifen, UltraPure-Ha0 93
ob in jeder Probe die RNA in cDNA 10X PCR Buffer 1.25
. . MgCl. 0.38
umgeschrieben wurde. Fir die Kontroll-PCR ANTPs 10 M 0.95
wurde der Primer fir das Gen Hypoxanthin- HPRT-Forward Primer 0.25
Phosphoribosyltransferase (Hprt) verwendet. HPRT-Reverse P”.m er 0.25
Taq Polymerase Biotaq 0.08

Dieses Gen st ein Haushaltsgen (engl. Tabelle 14: Reagenzien fiir den ,Mastermix” der
. . Kontroll-PCR

Housekeeping gene). Haushaltsgene sind

Gene, die im Idealfall, eine konstant-robuste Expression unabhangig von der Behandlung des

Gewebes aufweisen. Sie sollen ubiquitar und in gleichen Mengen exprimiert werden.

Die ,Mastermix“-Losung wurde gemalf Tabelle 14 vorbereitet. In jedes PCR-R6hrchen wurden
11.5 pl ,Mastermix” pipettiert. Dazu wurde jeweils 1 pl der cDNA-Proben hinzugefiigt. Als
Negativkontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet. Als Positivkontrolle diente cDNA, die
in vorherigen Experimenten erfolgreich amplifiziert wurde. Nach Zentrifugation der Proben
wurde das PCR-Programm gestartet. Die PCR startete mit einer Temperatur von 95 °C fur 3

Minuten. Diese Temperatur wird in der Hot-start-PCR bengétigt, um die Tag-Polymerase zu
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aktivieren. Anschlie3end fand bei 95 °C die Denaturierung statt, wahrend der die Doppelhelix
aufgespalten wurde. Dadurch entstanden zwei Einzelstrange. Wahrend der
Primerhybridisierung hafteten die Primers an den komplementaren cDNA-Basen an. Die
Temperatur, die dafur bendtigt wurde, war vom verwendeten Primer abhéngig. Wurde ein
Primer zum ersten Mal benutzt, wurde diese Hybridisierungstemperatur (Ta) zunachst
bestimmt (s. Kap. 2.5.5). Im nachsten Schritt wurde bei 72 °C der neue komplementare cDNA-
Strang durch die Tag-Polymerase elongiert. Ein PCR-Zyklus bestand aus den Schritten der
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation. Die PCR durchlief 30 Zyklen. Nach dem
30. Mal wurden die Proben fir 2 Minuten bei 72 °C inkubiert, um sicherzustellen, dass die
gesamte cDNA amplifiziert wurde. Die Proben wurden danach bei 4 °C inkubiert bis sie vom
PCR-Gerat entfernt wurden (Tab. 15). AnschlieRend wurde eine Gelelektrophorese
durchgefuihrt, um zu Uberprifen, ob wahrend der PCR das erwartete cDNA Produkt

amplifiziert wurde.

Schritt Temperatur [°C] Dauer
1.Initialisierung 95 3 Minuten
2.Denaturierung 95 40 Sekunden
PCR-Zyklus x30 3.Primerhybridisierung Ta 40 Sekunden
4.Elongation 72 45 Sekunden
5.Letzte Elongation 72 2 Minuten
6.Kurzzeitige Lagerung 4 Bis 1 Stunde

Tabelle 15: Schritte der Kontroll-PCR
2.5.5 Primer-Etablierung

. . L . R : Volumen [ul] /
Um die optimale Hybridisierungstemperatur fur jeden AL Sralhe
Primer zu bestimmen, musste jeder Primer zunachst | SensiMix 5
. - ) ) UltraPure H,O 2
etabliert werden. Dafiir wurde der Primer in der vom Forward Primer 05
Hersteller angegeben Menge in UltraPure Wasser Reverse Primer 0.5

. . . Tabelle 16: Reagenzien fur den
gelost. Dadurch entstand die 100 uM Stammlésung.  ,Mastermix” der Primer-Etablierung

Diese Losung wurde anschlieBend mit UltraPure

Wasser 1:10 verdiinnt (50 uL Stammldésung + 450 yL UltraPure Wasser). Die ,Mastermix*-
Lésung wurde gemalf3 Tabelle 16 vorbereitet und kurz zentrifugiert. In jedes Eppendorf-Tube
wurden 8 pL ,Mastermix® und 1 pL cDNA pipettiert. Anschlielend wurden die Eppendorf-
Tubes kurz zentrifugiert und in das PCR-Gerat gestellt. Jede Reihe erreichte eine

unterschiedliche Hybridisierungstemperatur (Tab.17). Somit konnte in der anschlieRenden

Reihe | Reihe | Reihe | Reihe | Reihe | Reihe | Reihe | Reihe
3 4 5 6 7 8 9 10
50.0 | 50.5 | 51.7 53.6 55.7 57.9 60.1 62.3 64.4 66.3 67.5 | 68.0

Tabelle 17: Hybridisierungstemperaturen fiir die Primer-Etablierung (angegeben in °C)
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Gelelektrophorese bestimmt werden, welche die passende Hybridisierungstemperatur fir

jeden Primer war.

2.5.6 Reverse Transkription - Echtzeit-PCR (RT-rtPCR)

Die mRNA-Expression der untersuchten Gene wurde Standard | CDNA Gehalt [%)]
mittels RT-rtPCRs quantifiziert. Die Ergebnisse der RT-  |.(St)

rtPCRs wurden anhand eines internen Standards ; 51380
ausgewertet. Dafir wurde ein 100 %-Standard 3 25

hergestellt. Dieser enthielt cDNA von jeder g 615222
Gewebeprobe dieses Versuchs. Dieser 100 %-Standard 6 3.125

wurde anschlie3end sieben Mal 1:1 verdunnt. Das TZbe”e 1'158(:526 Interne

Ergebnis dieser Verdiinnungsreihe waren sieben  Standardverdinnungsreihe

Standards mit abnehmendem cDNA-Gehalt (Tab.18). Diese Standards durchliefen die RT-

rtPCR zusammen mit den untersuchten Proben.

Ziel dieses Versuchs war es, die Genexpression von C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla im
Kortex und im Corpus Callosum zu untersuchen. Fir die Auswertung der RT-
rtPCR - Ergebnisse wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen, auch als delta-delta
Ct-Methode bezeichnet. Dabei wurden die Expressionsergebnisse der untersuchten Gene auf
die Expressionsergebnisse der Haushaltsgene (Hprt und Beta-Actin) bezogen. Die
Normierung wurde durchgefiihrt, um die Unterschiede bei der Ausgangsmenge der mRNA
auszugleichen. Zudem wurde bei der Auswertung der RT-rtPCR - Ergebnisse die mRNA-

Konzentration der behandelten Gruppen mit der mRNA-Konzentration im Corpus Callosum

der Kontrollméuse verglichen.

: Volumen
Reagenzien [W]/ Probe
Fur die RT-tPCR wurden die Proben aufgetaut und die — H
SensiMix 5

.Mastermix“-Lésung gemal Tabelle 19 vorbereitet. In jedes | UltraPure H,O 2
Forward Primer 0.5
Reverse Primer | 0.5

In die Negativkontrolle wurden 2 ul UltraPure Wasser Tabelle 19: Reagenzien fiir den
~.Mastermix” der RT-rtPCR

Well der 96-Well-Platte wurden 8 pl ,Mastermix“ pipettiert.

hinzugefiigt. Von der Standard-Verdunnungsreihe und den

cDNA-Proben wurden jeweils 2 ul in das entsprechende Well pipettiert. Jede Probe wurde
doppelt auf die 96-Well-Platte pipettiert (Tab. 20). In der Auswertung wurde anschliel3end der
Mittelwert der zwei Werte berechnet. Von jeder Maus wurde das Gewebe des Kortex und des
Corpus Callosum untersucht. Es gab funf M&use pro Gruppe. Nach einer kurzen
Zentrifugation der 96-Well-Platte wurde das RT-rtPCR -Programm gemafR der Tab. 21
gestartet. AnschlieRend wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die RT-rtPCR wurde als

aussagekraftig bewertet, wenn folgende Kriterien erfullt wurden:

¢ In den Negativkontrollen war keine Amplifikation zu sehen
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e In der Schmelzkurve trennten sich alle amplifizierte cDNA-Strange bei der gleichen

Temperatur

e In der Gelelektrophorese waren die Banden aller Produkte auf der erwarteten H6he

an Basenpaaren zu sehen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 12 | 12
Ko | Ko | 1W | 1W | BW | BW | Ko | Ko |3W |3W

0, 0,
A 100% | 100% | 4% | 1cox | acx |acx |2ex | 2ex | scc |sce | 3ce | 3ce
5 | o | sos | Ko | Ko | IW [IW [5W [BW [1W |[1W |[3W [3W
2cx |2¢cx |sex | sex [3ex |3ex | 1cc|icc|ace|ace
o | 2506 | 2596 | Ko | Ko | 3W [ 3W [BW [ BW | 1W [1W [3W |3W
3cx |3cx |1cx | 1cx [aex |aex | 2cc | 2cc|s5cc | scc
Ko | Ko | 3W | 3W [ BW | 5W |1W |1W [5W |5W

0, 0]
D 12,5% | 125% | ,ox | 4cx | 2¢x | 2¢x | 5ex | sex | 3cc | 3cc |1ec | 1cc
Ko | Ko | 3W | 3W | Ko | Ko | IW [1W [5W | 5w

0, 0,
B 625% | 6.25% | 5oy |5cx |3cx |3cx |1cc|i1ce|ace |acc |2¢ec | 2¢ce
IW | 1W | 3W | 3W | Ko | Ko | 1W | 1W |5W |5W

0, 0,
F1312% | 312% | 1oy | 1¢cx | 4acx | 4cx | 2cc |2cc |sce |sce [ace | ace
IW | 1W | 3W | 3W | Ko | Ko | 3W | 3W |5W |5W

0] 0]
G| 156% | 1.56% | ;o | 2cx | 5ex | 5ex | 3cc|3cec|1ce|1ce lace |ace
| Neg. | Neg. | 1W | IW [[BW [ BW | Ko | Ko | 3W | 3W |[5W | 5W
Ko Ko | 3Ccx |3cx |2ex|1ex|acc|acc|2cc|2cc|5ee|5sec

Tabelle 20: Schematische Darstellung der RT-rtPCR-96-Well-Platte. Reihen 1-2: Standard-Verdiinnungsreihen und
Negativkontrollen (Neg.Ko). Reihen 3-12: Gewebeproben

Schritt Temperatur [°C] Dauer

1 95 10 Minuten

2 95 15 Sekunden
3 Ta 30 Sekunden
4 72 30 Sekunden
5 95 1 Minute

6 55 30 Sekunden
7 95 1 Minute

Tabelle 21: Schritte der RT-rtPCR. Ta entspricht der Primerhybridisierungstemperatur des jeweiligen Primers.
Die Schritte 2-4 wurden 35 Mal wiederholt.

: Forward Sequenz Reverse Sequenz Ta Anzahl von

Primer
[°C] | Basenpaaren

Beta GTACCACCATGTACCCAGGC AACGCAGCTCAGTAACAGTCC | 60 247
Actin
Hprt GCTGGTGAAAAGGACCTCT CACAGGACTAGAACACCTGC | 62 249
18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 60 187
C-Myc | CGGACACACAACGTCTTGGAA | AGGATGTAGGCGGTGGCTTTT | 53,5 | 143
Stat3 CAATACCATTGACCTGCCGAT GAGCGACTCAAACTGCCCT 53,5 | 109
Vcaml | GCCCACTAAACGCGAAGGT ACTGGGTAAATGTCTGGAGCC | 62,3 | 241
Tnfrsfla | CCGGGAGAAGAGGGATAGCTT | TCGGACAGTCACTCACCAAGT | 60,1 | 113

Tabelle 22: Verwendete Primers mit entsprechenden Basensequenzen, Primerhybridisierungstemperaturen (Ta) und
Anzahl von Basenpaaren

2.5.7 Gelelektrophorese

Um zu Uberprifen, ob in jeder Probe nur ein cDNA-Produkt amplifiziert wurde, wurde nach

jeder RT-rtPCR eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Fir das Gel wurden 4 g Agarose in
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200 ml 1XTAE Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer, Tab.23) gelést und 4 pl Midori Green
hinzugefiigt. Das Gel wurde anschlieRend in die Elektrophorese-Kammer gegossen. Sobald
es fest war, wurden jeweils 5 pl des Easy Ladders in die erste und letzte Elektrophorese-
Tasche pipettiert. Es wurden 2 pl des DNA loading Puffers in jede der untersuchten RT-
rtPCR-Proben hinzugefiigt. Die RT-rtPCR-Proben zusammen mit dem DNA loading Puffer
wurden in die entsprechenden Elektrophorese-Taschen pipettiert (Tab. 24). Die
Elektrophorese lief flir 45 Minuten bei 120 V. AbschlieRend wurde ein Foto vom Gel gemacht,

um die cDNA Proben zu visualisieren.

1x TAE-Puffer vorbereiten
1. EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 0,5 M vorbereiten (37,22 g EDTA Sodium Salt in
destilliertem Wasser l6sen und auf 200 ml auffullen)
2. 242 g Tris Base (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) mit destilliertem Wasser auf
750 ml auffillen
100 ml EDTA 0,5 M hinzufugen
57,1 ml Eisessig hinzufligen
Die Losung mit destilliertem Wasser auf 1 L auffillen
6. Die Losung 1:50 in destilliertem Wasser verdiinnen
Tabelle 23: Herstellung des 1x TAE-Puffers

alr|w

Die Gelelektrophorese wurde mit folgenden Proben durchgefiihrt, um von unterschiedlichen

Gewebeproben das RT-rtPCR Ergebnis zu kontrollieren:

St.7 Ko 1W |3W |5W Ko 1W |3W |5W Neg.Ko

St.1 15626% |1Cx |5Cx |1Cx |5Cx |1CC |5CC |1CC |5CC

100%
Tabelle 24: Schematische Darstellung der Gelelektrophoresetaschen

2.6 Astrozytenkultur

Ziel dieses Versuchs war die Untersuchung der Expression von C-Myc, Stat3, Vcaml und
Tnfrsfla in stimulierten Astrozyten. Die Stimulation der Astrozyten erfolgte durch die
proinflammatorische Molekile Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon y (IFNy) [42]. LPS ist
ein Endotoxin, was eine bakterielle Infektion simuliert und dadurch die Astrozyten stimuliert
[133, 134] . IFNy ist ein Zytokin, das von stimulierten Lymphozyten sezerniert wird und eine
Immunreaktion auslost [135]. Zusatzlich wurde die Aktivitdt und Letalitdt der Zellen mittels
eines CTB-Assays (engl. CellTiter-Blue Cell-Viability-Assay) untersucht.

2.6.1 Herstellung und Behandlung der priméaren Astrozytenkultur mit Interferon-y und

mit Lipopolysaccharid

Die Herstellung der primaren Astrozytenkultur wurde von unserer Forschungsgruppe
durchgefuhrt. Mir wurde die Astrozyten-RNA fir die Nukleinsaureanalyse zur Verfligung
gestellt. Zur Herstellung der Astrozytenkultur wurden die Mausegehirne entnommen und
anschlielend der Kortex isoliert sowie von den Meningen befreit. Das Gewebe wurde

behandelt und auf 75 cm? Zellkulturflaschen mit Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium
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(DMEM, mit Glukose, L-Glutamin, Phenol und Natrium Pyruvat), 1 % Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep) und 10 % Fetales Bovinserum (FBS) ausgesét. Die Zellen wurden anschliel3end
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach mindestens vier Tagen Inkubationszeit und sobald die
Zellen in den T75 Flaschen Subkonfluenz erreicht hatten, wurden sie weiterbehandelt. Um die
Genexpression der aktivierten Astrozyten zu untersuchen, wurden die Zellen in drei Gruppen
aufgeteilt. Die eine Gruppe diente als Kontrolle (Ko) und wurde nur mit Medium, bestehend
aus DMEM, 1 % Pen/Strep und 10 % FBS inkubiert (Tab. 25). Die zweite Gruppe wurde mit
100 ng/ml LPS fir 12 Stunden inkubiert (Tab. 26). Die dritte Gruppe wurde mit 560 U/ml IFN-
y fur 12 Stunden inkubiert (Tab. 27). Fur die Behandlung der Zellen mit IFN-y und LPS wurden
mit Poly-D-Lysin beschichtete 6-Well-Platten verwendet. Nach 24-stiindigem Wachstum in
DMEM, 0 %FBS und 1% PenStrep wurden die Zellen fur 12 Stunden bei 37 °C und 5 % CO:
in den entsprechenden Behandlungsmedien (IFN-y, LPS, Ko) inkubiert.

Die LPS-Verdunnung fur die 6-Well-Platte wurde folgendermallen vorbereitet:

e Stock A Losung (1 mg/ml): 1 mg LPS + 1 ml Medium (DMEM + 1 % FCS)

e Stock B Losung (10 pg/ml): 10 ul Stock A Lésung + 990 ul Medium (DMEM + 1 %
FCS + 1 % PenStrep)

e Stock C Ldésung (100 ng/ml): 20 ul Stock B + 1980 pl im Well enthaltenen Medium
(DMEM + 0 % FCS + 1 % Pen/Strep)

Die IFNy -Verdinnung fur die 6-Well-Platte wurde folgendermaf3en vorbereitet:

e Stock A Losung (561600 U/ml): 144 pg Interferon-y + 1000 pl Medium
(DMEM + 10 % FCS + 1 % PenStrep)

e Stock B Losung (560 Units/ml): 1 ul Stock A Losung + 1999 pl im Well enthaltenen
Medium (DMEM + 0 % FCS + 1 % Pen/Strep)

Schematische Darstellung der Well-Platten:

1 |2 |3 e 2 3 1 2 3
B | Ko | Ko | Ko BILPS |LPS |LPS B | IFN-y | IFN-y | IFN-y
. . Tabe”e 26 6-We|l-P|atte: Tabe”e 27 6_We"_P|atte.
Tabelle 25: 6-Well-Platte: Lipopolysaccharid (LPS)- : :
Kontrolle (Ko) Behandlung Interferon-y (IFNy)-Behandlung

2.6.2 Zellviabilitatsbestimmung mittels des CTB-Assays

Die Zellviabilitat wurde mittels des CellTiter-Blue Cell-Viability-Assays gemessen. Daflir wurde
eine ,Mastermix“-Losung aus 2,5ml CellTiter-Blue-Reagent und 12,5ml Medium
(DMEM + 0 % FBS + 1 % PenStrep) hergestellt. Fir die Messung wurde die mit PDL-
beschichtete 24-Well-Platte verwendet, die Zellsuspensionen aus allen untersuchten Gruppen
(IFN-y, LPS, Kontrolle) enthielt. Das Medium der Zellsuspensionen wurde abgesaugt. Es
wurden 500 pl von der ,Mastermix“-Losung in jedes Well pipettiert. Drei leere Wells wurden

mit 500 ul der ,Mastermix“-Losung geflllt. Nach 1 bis 4 Stunden Inkubation bei 37 °C und
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5 % CO,, wurde die Platte fur 10 Sekunden geschiittelt. Je 100 ml aus jedem Well wurden in

eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Fluoreszenz wurde bei 544/590 nm gemessen. Das
Fluoreszenzsignal entsprach der Zellviabilitat.

Die LPS-Verdunnung fur die 24-Well-Platte wurde folgendermaf3en vorbereitet:

e Stock D Lésung (100 ng/ml): 4,5 ul Stock B Lésung (s. Kap. 2.7.1.) + 395,5 pl im
Well enthaltenen Medium (DMEM + 0 % FCS + 1 % Pen/Strep)

Die IFNy -Verdinnung fur die 24-Well-Platte wurde folgendermafR3en vorbereitet:

e Stock C Losung: 3 pl Stock A Losung (s. Kap. 2.7.1.) + 7,5 pyl Medium (DMEM +
10 % FCS)

o Stock D Losung (224 U/ml): 1 pl Stock C Losung+ 399 ul im Well enthaltenen
Medium (DMEM + 0 % FCS + 1 % Pen/Strep)

1

2 3 4 5
A Ko Ko Ko Ko Ko
B IFN-y IFN-y IFN-y IFN-y IFN-y
C LPS LPS LPS LPS LPS
D

Tabelle 28: Schematische Darstellung der 24-Well-Platte: Bestimmung der Zellviabilitat
2.6.3 Nukleinsareanalyse und Immunhistochemie der Astrozytenkultur

Nach der 12-stindigen Inkubation wurde die RNA isoliert. In den n&achsten Schritten wurde

eine Reverse Transkription, eine Kontroll-PCR und RT-rtPCR durchgefihrt (s. Kap. 2.5.). Zur

Uberpriifung der Reinheit der priméren Astrozytenkulturen

Immunfluoreszenzfarbungen gegen GFAP und IBA1 durchgefuhrt.

wurden

40



2.7 Auswertung

Um die Expression der Proteine anhand

immunhistochemischer  Farbungen zu

untersuchen, wurden bestimmte
Hirnregionen als “Region of Interest* (ROI)
definiert. Diese wurden eingescannt und
ausgewertet. In diesem Projekt wurde als
ROI der immunhistochemischer Farbungen
der Cup- und LPC-Versuche das mediale
Die
chromogen-gefarbten Schnitte wurden mit
E200 (Nikon

Instruments Europe B.V.) eingescannt und

Corpus Callosum (MmCC) definiert.

dem Mikroskop Eclipse

mittels des Programms ViewPoint (Precipoint,

Die

im  Programm

Freising, Deutschland) ausgewertet.
Flache des mCC wurde
eingezeichnet. In der eingezeichneten Flache
wurden die untersuchten Zellen gezahlt.
der
Die
immunfluoreszenz-gefarbten Schnitte wurden
Konfokalmikroskops (DSU-
BX51WI) und einer

monochromen Kamera (Hamamatsu; C9100-

AnschlieBend wurde der Quotient

Zellanzahl zur Flache berechnet.

mittels eines

Mikroskop, Olympus;

Mediales Corpus
Callosum

Abbildung 7: Darstellung vom Kortex und vom

medialen  Corpus Callosum an einem
Hamatoxylin&Eosin (H&E)-gefarbten
Gehirnschnitt auf Hohe des rostralen

Hippocampus, Region 265 [1]

25pm

Abbildung 8: Darstellung der Auswertung von
perivaskuléaren Lasionen. Ma3stab 25 um

02) eingescannt und mittels des Programms Stereo Investigator (MBF Biosience, Williston,

USA) ausgewertet. Dabei wurde die Flache gemessen und die untersuchten Zellen in dieser

Region gezahlt.

Beim Cup/EAE-Modell sind die Pathologien in perivaskularen Lasionen sichtbar. Diese

Lasionen sind im Gehirn verteilt. Zur Auswertung dieser Lasionen wurden Fotos von diesen

Regionen mit einem LED Mikroskop (Eclipse 50i; Nikon Instruments Europe B.V.) und einer

Kamera (Digital sight DS-2Mv; Nikon Instruments Europe B.V.) angefertigt und anschlie3end

mit dem Programm ImageJ (Version 1.52a, National Institute of Health, USA), wie in der

Abbildung 8 dargestellt, ausgewertet. Daftir wurden vier konzentrische Kreise mit einem

Abstand von 25 pum zueinander um die GefalRe eingezeichnet. In den Flachen dieser

konzentrischen Kreise wurden die untersuchten Zellen gezabhilt.
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Repréasentative Bilder der chromogenen Farbungen wurden mittels eines LED Mikroskops
(Eclipse 50i; Nikon Instruments Europe B.V.) und einer Kamera (Digital sight DS-2Mv; Nikon
Instruments Europe B.V.) aufgenommen. Représentative Fotos der
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mittels eines Konfokalmikroskops (DSU-Mikroskop,
Olympus; BX51WI) und einer monochromen Kamera (Hamamatsu; C9100-02) gemacht.

Bei der RT-rtPCR wurde mittels RT-gPCR (TOptical Gradient Thermocycler, Biometra
Analytik Jena, Deutschland) das Fluoreszenzsignal der Proben und internen Standards
gemessen. Der Ct-Wert einer Probe entspricht der Anzahl der Zyklen, die die RT-rtPCR
durchlaufen muss, bis das Fluoreszenzsignal der Probe das Fluoreszenzsignal des
Hintergrunds Uberschreitet. Dementsprechend ist der Ct-Wert umgekehrt proportional zur
Nukleinsduremenge in der untersuchten Probe. Durch Messung der Ct-Werte der internen
Standards wurde eine Standardkurve gebildet. Anhand dieser konnten die relativen
Konzentrationen der untersuchten Proben im Verhdltnis zu den internen Standards berechnet

werden.

Absolute Quantification: [N

Gene of interest (GOI) Group Threshold:
SybrGreen ) Include pass. reference Gruppe 1 v| |78 ]

100

mmmm) | Fluoreszenzsignal

drn
a

o ) | Ct-Wert

GOI-SybrGreen | Mean Ct | Mean conc

s

SybrGreen =
22,5+ 0,95224

& 204 lope 34
S
17,5 faet 22,71
T

CR Efficiency |0,57

0s i 15 2 —— Standardkurve

Table |Standard curve

Abbildung 9: Darstellung der Auswertung einer RT-rtPCR

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Prism 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Alle Daten wurden auf Normalverteilung getestet und als
Mittelwert + Standartfehler (engl. SEM, Standard Error of the Mean) angegeben. Die
Unterschiede zwischen mehr als zwei normalverteilten Gruppen wurden mit Hilfe des One-
way-ANOVA-Tests und anschlieBend Dunn’s Post-hoc-Tests ausgewertet. Bei den

Versuchen, in denen zwei nicht normalverteilte Gruppen untersucht wurden, wurde der nicht
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parametrische Mann-Whitney-Test angewendet. p-Werte von < 0,5 wurden als statistisch

signifikant definiert. Die Auswertungen wurden verblindet durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Erhohte Expression von C-MYC, STAT3, VCAM und TNFRSF1A im
Cuprizone-Modell

Frische MS-L&sionen sind durch eine Demyelinisierung mit Oligodendrozytenverlust und
Gliazellaktivierung ohne periphere Immunzellrekrutierung gekennzeichnet [30]. Um diese
Pathologien widerzuspiegeln, wurde in diesem Projekt das Cuprizone-Modell verwendet, das
eine reproduzierbare De- und Remyelinisierung verursacht. Histopathologische Merkmale
einer Cuprizone-Intoxikation sind eine Oligodendrozytenapoptose begleitet von
Gliazellaktivierung und axonalen Schaden [79, 128]. Das Immunsystem ist an diesem reinen
zytodegenerativen Modell nicht beteiligt. Der Verlust der Myelinscheiden um die Axone sowie
die Gliazellaktivierung lassen sich im Cuprizone-Model im Bereich des Corpus Callosum gut
darstellen [136]. Fur die Auswertung der Versuche wurde dementsprechend als ,Region of
Interest’ (ROI) das mediale Corpus Callosum definiert. In dieser ZNS-Region wurde mittels
chromogener Farbungen die Expression der immunrelevanten Proteine C-MYC, STATS3,
VCAML1 und TNFRSF1A im Cuprizone-Modell untersucht. Es wurde beurteilt, wie sich die
Expression dieser Proteine im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation nach ein-, drei- und finf-

wochiger Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe veréndert.
3.1.1 Induktion der C-MYC-Expression nach Cuprizone-Intoxikation

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen untersucht,
wie sich die Expression des Transkriptionsfaktors C-MYC nach einer Cuprizone-Intoxikation
verandert. In den Kontrollmausen wurde bei der immunhistochemischen Farbung gegen C-
MYC eine geringe Anzahl C-MYC-positiver Zellen beobachtet (Abb. 10a). Das zellulare
Farbemuster war schwach und perinuklear in den Zellen im medialen Corpus Callosum
angeordnet (Abb. 10b). Nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation (1-Woche-Cup-Mause) war
eine geringe Zunahme der Anzahl C-MYC-positiver Zellen im medialen Corpus Callosum
erkennbar. Die Anzahl C-MYC-positiver Zellen nahm nach 3 (Abb. 10e) und 5 Wochen (Abb.
109g) Cuprizone-Behandlung stark zu. Das Farbemuster der C-MYC-positiven Zellen in den 3-
und 5-Wochen Cup-Mausen war nukleér. Wie in den Vergrol3erungen (Abb. 10f und Abb. 10h)
zu sehen ist, waren die C-MYC-positiven Zellen eindeutig von den negativen Zellen
unterscheidbar. Die C-MYC-negativen Zellen wurden durch die nukleare H&matoxylin-

Gegenfarbung dargestellt.

Die C-MYC-positiven Zellen wurden im medialen Corpus Callosum quantifiziert (Abb. 11). Die
Anzahl dieser Zellen wurde im Verhéltnis zur Flache des medialen Corpus Callosum
berechnet. Die Anzahl C-MYC-positiver Zellen in den Behandlungsgruppen wurde mit der

Anzahl C-MYC-positiver Zellen in den Kontrollm&usen verglichen. Es wurden nur die Zellen
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gezahlt, die ein eindeutiges nukleédres Farbemuster hatten. Bei den 1-Woche-Cup-Mausen
war eine geringe Zunahme der Anzahl C-MYC-positiver Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten (Kontrolle: n =5; 10,75 +9,13; 1-Woche-Cup: n =5; 20,85
+ 8,40 (Anzahl von Mausen pro Gruppe; Mittelwert [Zellen/mm?] + Standardfehler; engl.
SEM)). Eine starke Zunahme der Zellzahl wurde nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation
festgestellt. (3-Wochen-Cup: n=4; 732,7 +111,8). Auch nach 5 Wochen Cuprizone-
Intoxikation war ein starker Anstieg der Anzahl C-MYC-positiver Zellen zu erkennen, der aber
niedriger als bei den 3-Wochen-Cup-Méausen ausfiel (5-Wochen-Cup: n =5; 628,2 + 117,5).

Im Kortex waren keine C-MYC-positiven Zellen zu sehen. Es wurde auch nach 3 und 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation keine Zunahme der C-MYC-Expression im Kortex beobachtet
(Abb. 12).

Um zu untersuchen, ob das Farbemuster spezifisch fur C-MYC-positive Zellen war, wurden
die anti-C-MYC-Schnitte mit einer Negativkontrolle verglichen. Die Negativkontrolle wurde mit
Ziegenserum anstatt mit anti-C-MYC-Antikorper inkubiert. Wie in Abbildung 13a dargestellt,
war bei der Negativkontrolle nur die Hamatoxylin-Gegenféarbung zu sehen. Es waren keine C-
MYC-positive Zellen lokalisierbar. Im Gegensatz dazu war bei den anti-C-MYC-gefarbten
Schnitten (Abb. 13b) eine hohe Anzahl C-MYC-positiver Zellen zu sehen.

Zusammenfassend konnten wir anhand dieses Versuchs zeigen, dass eine Cuprizone-
Intoxikation eine Expressionsinduktion des Transkriptionsfaktors C-MYC im medialen Corpus

Callosum, aber nicht im Kortex verursacht.
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Abbildung 10: Repréasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC. Die
Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Induktion der C-MYC-Expression im Corpus Callosum. Die in
den Rechtecken markierten Bereiche werden in einer hdheren VergrofRerung in b, d, f, h dargestellt. (a) zeigt
die C-MYC-Expression im medialen Corpus Callosum (mCC) einer Kontrollmaus (Ko). (b) zeigt eine héhere
VergrofRerung des mCC. Es sind keine C-MYC-positiven Zellen zu sehen. Der Pfeil zeigt eine Zelle mit
schwachem perinukleéren Farbemuster. (c) zeigt die C-MYC-Expression im mCC einer 1 Woche-Cup-Maus
(AW Cup). Es sind wenige C-MYC-positive Zellen im mCC erkennbar (dargestellt in der héheren
VergrofRerung in d). Nach 3 (e) und 5 (g) Wochen Cuprizone-Intoxikation ist eine Zunahme der Anzahl C-
MY C-positiver Zellen im mCC zu sehen. Die entsprechenden héheren VergréRerungen (f, h) zeigen C-MYC-
positive Zellen mit einem nukleéren Farbemuster. Maf3stab 100 pm (a, c, e, g), Maf3stab 50 um (b, d, f, h).
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c-MYC

Abbildung 11: Quantifizierung der C-
MYC-positiven Zellen im medialen
T Corpus Callosum von Kontroll- (n =5), 1-
Woche- (n =5), 3-Wochen- (n =4) und 5-
Wochen- (n =5) Cuprizone-Mausen. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden statistisch mit Hilfe des One-way-
ANOVA-Tests und Dunn’s Post-hoc-Tests

N ausgewertet; *p < 0,5; **p < 0.01 und ***p <
R Q R
€ .‘\"’6 .‘\c’o ,l\"") 0,001.
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Abbildung 12: Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC im Kortex
einer Kontrollmaus (a), einer 1-Woche- (b), einer 3-Wochen- (c) und einer 5-Wochen- (d) Cuprizone-
Maus. In keiner der Gruppen ist eine Zunahme C-MYC-positiver Zellen nach einer Cuprizone-Intoxikation zu
sehen. MaR3stab 50 pm (a—d).

a. : C-MYC-Neg.Ko.

swcup —_—

Abbildung 13: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC im medialen
Corpus Callosum (mCC). (a) zeigt die Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC
bei einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Im Gegensatz zum anti-C-MYC-geféarbten Schnitt (b) sind in der
Negativkontrolle keine positiven Zellen zu sehen. MaRRstab 100 um (a, b).
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3.1.2 Induktion der STAT3-Expression nach Cuprizone-Intoxikation

AnschlieRend wurde untersucht, ob die Expression des Transkriptionsfaktors STAT3 nach
einer Cuprizone-Intoxikation induziert wird. Bei der immunhistochemischen Farbung gegen
STAT3 war das Ergebnis analog zum Ergebnis der anti-C-MYC-immunhistochemischen
Farbung. Bei den Kontroll- (Abb. 14a) und den 1-Woche-Cup-Mausen (Abb. 14c) war eine
geringe Anzahl STAT3-positiver Zellen zu beobachten. Wie in Abbildung 14b dargestellt,
hatten einige Zellen des Corpus Callosum ein perinukledres Farbemuster. Die Zellen waren
klein und die Zelldichte im medialen Corpus Callosum war gering. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigte sich nach 3 Wochen Cuprizone-Behandlung eine starke Zunahme der
Anzahl STAT3-positiver Zellen im medialen Corpus Callosum, was in Abbildung 14e
dargestellt ist. In den 3- und 5-Wochen-Cup-Mausen waren neben dem Nukleus auch die
Zellfortsatze der STAT3-positiven Zellen braun angefarbt. Die Morphologie der STAT3-
positiven Zellen &hnelte der von Gliazellen (Abb.14f/h). Auch nach 5 Wochen Cuprizone-
Intoxikation war die Zunahme der Zellzahl deutlich zu beobachten (Abb. 14g). Des Weiteren
war eine diffuse Zunahme der Hintergrundfarbung besonders im Corpus Callosum erkennbar.
Die STAT3-positiven Zellen wurden im medialen Corpus Callosum quantifiziert. Die
Expression von STAT3in den 1-, 3- und 5-Wochen-Cup-Mausegruppen wurde mit der STAT3-
Expression in den Kontrollimausen verglichen. Nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation war eine
leichte Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen zu beobachten (Kontrolle: n =5, 8,87
+ 7,49, 1-Woche-Cup: n=5; 25,37 + 8,09). Wie in Abbildung 15 dargestellt, war nach 3
Wochen die Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen im medialen Corpus Callosum am
starksten (3-Wochen-Cup: n=4; 959,9 +149,5). Nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation nahm
die Zellzahl im Vergleich zur 3-Wochen-Cup-Gruppe ab. Sie war aber immer noch signifikant
hoher als die Anzahl STAT3-positiver Zellen in der Kontrollgruppe (5-Wochen-Cup: n =5;
555,0 + 39,38).

Im Kortex war nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation (Abb. 16b) keine Veranderung der
Zellzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe erkennbar. Erst nach 3 Wochen Cuprizone-
Intoxikation (Abb. 16c) kam es zu einer Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen. Auch

bei den 5-Wochen-Cup-Mausen waren im Kortex STAT3-positive Zellen zu sehen (Abb. 16d).

Um zu untersuchen, ob das braune Farbemuster der immunhistochemischen Farbung
spezifisch fur STAT3 war, wurde eine Negativkontrolle angefertigt, bei der der anti-STAT3-
Antikorper durch Ziegenserum ersetzt wurde. Wie in der Abbildung 17a dargestellt, waren bei

der Negativkontrolle keine STAT-3-positive Zellen zu sehen. Beim anti-STAT3-gefarbten
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Schnitt war eine hohe Anzahl STAT3-positiver Zellen zu sehen (Abb. 17b). Somit war die anti-
STAT3-Farbung spezifisch.

Zusammenfassend konnten wir in diesem Versuch zeigen, dass eine Cuprizone-induzierte
Demyelinisierung von einer Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen vor allem im
medialen Corpus Callosum, aber teilweise auch im Kortex begleitet wird.
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Abbildung 14: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3. Die
Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Induktion der STAT3-Expression im Corpus Callosum. Die in
den Rechtecken markierten Bereiche werden in einer héheren VergréRerung in b, d, f, h dargestellt. (a) zeigt
die STAT3-Expression im medialen Corpus Callosum (mCC) einer Kontrollmaus (Ko). (b) zeigt eine hohere
VergroRerung des mCC. Es sind keine STAT3-positiven Zellen zu sehen. Der Pfeil zeigt eine Zelle mit
schwachem perinukledren Farbemuster. (c) zeigt die STAT3-Expression im mCC einer 1 Woche-Cup-Maus
(I1W Cup). Es sind fast keine STAT3-positiven Zellen im mCC zu sehen (dargestellt in der héheren
VergréRerung in d). Nach 3 (e) und 5 (g) Wochen Cuprizone-Intoxikation ist eine starke Zunahme der Anzahl
STAT3-positiver Zellen im mCC erkennbar. In den STAT3-positiven Zellen (dargestellt in den hdheren
VergréRerungen f, h) ist das Farbemuster sowohl nukleér als auch zytoplasmatisch. MaR3stab 100 um (a, c,
e, g), MaRstab 50 um (b, d, f, h).
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Abbildung 16: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3 im Kortex
einer Kontrollmaus (a), einer 1-Woche- (b), einer 3-Wochen- (c) und einer 5-Wochen- (d) Cup-Maus.
Eine Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen nach 3- (c) und 5-
(d) wochiger Behandlung. Maf3stab 50 um (a—d).

a. STAT3-Neg.Ko. | b. * | ® STAT3-Pos.Ko.

SW Cup

3Wt@p
Abbildung 17: Repréasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3 im medialen
Corpus Callosum (mCC). (a) zeigt die Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3

bei einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Im Gegensatz zum anti-STAT3-gefarbten Schnitt (b) sind in der
Negativkontrolle keine positiven Zellen zu sehen. Maf3stab 100 pum (a, b).
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3.1.3 Induktion der VCAM1-Expression nach Cuprizone-Intoxikation

Als Néachstes wurde die Expression des Adhasionsmolekuls VCAM1 nach einer Cuprizone-
Intoxikation untersucht. Bei der immunhistochemischen Farbung gegen VCAM1 war bei
Kontroll- und 1-Woche-Cup-Méausen eine geringe Anzahl VCAM1-positiver Zellen zu
beobachten (Abb. 18a/c). Nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation war eine Zunahme der
Anzahl VCAM1-positiver Zellen erkennbar (Abb. 18e). Bei den 5-Wochen-Cup-Mausen kam
es zu einem weiteren Anstieg der Zellzahl (Abb. 18g). Die VCAM1-positiven Zellen im Corpus
Callosum hatten ein diffuses zytoplasmatisches Farbemuster. Der Nukleus der positiven

Zellen war relativ grof3 und heller im Vergleich zu den restlichen Zellen (Abb. 18h).

Die VCAM1-positiven Zellen wurden im medialen Corpus Callosum quantifiziert (Abb. 19). Bei
den Kontrollmausen waren kaum VCAM1-positive Zellen im medialen Corpus Callosum zu
sehen (Kontrolle: n =5; 31,12 + 6,59). Nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation war noch kein
signifikanter Unterschied in der Zellzahl zu sehen (1-Woche-Cup: n=5; 28,76 + 11,66). Erst
nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation nahm die Anzahl VCAM1-positiver Zellen deutlich zu
(3-Wochen-Cup: n=4; 204,3 *46,32). Die Zellzahl nahm nach weiteren 2 Wochen
Cuprizone-Behandlung noch stérker zu (5-Wochen-Cup: n = 5; 670,2 + 93,04).

Im Gegensatz zu den anderen zwei Farbungen gegen C-MYC und STAT3 waren bei dieser
Farbung VCAM1-positive Zellen im Kortex aller untersuchten Gruppen sichtbar (Abb. 20).
Diese Zellen hatten jedoch ein schwéacheres Farbemuster als die VCAM1-positiven Zellen im

Corpus Callosum.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die immunhistochemische anti-VCAM1-Farbung
spezifisch fur VCAM1-positive Zellen war. In Abbildung 2l1a ist eine Negativkontrolle
dargestellt, bei der der anti-VCAM1-Antikorper mit Ziegenserum ersetzt wurde. Im Gegensatz
zum anti-VCAM1-gefarbten Schnitt (Abb. 21b) wurden keine positiven Zellen in der
Negativkontrolle beobachtet. Daraus lasst sich schlieBen, dass das braune Farbemuster

spezifisch fir VCAM1-positive Zellen war.

Da das Farbemuster der VCAM1-positiven Zellen schwach und nicht eindeutig zellular
abgrenzbar war, wurde das Ergebnis mit einem zweiten Antikbrper gegen VCAM1 (VCAM1")
Uberprift. Dafir wurden Schnitte von Kontroll- (Abb. 22a) und 5-Wochen-Cup-Mausen (Abb.
22b) untersucht. Das Ergebnis war @hnlich dem der ersten Farbung gegen VCAM1. Im Corpus
Callosum zeigte sich nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation eine starke Zunahme der Anzahl
VCAMZ1 -positiver Zellen (Abb. 22b") im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 22a"). Im Kortex
war sowohl in der Kontrollgruppe als auch bei den 5-Wochen-Cuprizone-Mausen ein leichtes

nukleares Farbemuster der VCAM1 -positiven Zellen zu erkennen (Abb. 22c/d).
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Zusammenfassend konnten wir in diesem Versuch zeigen, dass Cuprizone die Expression

von VCAM1 im medialen Corpus Callosum induziert.
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Abbildung 18: Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen VCAM1. Die
Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Induktion der VCAM1-Expression im Corpus Callosum. Die in
den Rechtecken markierten Bereiche werden in einer hdheren VergrofRerung in b, d, f, h dargestellt. (a) zeigt
die VCAM1-Expression im medialen Corpus Callosum (mCC) einer Kontrollmaus. (b) zeigt eine hdhere
VergréRRerung des mCC. Es sind keine VCAM1-positiven Zellen zu sehen. (c) zeigt die VCAM1-Expression
im mCC einer 1 Woche-Cup-Maus (1W Cup). Es sind keine VCAM1-positive Zellen sichtbar (dargestellt in
einer héheren VergréRRerung in d). Nach 3 Wochen (e) Cuprizone-Intoxikation ist eine leichte Zunahme der
Anzahl VCAM1-positiver Zellen im mCC erkennbar. Eine starke Zunahme der Zellzahl ist nach 5 Wochen
(9) Cuprizone-Intoxikation zu sehen. Wie auch in der htheren Vergrof3erung (h) sichtbar, haben die VCAM1-
positiven Zellen ein zytoplasmatisches Farbemuster. Der Nukleus der VCAM1-positiven Zellen ist heller und
groRer als der in den VCAM1-negativen Zellen. Maf3stab 100 um (a, c, e, g), Mal3stab 50 um (b, d, f, h).
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Abbildung 20: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen VCAM1 im Kortex

einer Kontrollmaus (a), einer 1-Woche- (b), einer

3-Wochen- (c) und einer 5-Wochen- (d) Cuprizone-

Maus. In allen Gruppen ist nur ein schwaches zytoplasmatisches Farbemuster sichtbar. Mafl3stab 50 pm (a—

d).

VCAM1-Neg.Ko.

S5W Cup

VCAM1-Pos.Ko.

5W Cup

Abbildung 21: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen VCAM1 im medialen
Corpus Callosum (mCC). (a) zeigt die Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung gegen VCAM1
bei einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Im Gegensatz zum anti-VCAM1-gefarbten Schnitt (b) sind in der
Negativkontrolle keine positiven Zellen zu sehen. MaR3stab 100 um (a, b).
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Abbildung 22: Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen VCAML1'. Die
Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Induktion der VCAM1 -Expression im Corpus Callosum. Die
in den Rechtecken markierten Bereiche werden in einer héheren VergréRerung in a’, b” dargestellt. (a) zeigt
die VCAML1 -Expression im medialen Corpus Callosum (mCC) einer Kontrolimaus (Ko). (a") zeigt eine hthere
VergréRerung des mCC. Es sind wenige VCAM1 -positive Zellen zu sehen. (b) zeigt die VCAM1 -Expression
im mCC einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Es ist eine starke Zunahme der Anzahl VCAM1 -positiver
Zellen erkennbar. Die VCAM1 -positiven Zellen haben ein zytoplasmatisches Farbemuster, dargestellt in
einer hoheren VergrofRerung in (b”). Im Kortex ist keine Veranderung der Zellzahl zwischen einer Kontroll-
(c) und einer 5-Wochen-Cup-Maus (d) sichtbar. Die Zellen haben ein schwaches nukleares Farbemuster.
Maf3stab 100 um (a, b), Maf3stab 50 um (a’, b’, c, d).
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3.1.4 Induktion der TNFRSF1A-Expression nach Cuprizone-Intoxikation

AbschlieRend wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen untersucht, ob die
Expression des Rezeptors TNFRSF1A nach einer Cuprizone-Intoxikation induziert wird. Bei
der immunhistochemischen Farbung gegen TNFRSF1A waren im Corpus Callosum der
Kontrollméuse wenige TNFRSF1A-positive-Zellen zu sehen (Abb. 23a). Die TNFRSF1A-
positiven Zellen hatten ein perinukleares Farbemuster (Abb. 23a’). Im Gegensatz dazu war
nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation eine starke Zunahme der Anzahl TNFRSF1A-positiver
Zellen zu sehen (Abb. 23b). Die Zellen in den 5-Wochen-Cup-Mausen hatten ein
zytoplasmatisches Farbemuster (Abb. 23b").

Im Corpus Callosum war kein zellulares Farbemuster der TNFRSF1A-positiven Zellen
eindeutig abgrenzbar, was eine Quantifizierung dieser Zellen erschwerte. Stattdessen war nur
eine diffuse Zunahme der Immunreaktivitdit gegen TNFRSF1A zu sehen. Deshalb wurde die

Anzahl der Zellen nicht quantifiziert.

Im Kortex der Kontrollmduse konnte eine Vielzahl von TNFRSF1A-positiven Zellen
beobachtet werden (Abb. 23c). Ihre Zellfortsatze waren braun angeféarbt. Die Morphologie der
TNFRSF1A-positiven Zellen dhnelte im Kortex der Kontrollméuse der Morphologie von
Neuronen. Nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation waren keine TNFRSF1A-positiven Zellen
im Kortex zu sehen (Abb. 23d).

Um die Spezifitat der immunhistochemischen Farbung gegen TNFRSF1A zu untersuchen,
wurde eine Negativkontrolle angefertigt. Bei dieser wurde der anti-TNFRSF1A-Antikorper
durch Ziegenserum ersetzt. Wie in Abbildung 24 dargestellt, waren in der Negativkontrolle
(Abb. 24a) keine positiven Zellen zu sehen. Im Gegensatz dazu war die Anzahl TNFRSF1A-
positiver Zellen beim anti-TNFRSF1A-gefarbten Schnitt hoch (Abb. 24b).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Cuprizone-Intoxikation eine Induktion der
Expression des Rezeptors TNFRSF1A im Corpus Callosum verursacht. Obwohl die
Zellanzahl nicht quantifiziert wurde, war die Zunahme der Immunreaktivitat gegen TNFRSF1A

nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation eindeutig.
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Abbildung 23: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen TNFRSF1A. Die
Cuprizone-Intoxikation verursacht eine Induktion der TNFRSF1A-Expression im Corpus Callosum.
Die in den Rechtecken markierten Bereiche werden in einer h6heren VergréRerung in a’, b” dargestellt. (a)
zeigt die TNFRSF1A-Expression im medialen Corpus Callosum (mCC) einer Kontrollmaus (Ko). (a") zeigt
eine hohere VergroRRerung des mCC. Es sind wenige TNFRSF1A -positive Zellen zu sehen. (b) zeigt die
TNFRSF1A-Expression im mCC einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Es ist eine starke Zunahme der
Anzahl TNFRSF1A-positiver Zellen erkennbar. Diese haben ein zytoplasmatisches Farbemuster, dargestellt
in einer hoheren VergroRRerung in (b”). Der Nukleus ist nicht angefarbt. Im Kortex sind TNFRSF1A-positive
Zellen im mCC einer Kontrollmaus sichtbar. (c). Nach 5 Wochen Cuprizone-Intoxikation sind keine

o et I

Abbildung 24: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen TNFRSF1A im
medialen Corpus Callosum (mCC). (a) zeigt die Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung
gegen TNFRSF1A bei einer 5 Wochen-Cup-Maus (5W Cup). Im Gegensatz zum anti-TNFRSF1A-gefarbten
Schnitt (b) sind in der Negativkontrolle keine positiven Zellen zu sehen. Ma3stab 100 um (a, b).

58



3.2 Erh6hte mRNA-Expression von C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla im
Cuprizone-Modell

Anhand der immunhistochemischen Farbungen wurde die Expression der immunrelevanten
Proteine C-MYC, STAT3, VCAM1 und TNFRSF1A in einem nichtautoimmunen
Demyelinisierungsmodell dargestellt. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben wurde, wird die
Cuprizone-induzierte Demyelinisierung von einer erhdhten Expression dieser Proteine
begleitet. Im nachsten Schritt wurde dieses Ergebnis auf der mRNA-Ebene Uberpruft. Dafir
wurden Reverse Transkription - Echtzeit-Polymerasekettenreaktionen (engl. Reverse
Transcription Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-rtPCR) fur die vier untersuchten
Gene, C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla, durchgefuhrt. Fir die Auswertung der
Expressionsergebnisse wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen. Dabei wurden die
Expressionsergebnisse der untersuchten Gene (C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla) auf die
Expressionsergebnisse der Haushaltsgene (Hprt und Beta-Actin) bezogen. Die mRNA-
Expression von C-Myc, Stat3, Vcam1 und Tnfrsfla bei den 1-, 3- und 5- Wochen-Cup-Mausen
wurde mit der mRNA-Expression dieser Gene in den Kontrollmdusen verglichen. Die
Expression der mRNA dieser Gene wurde sowohl im Kortex als auch im Corpus Callosum
untersucht. Referenzwert fir die Quantifizierung war der Mittelwert der mMRNA-
Konzentrationen des Corpus Callosum der Kontrollmause. Fur jede Gruppe wurde das

Gewebe von fiinf Mausen untersucht (n = 5).

Zunachst wurden die Primer fir die untersuchten Gene etabliert, um die passende
Hybridisierungstemperatur zu bestimmen. Anhand einer PCR und einer anschlieRenden
Gelelektrophorese (Abb. 25) konnten folgende optimale Hybridisierungstemperaturen
bestimmt werden (Tab.29):

1-8: Vcaml 9-16: Tnfrsfla _

10 n 12 13 14 15 16 C_Myc 53’5
- .-
Stat3 53,5
Vcaml 62,3
Tnfrsfla 60,1
Tabelle 29: Primer-
Hybridisierungstemperaturen
17-24: C-Myc 25-32: Stat3 (Ta) der untersuchten Gene.

17 18 19 2 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30 3 32

Abbildung 25: Gel-Elektrophorese der Primer-Etablierung.
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Zu Beginn wurden die RT-rtPCRs fur die Haushaltsgene Hprt und Beta-Actin durchgefihrt.
Die mRNA-Konzentrationen der untersuchten Gene wurden im Verhaltnis zum Mittelwert der

Haushaltsgene-mRNA berechnet (Tab.30).

a. Hprt b Beta Actin C. Mittelwert (Hprt, BetaActin)
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Abbildung 26: mRNA-Quantifizierung der Haushaltsgene Hprt und Beta-Actin im Kortex (Cx) und im
Corpus Callosum (CC) von Kontroll- (Ko), 1-Woche- (1W Cup), 3-Wochen- (3W Cup) und 5-Wochen-
(5W Cup) Cup-Mausen. (a) zeigt die mRNA-Quantifizierung von Hprt. (b) zeigt die mRNA-Quantifizierung
von Beta-Actin. (c) zeigt den Mittelwert der mRNA-Quantifizierungen von Hprt und Beta-Actin.

Gen Region | Kontrolle 1-Woche-Cup | 3-Wochen-Cup | 5-Wochen-Cup
Hprt Cx 12,50+1,06 | 12,82+1,16 13,37+ 1,60 12,07+ 1,10

CC 9,90+ 2,02 14,14+ 0,61 12,75+ 0,92 6,17+ 0,73
Beta-Actin | Cx 8,72+ 0,55 10,51+ 0,63 9,52+ 1,10 8,16+ 0,25

CC 8,24+ 1,02 11,68+ 1,02 13,25+ 1,25 11,90+ 1,29
Mittelwert Cx 10,61+ 0,61 11,66+ 0,71 11,44+ 1,16 10,12+ 0,51

CC 9,07+ 1,21 12,91+ 0,80 13,00+ 0,31 9.03+ 0,84

Tabelle 30: mRNA-Konzentration der Haushaltsgene im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von
Kontroll-, 1-Woche-, 3-Wochen- und 5-Wochen-Cup-Mausen.

3.2.1 Induktion der C-Myc-mRNA-Expression im Cuprizone-Modell

AnschlieBend wurde mittels einer RT-rtPCR die C-Myc-Expression nach Cuprizone-
Intoxikation untersucht. Es wurde beobachtet, dass es nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation
(1-Woche-Cup) zu einer Zunahme der C-Myc-mRNA-Konzentration sowohl im Kortex (Cx) als
auch im Corpus Callosum (CC) kommt (Abb. 27). Diese Induktion war in beiden
Gehirnregionen signifikant. Nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation (3-Wochen-Cup) nahm die
C-Myc-mRNA-Konzentration im  Vergleich in  beiden

zur  1-Woche-Cup-Gruppe

Gehirnregionen ab. Sie war aber immer noch hoher als in der Kontrollgruppe (Ko). Nach 5

C-Myc
1500+ . . .

Abbildung 27: C-Myc-mRNA-Quantifizierung im
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Wochen Cuprizone-Intoxikation (5-Wochen-Cup) nahm die mRNA-Konzentration von C-Myc

im Corpus Callosum und im Kortex weiter ab, blieb jedoch héher als in der Kontrollgruppe.

Kortex Kontrolle 58,49+ 7,458
1-Woche-Cup 167,0+ 20,82
3-Wochen-Cup 102,9+ 15,61
5-Wochen-Cup 62,31+ 5,555
Corpus Callosum Kontrolle 100,0+ 11,40
1-Woche-Cup 925,8+ 104,0
3-Wochen-Cup 285,2+ 34,88
5-Wochen-Cup 252,3+ 18,81

Tabelle 31: C-Myc-mRNA im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von Kontroll-, 1-Woche-, 3-Wochen-
und 5-Wochen-Cup-Mausen.

3.2.2 Induktion der Stat3-mRNA-Expression im Cuprizone-Modell

Als Né&chstes wurde untersucht, wie sich die Stat3-Expression nach einer Cuprizone-
Intoxikation verandert. Anhand der Ergebnisse der RT-rtPCR zum Nachweis der Stat3-mRNA
wurde eine Zunahme der mRNA-Konzentration im Kortex (Cx) aller Cuprizon-behandelten
Gruppen festgestellt (Abb. 28). Am héchsten war die mRNA-Konzentration in der 1-Woche-
Cup-Gruppe, ohne jedoch einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe zu erreichen.
Im Corpus Callosum (CC) war nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation eine signifikante
Zunahme der Stat3-mRNA-Konzentration zu beobachten. In der 3-Wochen-Cup-Gruppe
nahm die Stat3-mRNA- Konzentration ab und nach 2 weiteren Wochen Cuprizone-Intoxikation
nahm sie wieder zu, erreichte aber keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

Stat3

400 = Abbildung 28: Stat3-mRNA-Quantifizierung im
- Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von
o 3001 Kontroll- (Ko), 1-Woche (1W Cup), 3-Wochen
£ (3W Cup) und 5-Wochen (5W Cup) Cuprizone-
S 2004 Mausen. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
E wurden statistisch mit Hilfe des One-way-ANOVA-
se 1004 Tests und Dunn’s-Post-hoc-Tests ausgewertet;
= *p < 0,5; **p < 0.01 und ***p < 0.001.
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Tabelle 32: Stat3-mRNA im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von Kontroll-, 1-Woche-, 3-

’\Q\ “3‘\ 93&‘ \“\ N <«
Kortex Kontrolle 78,16+ 3,102
1-Woche-Cup 138,2+ 21,66
3-Wochen-Cup 97,12+ 8,367
5-Wochen-Cup 93,60+ 10,15
Corpus Callosum Kontrolle 100,0+ 8,752
1-Woche-Cup 322,6+ 30,75
3-Wochen-Cup 148,1+ 26,89
5-Wochen-Cup 179,2+ 32,06

Wochen- und 5-Wochen-Cup-Mausen
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3.2.3 Induktion der Vcam1-mRNA-Expression im Cuprizone-Modell

AnschlieRend wurde untersucht, ob sich die Expressionsinduktion des Proteins VCAM1 nach
einer Cuprizone-Intoxikation auch in der Expression der Vcam1-mRNA widerspiegelt. Wie in
Abbildung 29 dargestellt, war die Vcaml-mRNA-Konzentration im Kortex (Cx) aller
untersuchten Gruppen (Kontrolle, 1-,3- 5-Wochen-Cup) annéhernd gleich. Eine Zunahme der
Vcaml1l-mRNA-Konzentration war nach 1 Woche Cuprizone-Intoxikation im Corpus Callosum
(CC) zu beobachten. Der Unterschied der Vcam1l-mRNA-Konzentration im Corpus Callosum
zwischen der 1-Woche-Cuprizone- und der Kontrollgruppe war signifikant. Die Vcam1l-mRNA-
Konzentration nahm nach weiteren 2 Wochen Cuprizone-Intoxikation ab. In der 5-Wochen-
Cup-Gruppe konnte eine leichte Zunahme der Vcaml-mRNA-Konzentration im Corpus

Callosum festgestellt werden, die aber keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe

darstellte.
Vcam1

500+ Abbildung 29: Vcaml-mRNA-Quantifizierung
—_ = im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von
Ol Kontroll- (Ko), 1-Woche- (IW Cup), 3-Wochen-
£ 3g0- (3W Cup) und 5-Wochen- (5W Cup) Cuprizone-
S Méausen. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
5 200- wurden statistisch mit Hilfe des One-way-ANOVA-
: Tests und Dunn’s Post-hoc-Tests
= 1001 ausgewertet; *p < 0,5; **p < 0,01 und ***p < 0,001.
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Kortex Kontrolle 91,27+ 4,472
1-Woche-Cup 90,91+ 8,999
3-Wochen-Cup 99,58+ 12,70
5-Wochen-Cup 95,65+ 6,801
Corpus Callosum Kontrolle 100,0+ 12,14
1-Woche-Cup 363,1+ 31,55
3-Wochen-Cup 172,6+ 26,82
5-Wochen-Cup 194,3+ 31,81

Tabelle 33: Vcam1l-mRNA-Konzentration im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von Kontroll-, 1-
Woche-, 3-Wochen- und 5-Wochen-Cup-Mausen.

3.2.4 Induktion der Tnfrsfla-mRNA-Expression im Cuprizone-Modell

AbschlieRend wurde die Expression der Tnfrsfla-mRNA nach einer Cuprizone-Intoxikation
untersucht. Wie in Abbildung 30 dargestellt, kam es im Kortex (Cx) nach 1 Woche Cuprizone-
Intoxikation zu einer signifikanten Zunahme der Tnfrsfla-mRNA-Konzentration. Nach 3 und 5
Wochen Cuprizone-Intoxikation nahm die Konzentration von Tnfrsfla-mRNA im Kortex ab. Im
Corpus Callosum (CC) war eine Zunahme der Tnfrsfla-mRNA-Konzentration nach 1 Woche

Cuprizone-Intoxikation zu beobachten. Nach 3 Wochen Cuprizone-Intoxikation nahm die
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Tnfrsfla-mRNA-Konzentration ab. In der 5-Wochen-Cup-Gruppe wurde eine weitere

signifikante Zunahme der Tnfrsfla-mRNA-Konzentration festgestellt.

Tnfrsfia
600- |**—| Abbildung 30: Tnfrsfla-mRNA-Quantifizierung
im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von
Kontroll- (Ko), 1-Woche- (1W Cup), 3-Wochen-
400 (3W Cup) und 5-Wochen- (5W Cup) Cuprizone-
= Méausen. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden statistisch mit Hilfe des One-way-ANOVA-
200- Tests und Dunn’s-Post-hoc-Tests ausgewertet;
*p <0,5; *p < 0,01 und ***p < 0,001.
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Kortex Kontrolle 88,68+ 6,532
1-Woche-Cup 225,4+ 68,96
3-Wochen-Cup 141,3+ 34,46
5-Wochen-Cup 105,3+ 11,69
Corpus Callosum Kontrolle 100,0+ 8,475
1-Woche-Cup 489,0+ 51,50
3-Wochen-Cup 339,5+ 47,78
5-Wochen-Cup 436,2+ 61,95

Tabelle 34: Tnfrsfla-mRNA-Konzentration im Kortex (Cx) und Corpus Callosum (CC) von Kontroll-, 1-
Woche-, 3-Wochen- und 5-Wochen-Cup-Mé&usen.

Im Rahmen der RT-rtPCR-Analysen konnten wir zeigen, dass eine Cuprizone-Intoxikation zu
einer Zunahme der C-Myc-, Stat3-, Vcaml- und Tnfrsfla- mRNA-Expression im Corpus
Callosum fihrt. Diese auf der mRNA-Ebene erhobenen Daten bestatigen unsere
immunhistochemischen Ergebnisse, die eine vergleichbare Induktion der C-MYC-, STAT3-,
VCAM1- und TNFRSF1A-Proteinexpression zeigten. Zusammenfassend konnte verdeutlicht
werden, dass intrinsische ZNS-Prozesse, wie die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung,
unabhangig von einer T-Zell-Reaktivitat zu einer Expressionsinduktion immunrelevanter Gene

fuhren.
3.3 Erhéhte Expression von C-MYC und STAT3 im LPC-Modell

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Expression der Proteine C-MYC, STAT3, VCAM1 und
TNFRSF1A im Cuprizone-Modell induziert wird. Im n&chsten Schritt wurde untersucht, ob
diese Beobachtung auch in anderen Demyelinisierungsmodellen zu finden ist. Dafir wurde
die Proteinexpression im Lysophosphatidylcholin-Modell (LPC-Modell) untersucht. Das
Membrandetergens LPC wurde stereotaktisch beidseitig ins mediale Corpus Callosum
injiziert, wo es eine lokale Demyelinisierung verursachte. Diese Demyelinisierung konnte
durch die LFB/PAS-Farbung dargestellt werden. Wie in Abbildung 31b dargestellt, war das
Corpus Callosum der LPC-behandelten Mause (LPC) fast vollstandig demyelinisiert. Im

Gegensatz dazu war bei den Kontrollméausen (Ko) das Corpus Callosum noch myelinisiert
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(Abb. 31a). Der Demyelinisierungsgrad im Corpus Callosum der Gehirnschnitte wurde
verblindet ausgewertet. Eine vollstandige Myelinisierung wurde mit 100 % und eine
vollstandige Demyelinisierung mit 0 % gewertet (Kontrolle: n = 10; 98,00 + 0,82; LPC: n = 9;
8,89 + 2,98).

Wir haben uns dazu entschieden, die weiteren Untersuchungen mit den zwei Proteinen C-
MYC und STAT3 weiterzuflhren, da diese die eindeutigsten Farbemuster aufwiesen. Mit Hilfe
von immunhistochemischen Farbungen wurde die Expression von C-MYC und STAT3 im

LPC-Modell untersucht. Als ROl wurde das mediale Corpus Callosum definiert.

3.3.1 Eine LPC-induzierte Demyelinisierung fuhrt zu einer Zunahme der C-MYC-

Proteinexpression

Bei der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC an Kontrollmausen gab es kaum C-
MY C-positive Zellen im medialen Corpus Callosum (Abb. 31c). Im Gegensatz dazu wurde bei
der LPC-behandelten Gruppe eine starke Zunahme der Anzahl C-MYC-positiver Zellen im
medialen Corpus Callosum beobachtet (Abb. 31d). Die positiven Zellen hatten ein deutlich
nukleéres Farbemuster (Abb. 31d"). Die C-MYC-positiven Zellen wurden im medialen Corpus
Callosum quantifiziert (Abb. 32). Die Anzahl der C-MYC-positiven Zellen wurde im Verhaltnis
zur Flache des medialen Corpus Callosum berechnet. Wie in Abbildung 32 dargestellt, war
die LPC-induzierte Zunahme der C-MYC-positiven Zellen signifikant (Kontrolle: n =5; 2,14
+ 1,34; LPC: n = 9; 405,3 + 39,23).

Um die Spezifitdt der Farbung zu Uberprifen, wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Bei
der Negativkontrolle wurde der anti-C-MYC-Antikorper durch Ziegenserum ersetzt. Wie in
Abbildung 33a gezeigt, waren keine positiven Zellen in der Negativkontrolle zu finden. Im
medialen Corpus Callosum des anti-C-MYC-gefarbten Schnittes war eine hohe Anzahl C-
MYC-positiver Zellen zu sehen (Abb. 33b). Des Weiteren wurde eine Isotypkontrolle
angefertigt. Dabei wurde der spezifische Primarantikérper durch einen unspezifischen
Primarantikorper ersetzt. Letzterer stammte vom selben Wirt wie der spezifische
Primarantikorper und hatte dieselbe schwere Immunglobulinkette, war aber nicht gegen das
untersuchte Antigen gerichtet. Wie in Abbildung 34a dargestellt, war auch die Isotypkontrolle

frei von positiven Zellen.

3.3.2 Eine LPC-induzierte Demyelinisierung fihrt zu einer Zunahme der STAT3-

Proteinexpression

Analog zur anti-C-MYC-Farbung waren auch bei der anti-STAT3-Farbung in der Kontrollmaus
keine STAT3-positiven Zellen im medialen Corpus Callosum erkennbar (Abb. 31c). Nach

einer LPC-induzierten Demyelinisierung war eine Zunahme der Anzahl STAT3-positiver
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Zellen im medialen Corpus Callosum zu sehen (Abb. 31d). Die STAT3-positiven Zellen hatten,

wie auch im Cuprizone-Modell beschrieben, ein nukledres Farbemuster (Abb. 31f").

Die STAT3-positiven Zellen wurden im medialen Corpus Callosum quantifiziert. Die Anzahl
der STAT3-positiven Zellen wurde im Verhaltnis zur Flache des medialen Corpus Callosum
berechnet. Wie in der Abbildung 32 dargestellt, kam es nach einer LPC-induzierten
Demyelinisierung zu einer Zunahme der Anzahl STAT3-positiver Zellen. Die Zunahme der
Zellzahl in der LPC-behandelten Gruppe war signifikant (Kontrolle: n = 5; 13,05 + 11,84; LPC:
n=9; 295,0 £ 29,88).

Des Weiteren wurde eine Negativkontrolle angefertigt, um die Spezifitat der Farbung fur
STATS3 zu Uberpriufen. Daflr wurde der anti-STAT3-Antikérper durch Ziegenserum ersetzt. In
der Negativkontrolle waren keine positiven Zellen zu sehen (Abb. 33c). Diese Beobachtung

bestétigte die Spezifitat der anti-STAT3-immunhistochemischen Farbung.
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Abbildung 31: Darstellung der Demyelinisierung und der Expressionsinduktion immunrelevanter
Proteine im LPC-Modell. (a) zeigt ein reprasentatives Bild der LFB/PAS-Farbung an einer Kontrollmaus
(Ko). Das mediale Corpus Callosum (mCC) ist vollstandig myelinisiert. (b) zeigt ein représentatives Bild der
LFB/PAS-Farbung im mCC einer LPC-behandelten Maus (LPC). Es ist eine deutliche Demyelinisierung zu
erkennen. (c) zeigt die immunhistochemische Farbung gegen C-MYC im mCC einer Kontrollmaus. Es sind
kaum C-MYC-positive Zellen zu sehen. (d) zeigt die immunhistochemische Farbung gegen C-MYC im mCC
einer LPC-Maus. Es ist eine hohe Anzahl C-MYC-positiver Zellen im mCC zu sehen. Die C-MYC-positiven
Zellen haben ein nukledres Farbemuster, dargestellt in der hoheren VergroRRerung in d”. (e) zeigt die
immunhistochemische Farbung gegen STAT3 im mCC einer Kontrollmaus. Es sind kaum STAT3-positive
Zellen erkennbar. (f) zeigt die immunhistochemische Féarbung gegen STAT3 im mCC einer LPC-Maus. Eine
hohe Anzahl STAT3-positiver Zellen ist erkennbar. In der héheren VergréRerung f* sind STAT3-positive
Zellen mit einem nukledren Farbemuster zu sehen. Maf3stab 100 pm (a—f), MaRstab 50 um (d’, f").
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Abbildung 32: Quantifizierung der C-MYC- und STAT3- positiven Zellen im medialen Corpus
Callosum (mCC) bei Kontroll- (Ko) und LPC-Mausen (LPC). Die Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden statistisch mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests ausgewertet; *p < 0,5; **p < 0,01 und ***p < 0,001.
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Abbildung 33: Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC und STAT3
im medialen Corpus Callosum (mCC) von LPC-Mausen. (a) zeigt die Negativkontrolle der
immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC im mCC einer LPC-Maus (LPC). Im Gegensatz zum anti-C-
MYC-angeféarbten Schnitt (b) sind in der Negativkontrolle keine positiven Zellen zu sehen. (c) zeigt die
Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung gegen STAT3 im mCC einer LPC-Maus. Es sind keine
STAT3-positiven Zellen erkennbar. MaR3stab 100 um (a—d).
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Abbildung 34: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung gegen C-MYC im medialen
Corpus Callosum (mCC) von LPC-Méausen. (a) zeigt die Isotypkontrolle der immunhistochemischen
Farbung gegen C-MYC im mCC einer LPC-Maus (LPC). Im Gegensatz zum anti-C-MYC-gefarbten Schnitt
(b) sind in der Isotypkontrolle keine C-MYC-positiven Zellen zu sehen. MaRstab 100 um (a, b).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Expression der untersuchten Proteine in zwei
unterschiedlichen Demyelinisierungsmodellen, im Cuprizone- und im LPC-Modell, induziert
wird. Bei beiden Modellen kommt es durch eine Zytodegeneration der Oligodendrozyten zu
einer Demyelinisierung; das periphere Immunsystem ist dabei nicht beteiligt. Entsprechend
wird auch die Expression von C-MYC und STAT3 ohne die Einwirkung des peripheren

Immunsystems induziert.
3.4 Expression von C-MYC und STAT3 in Gliazellen

Wir konnten bisher zeigen, dass die Expression der Proteine C-MYC und STAT3 in zwei rein
zytodegenerativen Demyelinisierungsmodellen induziert wird. Als Nachstes stellten wir uns
die Frage, in welchen gehirnintrinsischen Zellen diese Proteine im ZNS exprimiert werden.
Wahrend der akuten Demyelinisierung findet eine Gliazellaktivierung statt. Es kommt zu einer
Zunahme der Anzahl und einer morphologischen Anderung von Mikroglia und Astrozyten. Die
beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass die C-MYC- und STAT3- Proteinexpression
wahrend der akuten Demyelinisierung induziert wird. Deshalb haben wir im néchsten Schritt
untersucht, ob diese Proteine von Gliazellen exprimiert werden. Dafir wurden
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen durchgefihrt. Mittels dieser kann die Expression
mehrerer Proteine an einem Schnitt untersucht werden. Die Sekundarantikdrper, die die
Proteine sichtbar machen, leuchten in unterschiedlichen Farben. So kann gleichzeitig die
Lokalisation mehrerer Proteine verglichen werden. Wir haben uns dazu entschieden, zur
Beantwortung dieser Fragestellung 5-Wochen-Cup-Mause (n = 4) zu verwenden, da nach der

5-wo6chigen Cuprizone-Behandlung eine starke Mikrogliose und Astrogliose beobachtet wird.
3.4.1 C-MYC-Expression in Mikroglia

Im ersten Schritt wurde untersucht, in welchen Zellen C-MYC exprimiert wird. Daflr wurde
eine Doppelfarbung gegen C-MYC und gegen Gliazellmarkern durchgefiihrt. Der erste

Gliazellmarker, der untersucht wurde, war IBAl (lonisiertes Kalzium-bindendes
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Adaptermolekil 1, engl. lonized Calcium Binding Adaptor Molecule 1). Er ist ein Marker fir
Mikroglia sowie Makrophagen und ist essenziell fur die Auslbung ihrer Funktionen, wie
Zellmigration und Phagozytose. Dementsprechend wird seine Expression im Rahmen einer
Mikroglia-Aktivierung induziert [137]. Wie in Abbildung 35 dargestellt, war bei der
Doppelfarbung gegen C-MYC und IBA1 eine Kolokalisation von C-MYC- und IBA1-positiven
Zellen zu sehen. C-MYC-positive Zellen hatten ein nukleares Farbemuster und waren
hauptséachlich im medialen Corpus Callosum (mCC) lokalisiert. IBA1-positive Zellen hatten ein
zytoplasmatisches Farbemuster. Sie kamen sowohl im Kortex als auch im Corpus Callosum

vor. In Letzterem war ihre Anzahl deutlich hoher als im Kortex.

Fur die Auswertung dieser Farbung wurden die C-MYC-, die IBAL1- und die doppelpositiven
Zellen im mCC quantifiziert (n=4; C-MYC-positive Zellen =212,4 +129,7; IBAl-positive
Zellen = 239,4 + 107,1; C-MYC/IBAl-doppelpositive Zellen = 18,2 + 9,6; (Anzahl von Mausen
pro Gruppe; Mittelwert [Zellen/mm?] + SEM)). AnschlieBend wurde das Verhéltnis der
doppelpositiven Zellen zur Anzahl aller C-MYC-positiven Zellen berechnet. Die Anzahl der
doppelpositiven Zellen betrug 8,58 % aller C-MYC-positiven Zellen (Abb. 35d). Au3erdem
wurde das Verhéltnis der doppelpositiven Zellen zur Anzahl aller IBA1l-positiven Zellen
ermittelt. Die Anzahl der doppelpositiven Zellen betrug 7,61 % aller IBA1-positiven Zellen
(Abb. 35e).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob C-MYC auch in anderen Gliazellen exprimiert wird.
Daflr wurde eine Doppelfarbung gegen C-MYC und GFAP durchgefihrt. GFAP (Saures
Gliafaserprotein, engl. Glial Fibrillary Acidic Protein) ist ein Marker flr Astrozyten. Er ist an
einer Vielzahl von zellularen Funktionen beteiligt, zum Beispiel Zellmigration, Proliferation,
synaptische Plastizitat, Myelinisierung und Bildung der Blut-Hirn-Schranke [138]. GFAP-
positive Zellen lie3en sich zytoplasmatisch anfarben. Sie lagen sowohl im Kortex als auch im
Corpus Callosum. Wie die Abbildung 36a reprasentativ zeigt, konnte keine Kolokalisation von

C-MYC- und GFAP-positiven Zellen festgestellt werden.

Des Weiteren wurde untersucht, ob C-MYC in Oligodendrozyten exprimiert wird. Daftir wurde
der Oligodendrozytenmarker OLIG2 verwendet. Dieser ist ein Transkriptionsfaktor und ist
dementsprechend nuklear lokalisiert. Er reguliert die Migration und Differenzierung der
Oligodendrozyten [139]. Bei der Doppelfarbung gegen C-MYC und OLIG2 konnte, wie in
Abbildung 36b dargestellt, keine Kolokalisation der C-MYC- und OLIG2-positiven Zellen

beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass C-MYC in Mikroglia jedoch nicht in

Astrozyten und Oligodendrozyten exprimiert wird. Die niedrige Kolokalisationsrate zwischen
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C-MYC- und IBAl-positiven Zellen gibt jedoch Hinweise, dass C-MYC auch in anderen
Zellpopulationen im ZNS exprimiert wird.

C-MYC&IBA1

d. e.
C-MYCNBA1 C-MYC/BA1
300
B C-MYC/ABA1-doppel positiv 300 Bl C-MYC/IBA1-doppel positiv
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Abbildung 35: C-MYC wird in IBAl-positiven Mikroglia exprimiert. (a—c) Représentative Bilder der
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen C-MYC und dem Mikroglia-Marker IBA1 im medialen Corpus
Callosum (MCC) einer 5-Wochen-Cup-Maus. In der Vergrof3erung (c’) ist eine Kolokalisation von einer C-
MYC- und einer IBAl-positiven Zelle zu erkennen. (d) Quantifizierung der C-MYC/IBAl-doppelpositiven
Zellen im Verhéltnis zur Anzahl der C-MYC-positiven Zellen im mCC. (e) Quantifizierung der C-MYC/IBA1-

doppelpositiven Zellen im Verhaltnis zur Anzahl der IBA1-positiven Zellen im mCC. MaR3stab 50 um (a-c,
c’).
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Abbildung 36: Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen C-MYC und
Gliazellmarker im Corpus Callosum von 5-Wochen-Cup-Mausen (5W Cup). (a) zeigt die
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen C-MYC und GFAP-positiven-Astrozyten. (weiler Pfeil markiert
einen GFAP-positiven Astrozyt, roter Pfeil markiert eine C-MYC-positive Zelle). (a’) zeigt eine hdhere
VergréRerung von (a). (b) zeigt die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen C-MYC und OLIG2-positive
Oligodendrozyten. In (b’) ist die VergréRerung zu sehen (weier Pfeil markiert einen OLIG2-positiven
Oligodendrozyt, roter Pfeil markiert eine C-MYC-positive Zelle). C-MYC wird weder in Astrozyten noch in
Oligodendrozyten exprimiert. Mal3stab 50 um (a, b).

3.4.2 STAT3-Expression in Astrozyten

Als N&chstes wurde untersucht, in welchen Zellen STAT3 exprimiert wird. Dafur wurde eine
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen STAT3 und den Astrozyten-Marker GFAP
durchgefuhrt. Die Expression von GFAP wird bei Aktivierung der Astrozyten induziert. GFAP
ist sowohl im Kortex als auch im Corpus Callosum lokalisiert und weist ein zytoplasmatisches
Farbemuster auf. Die Anzahl STAT3-positiver Zellen ist in den Kontrollm&usen gering. Nach
einer Cuprizone-Intoxikation wird die STAT3-Expression induziert. STAT3 wird hauptsachlich
im Corpus Callosum exprimiert. Im aktiven Zustand weist STAT3 ein nukleares Farbemuster
auf. Wie in Abbildung 37 dargestellt, gab es eine haufige Kolokalisation von STAT3- und
GFAP-positiven Zellen. Zur Quantifizierung wurden die STAT3-, die GFAP- und die
doppelpositiven Zellen im medialen Corpus Callosum gezahlt (n=4; STAT3-positive
Zellen = 229,5 + 82,7; GFAP-positive Zelle =273,1 + 109,1; STAT3/GFAP-doppelpositive
Zellen = 97,5 + 47,6). Die Kolokalisation von STAT3-positiven Zellen und GFAP-positiven
Astrozyten betrug 42,48 % aller STAT3-positiven Zellen (Abb. 37d). Die Anzahl der
doppelpositiven Zellen betrug 35,70 % aller GFAP-positiven Zellen (Abb. 37e).
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AnschlieRend wurde das Ergebnis der STAT3/GFAP-Doppelfarbung auch bei einer
Einfachfarbung gegen STAT3 an GFAP-EGFP-positiven-Mausen uberprift. GFAP-EGFP-
positive-Mause sind genmanipulierte Mause, bei denen die GFAP-positiven Zellen mit dem
grun fluoreszierenden Protein EGFP (engl. Enhanced Green Fluorescent Protein) markiert
sind und dementsprechend grun leuchten [131]. Bei der Einfachfarbung gegen STAT3 an
GFAP-EGFP-positiven-Méausen wurde beobachtet, dass STAT3-positive Zellen sowohl in den
Kontrollméusen als auch in den 5-Wochen-Cup-Mausen vorhanden waren. Auf3erdem wurden
STAT3-positive Zellen im Kortex und im Corpus Callosum lokalisiert. Wie in Abbildung 38
dargestellt, konnte eine geringe Kolokalisation von STAT3-positiven Zellen und EGFP-
markierten Astrozyten festgestellt werden. Da die Merkmale der STAT3-positiven Zellen in
dieser Farbung nicht mit den in den chromogenen Farbungen beobachteten Merkmalen der

STAT3-positiven Zellen Ubereinstimmen, haben wir diese Farbung als unspezifisch bewertet.
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Abbildung 37: STAT3 wird in GFAP-positiven Astrozyten exprimiert. (a—c) Reprasentative Bilder der
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen STAT3 und den Astrozyten-Marker GFAP an 5-Wochen-Cup-
Mausen (5W Cup). Es ist eine Kolokalisation von STAT3- und GFAP-positiven Zellen im medialen Corpus
Callosum (mCC) zu sehen. In der VergréRerung (c’) ist eine Kolokalisation von einer STAT3- und einer
GFAP-positiven Zelle zu erkennen. (d) Quantifizierung der STAT3/GFAP-doppelpositiven Zellen im
Verhéltnis zur Anzahl der STAT3-positiven Zellen im mCC. (e) Quantifizierung der STAT3/GFAP-
doppelpositiven Zellen im Verhéltnis zur Anzahl der GFAP-positiven Zellen im mCC. MaR3stab 50 pm (a—c,
c’).
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Abbildung 38: Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen STAT3 und den
Astrozyten-Marker GFAP an 5-Wochen mit Cuprizone-behandelten GFAP-EGFP-positiven-Mausen
(5W EGFP-Cup). Es ist eine geringe Kolokalisation von STAT3 und EGFP-markierten GFAP-positiven
Astrozyten im Corpus Callosum zu sehen. MaRstab 100 pm (a—c).

Zusammenfassend konnte anhand von Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen gezeigt werden,
dass zwei immunrelevante Proteine, C-MYC und STAT3, auch in Gliazellen exprimiert

werden, und zwar C-MYC in Mikroglia und STAT3 in Astrozyten.

3.5 Expression von C-MYC und STAT3 in peripheren Immunzellen im Cup/EAE-
Modell

Das Cup/EAE-Modell ist eine Kombination des nichtautoimmunen Demyelinisierungsmodells
Cuprizone-Modell, und der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), die eine
inflammatorische Demyelinisierung induziert. Dieses Modell wurde von unserer Arbeitsgruppe
entwickelt; es kombiniert gehirnintrinsische  Prozesse mit einer  peripheren
Immunzellrekrutierung. Dabei wurden die Mause fir drei Wochen mit 0,25 % Cuprizone
geflttert, anschlielend zwei Wochen mit normaler Nahrung geflttert und zu Beginn der
sechsten Woche mit MOG;5_55 (Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein-zs_ss) immunisiert
(Cup/EAE-Méause). Die Immunisierung mit dem ZNS-assoziierten Antigen MOG3;;5_s5 [0st eine
Autoimmunreaktion aus und verursacht daraufhin eine Rekrutierung von peripheren
Immunzellen, hauptsachlich T-Zellen sowie Makrophagen, von den lymphatischen Organen
in das ZNS. Die Einwanderung der Immunzellen findet in den perivaskularen Regionen des
ZNS statt und fuhrt zur Bildung perivaskularer Lasionen [31]. In vorherigen Studien wurde
gezeigt, dass diese perivaskuldre Lasionen Entzindungsinfiltrate darstellen, die vor allem
CD3+ Lymphozyten (T-Zellen) sowie IBA1+ Makrophagen beinhalten [65]. Im EAE-Modell
sind diese perivaskuldaren Lasionen im Rickenmark, im Kleinhirn und im Nervus opticus

lokalisiert. Im Cup/EAE-Modell sind diese Lasionen auch im Grof3hirn zu finden [31].

Die Expression der Transkriptionsfaktoren C-MYC und STAT3 wird im Rahmen von
Immunreaktionen induziert. Im nachsten Schritt dieses Projektes untersuchten wir, ob diese

Proteine auch in Zellen der perivaskularen Entzindungsinfiltraten exprimiert werden. Dafir

73



wurden immunhistochemische Farbungen gegen C-MYC und STAT3 an Cup/EAE-Mausen
durchgefuhrt (n=4). Zur Lokalisation der perivaskularen Lasionen wurden Hamatoxylin-
Eosin-Farbungen (H&E-Farbung) durchgefiihrt. Die perivaskuldaren Lasionen waren daran
erkennbar, dass um ein Gefald herum eine gro3e Ansammlung von Zellen vorlag. Abbildung
39b zeigt eine perivaskulare Lasion im Kortex einer Cup/EAE-Maus. Anschliel3end wurden
immunhistochemische Farbungen gegen C-MYC und STAT3 durchgefihrt. Fur die anti-C-
MYC-, anti-STAT3- und H&E-Farbungen wurden benachbarte Gehirnschnitte verwendet.
Somit konnten zuerst auf den H&E-Schnitten die GefalRe lokalisiert werden, bei denen eine
Ansammlung von Zellen perivaskular zu sehen war. Diese GefalRe wurden anschlief3end an
den anti-C-MYC- und den anti-STAT3-gefarbten Schnitten lokalisiert. Die Expression von C-
MYC und STAT3 wurde dann in diesen perivaskuléaren Lasionen an den anti-C-MYC- und den

anti-STAT3-gefarbten Schnitten untersucht.

Wie in Abbildung 39c dargestellt, war eine hohe Anzahl C-MYC-positiver Zellen in den
perivaskularen Lasionen erkennbar. Da diese perivaskuldre Lasionen hauptsachlich
rekrutierte periphere Immunzellen (T-Zellen und Makrophagen) beinhalten, liel3 dies
vermuten, dass C-MYC in diesen peripheren Immunzellen exprimiert wird. Im nachsten Schritt
wurden die C-MYC-positiven Zellen in den perivaskularen L&sionen quantifiziert. Dafir
wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ vier konzentrische Kreise um jedes
Gefal3 markiert, in denen die C-MYC-positiven Zellen gezéhlt wurden. Es wurden 33
perivaskulare Lasionen von vier Mausen ausgewertet. Wie in Abbildung 39e dargestellt, nahm
die Anzahl der C-MYC-positiven Zellen mit dem Abstand zum Gefaf3 ab (25 pm: 105,6 + 8,89;
50 ym: 30,62 + 3,24; 75 um: 22,44 + 2,53; 100 pm: 15,66 + 1,64). Dies wies darauf hin, dass
die C-MYC-positiven Zellen vom Gefal3 ins ZNS-Gewebe einwandern, wie auch die
rekrutierten peripheren Immunzellen im Cup/EAE-Modell. Wie in Abbildung 39d dargestellt,
war eine hohe Anzahl STAT3-positiver Zellen in den perivaskularen Lasionen zu finden. Dies
wies darauf hin, dass STAT3 ebenfalls in rekrutierten peripheren Zellen exprimiert wird. Wie
der Abbildung 39d zu entnehmen ist, hatten die STAT3-positiven Zellen ein schwer
abgrenzbares Farbemuster. Es wurde eine diffuse anti-STAT3-Immunreaktivitat beobachtet,
ohne die einzelnen Zellen identifizieren zu kénnen. Deshalb wurde die Anzahl der STAT3-

positiven Zellen nicht quantifiziert.
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Abbildung 39: C-MYC- und STAT3-Proteinexpression in peripheren Immunzellen. (a) zeigt eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) in Ubersicht in der Region 225 [1]. Die Punkte stellen die
Lokalisation der perivaskularen Lasionen dar. (b) zeigt eine perivaskulare Lasion an einem H&E-Schnitt einer
Cup/EAE- Maus (Cup/EAE). (c) zeigt die C-MYC-positiven Zellen in einer perivaskuldaren L&sion einer
Cup/EAE-Maus. (d) zeigt die anti-STAT3-Immunreaktivitat in einer perivaskuldren Lasion einer Cup/EAE-
Maus. (e) zeigt die Quantifizierung der C-MYC-positiven Zellen in den perivaskuldren L&sionen. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden statistisch mit Hilfe des One-way ANOVA-Tests und Dunn’s
Post-hoc-Tests ausgewertet; *p < 0,5, **p < 0,01 und ***p < 0,001. Maf3stab 50 um (b-d).

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob STAT3 in CD3-positiven Lymphozyten exprimiert
wird. Dafur wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen STAT3 und CD3

durchgefuhrt. In dieser Doppelfarbung konnte keine Kolokalisation von STAT3- und CD3-
positiven Zellen feststellt werden (Abb. 40).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl C-MYC als auch STAT3 in
peripheren Immunzellen, am ehesten T-Zellen und Makrophagen, exprimiert werden. STAT3
wird nicht in CD3-paositiven Lymphozyten exprimiert.
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Abbildung 40: (a—c) Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen STAT3 und
CD3 an Cuprizone-EAE-Mausen (Cup/EAE). Es ist keine Kolokalisation von STAT3- und CD3-positiven
Zellen im Corpus Callosum zu sehen. Die roten Pfeile zeigen STAT3-positive Zellen. Die weiRen Pfeile
zeigen CD3-positive Zellen. MaRstab 50 um (a—c).

3.6 mRNA-Expression von C-Myc, Stat3, Vcaml1 und TnfrsflA in aktivierten
Astrozyten

Astrozyten bilden die grofdte Gliazellpopulation im ZNS. Sie sind zustandig fur die Ernéhrung,
Regeneration und Stiitzfunktion der Neuronen im ZNS und modulieren die Blut-Hirn-Schranke
sowie die interneuronale Signallibertragung [140]. Des Weiteren sind sie bedeutsame
Faktoren der MS-Pathogenese. In den bisher beschriebenen Versuchen dieser Arbeit wurde
erforscht, wie sich die Expression der immunrelevanten Genen C-Myc-, Stat3-, Vcam1- und
Tnfrsf1lA und der entsprechenden Proteinen C-MYC, STAT3, VCAM1 und TNFRSF1A nach
einer Cuprizone-induzierten Demyelinisierung verandert. Im néchsten Schritt haben wir

untersucht, ob diese Gene in aktivierten Astrozyten exprimiert werden.

Daflir wurde eine primére Astrozytenkultur verwendet. Diese wurde in drei Gruppen aufgeteilt.
In der ersten wurden die Astrozyten nicht stimuliert (Kontrolle), die Astrozyten der zweiten
Gruppe wurden mit Interferon-y (IFNy) stimuliert und die dritte Astrozytengruppe wurde mit

Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert.

Von den primaren Astrozytenkulturen wurde anschlieRend die mRNA isoliert. Nachdem diese
mittels einer Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben wurde, wurden RT-rtPCRs fur
die Gene C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla durchgefiihrt. Als Haushaltsgen wurde 18S
benutzt. Wie in Abbildung 41a gezeigt wird, war die mMRNA-Konzentration von 18S in allen
untersuchten Gruppen annéahernd konstant (Kontrolle: n = 6; 16,57 £ 1,53; IFN: n = 6; 16,11 +
0,65; LPS: n =6; 15,79 + 1,81).

Die RT-rtPCR zum Nachweis der C-Myc-mRNA zeigte keine Zunahme der C-Myc-mRNA-
Konzentration in den stimulierten Astrozyten (Kontrolle: n=6; 100 +5.76; IFN: n=6; 90.27%
17.81; LPS: n=6; 122.4 £9.28). Bei der RT-rtPCR zum Nachweis der Stat3-mRNA in

76



Astrozyten wurde eine signifikante Zunahme der mRNA-Konzentration in der IFNy-
stimulierten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (Kontrolle: n = 6; 100 + 9,52;
IFN: n = 6; 229,4 + 39,95; LPS: n=6; 170,9 + 25,63; Abb. 41c). Wie in Abbildung 41d gezeigt
wird, war eine signifikante Zunahme der Vcaml-mRNA-Konzentration in Astrozyten nach
einer LPS-Stimulation zu sehen (Kontrolle: n = 6; 100 + 5,91; IFN: n = 6; 598,6 + 36,79; LPS:
n=6; 1864 + 151,6). In der RT-rtPCR zum Nachweis der Tnfrsfla-mRNA war erkennbar, dass
die Konzentration von Tnfrsfla-mRNA nach der IFNy-Stimulation signifikant zunahm
(Kontrolle: n =6; 100 £ 11,39; IFN: n = 6; 192,9 + 15,14; LPS: n=6; 116,9 + 12,34; Abb. 41e).
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Abbildung 41: mRNA-Expression immunrelevanter Gene in stimulierten Astrozyten. (a) zeigt die
mRNA-Quantifizierung des Haushaltsgens 18S. (b) zeigt die mRNA-Quantifizierung von C-Myc. (c) zeigt die
MRNA-Quantifizierung von Stat3. (d) zeigt die mRNA-Quantifizierung von Vcaml. (e) zeigt die mRNA-
Quantifizierung von Tnfrsfla. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden statistisch mit Hilfe des One-
way-ANOVA-Tests und Dunn’s-Post-hoc-Tests ausgewertet; *p < 0,5; **p < 0,01 und ***p < 0,001.

Zur Uberprufung der Reinheit der primaren Astrozytenkultur wurden immunhistochemische
Farbungen gegen GFAP und IBAl1 durchgefiihrt. Wir konnten feststellen, dass die
Astrozytenkulturen hauptséchlich aus GFAP-positiven Astrozyten bestanden (Abb. 42a). Wie

in Abbildung 42b dargestellt, war nur eine geringe Anzahl IBA1-positiver Mikroglia vorhanden.
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Abbildung 42: Repréasentative Bilder der Immunfluoreszenzfarbung gegen GFAP und IBA1 an einer

priméren Astrozytenkultur. (a) zeigt die GFAP-positiven Astrozyten. (b) zeigt die IBA1-positiven Mikroglia.
Mafstab 100 pm.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von Astrozyten zu einer
Expressionsinduktion von Stat3, Vcaml und Tnfrsfla fiuhrt. Dementsprechend werden die
untersuchten immunrelevanten Gene, mit Ausnahme von C-Myc, auch in aktivierten
Astrozyten exprimiert.
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4. Diskussion

4.1 MS-Pathogenese

Die MS ist die haufigste neuroinflammatorische, demyelinisierende Erkrankung des ZNS.
Histopathologisch findet man im ZNS von MS-Patienten Entmarkungsherde begleitet von
Oligodendrozytenapoptose, Astrogliose und Mikrogliose. Zudem sind perivaskulare
inflammatorische Infiltrate lokalisierbar [62]. Diese Merkmale zeichnen die inflammatorische
Komponente der Erkrankung aus. Neben dieser gibt es auch eine neurodegenerative
Komponente. Histologisch wird diese in einem neuronalen Schaden widergespiegelt. Dieser
fuhrt zu einer kortikalen sowie spinalen ZNS-Atrophie, die sich als Progression der MS-Klinik
manifestiert [141, 142]. Das Ausmald der spinalen Atrophie korreliert mit dem Ausmald der
Immobilitat der Patienten [143].

Die aktuelle MS-Medikation ist Uberwiegend gegen das Immunsystem gerichtet [144]. Als
Schubtherapie werden Kortikosteroide eingesetzt, die eine antiinflammatorische Wirkung
haben [145]. Als Zweitlinientherapie kann eine Apherese in Betracht gezogen werden [22].
Die verlaufsmodifizierende Therapie besteht unter anderem aus Interferon B, das die
inflammatorische Reaktion reguliert und die Anzahl der rekrutierten Lymphozyten reduziert,
Natalizumab, das die periphere Immunzellrekrutierung verhindert und die Anzahl an MRT-
sichtbaren Lasionen reduziert und Glatirameracetat, das immunmodulatorisch wirkt [146].
Zudem werden die CD20-Antikorper (Ocrelizumab, Rituximab) eingesetzt, die sowohl bei der
RRMS auch bei der PPMS eine Anwendung finden. Diese sind gegen das CD20-Molekul der
B-Zellen gerichtet, sodass dadurch eine gezielte Depletion der CD20-exprimierenden B-Zellen
erreicht werden kann, ohne die humorale Immunantwort stark einzuschrénken [23, 147]. Die
Medikamente, die in der verlaufsmodifizierenden Therapie eingesetzt werden, reduzieren die
Haufigkeit von MS-Schiiben und die Bildung von inflammatorischen Infiltraten. Sie haben aber
keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die neurodegenerative Progression der
Erkrankung [148, 149]. Auch die CD20-Antikdrper, welche bei der PPMS eingesetzt werden,
haben einen moderaten Effekt auf die Progression der Erkrankung, was eventuell durch die
neurodegenerative Komponente der MS-Pathogenese erklarbar ist [23]. Eine Ausnahme stellt
der Sphingosin-1 Phoshat (S1P)-Rezeptor Modulator, Siponimod, welcher bei Patienten mit
SPMS verabreicht wird und das Fortschreiten der Behinderung teilweise aufhalt [22, 150]. Es
bleibt daher notwendig, an der Entwicklung von weiteren Medikamenten zu forschen, die die
Progression und damit auch die fortlaufende klinische Beeintrachtigung der MS-Patienten

hemmen. Dafiir misste jedoch zunéchst die Pathogenese der Erkrankung geklart werden.

Es sind zwei Hypothesen beschrieben, die die MS-Pathogenese erklaren [151]. Gemal der
,Outside-in‘-Hypothese wird die MS-Pathogenese durch eine Dysregulation des peripheren

Immunsystems hervorgerufen. Die Lymphozyten gelangen durch die zerstorte Blut-Hirn-
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Schranke in das ZNS und l6sen eine inflammatorische Reaktion aus [146]. Dort greifen sie
das Myelin an und verursachen eine Demyelinisierung. Im Rahmen von GWAS wurde gezeigt,
dass uber 200 Gene mit der MS-Pathogenese assoziiert sind [26]. Die Mehrheit dieser Gene
ist an Prozessen des Immunsystems beteiligt, unter ihnen befinden sich auch C-Myc, Stat3,
Vcaml und Tnfrsfla [27]. Forscher vermuten, dass durch Varianten dieser Gene das
Immunsystem von MS-Patienten in seiner regelhaften Funktion gestort ist. Gehaufte
Varianten in immunregulatorischen Genen werden als Argument zur Stltzung der ,Outside-
in‘-Hypothese herangezogen. Auch die Umweltfaktoren, die als Risikofaktoren fur die
Entwicklung einer MS gelten, wie EBV-Virus, Rauchen und Vitamin D-Mangel, beeinflussen
hauptséachlich die Funktion des adaptiven Immunsystems [152]. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass laut der ,Outside-in‘-Hypothese die Pathogenese durch die Dysregulation des
Immunsystems hervorgerufen wird. Sekundar kommt es zu einer Aktivierung der Gliazellen

und zu neuronalen Schaden.

Im Gegensatz zur ,Outside-in‘-Hypothese steht die ,Inside-out-Hypothese, laut der die
Pathogenese primadr im ZNS stattfindet. Zundchst kommt es zu einer
Oligodendrozytenapoptose und einer Gliazellaktivierung. Sekundar findet eine periphere
Immunzellrekrutierung statt [152]. Henderson et al. haben frische MS-L&sionen beschrieben,
bei denen keine Plasmazellen und kaum Lymphozyten vorhanden waren [153]. Die
Abwesenheit von Immunzellen bei der Bildung neuer MS-L&sionen weist darauf hin, dass das
Immunsystem keine priméare Rolle in der Bildung von MS-L&sionen spielt. Die Beobachtung,
dass axonale Schaden auch in Abwesenheit von inflammatorischen Infiltraten vorhanden sind,
stutzt zudem die ,Inside-out-Hypothese [144]. Aufl3erdem wurden bis heute keine
Unterschiede bezuglich der Anzahl und des Phanotyps von gegen Myelin-Antigenen
gerichteten T-Zellen zwischen MS-Patienten und gesunden Probanden gefunden. Wirde man
veranderte oder mehr T-Zellen bei MS-Patienten finden, ware dies ein Hinweis auf eine
Dysregulation der T-Zellen und somit des erworbenen Immunsystems [152]. Casanova et al
haben gezeigt, dass eine autologe hamatopoetische Stammzelltransplantation nur bei der
RRMS erfolgreich ist. Bei Patienten mit SPMS schreitet die Symptomatik trotz der
Stammzelltransplantation weiter fort [154]. Wére eine Dysregulation des Immunsystems fir
die MS-Pathogenese verantwortlich, wiirde eine Stammzelltransplantation das Fortschreiten
der Krankheit aufhalten. Diese Beobachtung weist dementsprechend zusatzlichen darauf hin,
dass das Immunsystem eine untergeordnete Rolle bei der MS-Pathogenese spielt. Im
Gegensatz dazu halt, das bei der SPMS eingesetzte Medikament Siponimod, die
Krankheitsprogression zum Teil auf. Es wird behauptet, dass dies teilweise durch den Effekt
von Siponimod auf die neurodegenerativen Prozesse erklarbar ist. Wie schon beschrieben,

ist Siponimod ein S1P-Rezeptor-Modulator. S1P spielt eine wichtige Rolle in der vaskuléaren
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Homdoostase sowie der Regulation des Immunsystems und der Blut-Hirn-Schranke [155, 156].
Die S1P-Rezeptoren werden unter anderem in Lymphozyten, Endothelzellen und Gliazellen
exprimiert. Siponimod fuhrt zu einer Internalisierung des S1P-Rezeptors und hemmt damit die
Wirkung von S1P. Es verhindert den Austritt von Lymphozyten aus den Lymphknoten und
fuhrt damit zu einer Immunsuppresion [155]. Jedoch wird behauptet, dass Siponimod neben
der immunomodulatorischen Wirkung auch einen neuroprotektiven Effekt hat [157, 158].
Gemal Gentile et al. fuhrt die intrazerebroventrikulare Verabreichung von Siponimod in einem
murinen EAE-Modell zu einer Reduktion der Astrogliose und Mikrogliose und zu einer
Verlangsamung der Krankheitsprogression [159]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass
Siponimod remyelinisierungsférdernd wirken kann [160, 161]. Colombo et al. konnten in einem
in-vitro- Experiment zeigen, dass die Behandlung von Astrozyten mit Siponimod zu einer
Expressionsinduktion antiinflammatorischer und einer Herunterregulierung
proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren in den Astrozyten fuhrt. Somit wird Uber die
Funktion der Astrozyten ein neuroprotektiver Effekt erreicht [162]. Zusammenfassend weisen
all diese Beobachtungen darauf hin, dass Siponimod tber eine Wirkung auf die Gliazellen die
Neurodegeneration teilweise aufhalten kann.

4.1.1 Die Rolle von C-MYC, STAT3, VCAM1l und TNFRSF1A in der
neurodegenerativen Komponente der MS-Pathogenese

In diesem Projekt wurden die Gene C-Myc, Stat3, Vcam1 und Tnfrsfla in verschiedenen MS-
Modellen untersucht. Im Rahmen von GWAS wurde gezeigt, dass diese Gene mit der MS-

Pathogenese assoziiert sind.

Unsere Arbeitsgruppe konnte durch Gene-Array-Analysen an Mausen bereits zeigen, dass
die mMRNA-Expression der vier untersuchten Gene nach einer Cuprizone-Intoxikation induziert
wird [128]. Diese Beobachtung konnten wir in diesem Projekt auf der Proteinebene mittels
immunhistochemischer Farbungen an Cuprizone-intoxikierten Mausen bestatigen. Wir haben
eine erhohte Expression der Proteine nach einer Cuprizone-Intoxikation beobachtet. Das
Cuprizone-Modell ist ein rein zytodegeneratives Modell, bei dem die Blut-Hirn-Schranke intakt
bleibt und dementsprechend die Entmarkungslasionen ohne den Einfluss von peripheren
Immunzellen entstehen [57, 163]. Somit wird die Expressionsinduktion dieser Proteine im
Cuprizone-Modell ohne die Beteiligung des peripheren Immunsystems hervorgerufen.
Stimulus fur die Expressionsinduktion dieser Gene kdnnten gehirnintrinsische Prozesse, zum
Beispiel eine Gliazellaktivierung, sein. Diese Annahme stimmt auch mit der Beobachtung
Uberein, dass die Gliazellen nach einer Cuprizone-Intoxikation stimuliert werden und somit die

Expression von elementaren Proteinen in diesen Zellen induziert wird.

Bei den immunhistochemischen Farbungen gegen C-MYC und STAT3 war in den Kontroll-

und 1-Woche-Cup-Mé&usen ein schwaches perinukleares Farbemuster zu sehen. In den 3-
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und 5-Wochen-Cup-Mausen war ein starkes nukledres Féarbemuster zu erkennen. Die
Tatsache, dass beide Proteine, C-MYC und STAT3, Transkriptionsfaktoren sind, kénnte diese
Beobachtung erklaren. Transkriptionsfaktoren befinden sich namlich im inaktiven Zustand im
Zytoplasma und werden nach einer Aktivierung in den Nukleus transportiert, um dort die
Genexpression zu regulieren. Die Stimulation von STAT3 erfolgt Gber extrazellulare Zytokine,
die Uber die Rezeptor-assoziierte Tyrosin Kinase, Janus-Kinase, zu einer Dimerisierung von
STAT3 im Zytoplasma fuhren. Diese Dimere werden anschlieRend in den Nukleus
transportiert [164]. Die Expression von C-MYC und STAT3 war nach dreiwdchiger Cuprizone-
Intoxikation am hochsten. Nach einer flnfwochigen Cuprizone-Intoxikation nahm die
Expression dieser Proteine wieder ab. Die Expression von VCAM1 war erst nach funf Wochen
am hochsten. TNFRSF1A-positive Zellen wiesen kein eindeutiges zellulares Farbemuster auf,
was eine Quantifizierung der Zellzahl erschwerte. Trotzdem war der Unterschied der
TNFRSF1A-Expression zwischen Kontrollmausen und Mausen nach funf Wochen Cuprizone-
Intoxikation deutlich. In zuklnftigen Projekten kénnte die TNFRSF1A-Expression mit weiteren
Quantifizierungsmethoden untersucht werden. Man koénnte zum Beispiel durch
densitometrische Methoden die Unterschiede der Intensitdt der Immunreaktivitat zwischen
den verschiedenen Gruppen quantifizieren und somit Ruckschlisse auf die Expression der

Proteine ziehen.

Die durch RT-rtPCR auf mMRNA-Ebene erhobenen Daten bestdtigen unsere
immunhistochemischen Ergebnisse. In den immunhistochemischen Farbungen konnten wir
eine Expressionsinduktion der Proteine C-MYC-, STAT3-, VCAM1- und TNFRSF1A sehen.
Entsprechend zeigte sich in den RT-rtPCR eine Expressionsinduktion der Gene C-Myc, Stat3,
Vcaml und Tnfrsf1A. Die mRNA-Quantifizierung verdeutlichte, dass die mRNA-Konzentration
der vier untersuchten Gene in den 1-Woche-Cup-Mausen am hdchsten war. Da die mRNA-
Bildung Voraussetzung fur die Proteinexpression ist, ist es nachvollziehbar, dass die Induktion
auf mMRNA-Ebene nach einer kiirzeren Intoxikationszeit auftritt und die Proteinexpression erst
nach einiger Zeit ihr Maximum erreicht. In diesem Zeitintervall wird die mRNA translatiert und
die Proteine werden synthetisiert. Das Zeitintervall zwischen RNA- und Proteinsynthese
betragt einige Minuten bis Stunden [165]. In diesem Projekt wurde anhand der RT-rtPCR-
Analysen beobachtet, dass die mRNA-Expression von C-Myc und Stat3 nach einer Woche
Cuprizone-Intoxikation am hdchsten war und ab der dritten Woche abnahm. Die
immunhistochemischen Analysen zeigten jedoch, dass die Expression der entsprechenden
Proteine erst nach drei Wochen Cuprizone-Intoxikation am starksten war. Dementsprechend
lasst sich diese Latenz dadurch nicht erklaren. Erwahnenswert ist jedoch, dass in diesen
Versuchen die mRNA- und die Proteinexpression nach 2 Wochen Cuprizon-Behandlung nicht

untersucht wurden. Demzufolge kdnnen wir nicht ausschlieen, dass die Proteinexpression
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nach zwei Wochen Cuprizon-Behandlung ihren maximalen Wert erreichte und eventuell in der
dritten Cup-Woche schon abnahm. Das wiirde bedeuten, dass die Latenz zwischen mRNA-
und Proteinexpression geringer ist und konnte diese scheinbar widerspriichlichen
Beobachtungen erklaren. Um diese Problematik dementsprechend besser beurteilen zu
kénnen, sollten die mRNA- und Proteinexpression bei einer zweiwdchigen mit Cuprizone
behandelten Mausegruppe untersucht werden. Auch die Tatsache, dass die VCAM1-
Proteinexpression nach finf Cup-Wochen die hochsten Werte erreichte, obwohl die Vcam1-
MRNA nach einer Woche Cuprizone-Intoxikation am hdchsten war, kann nicht eindeutig
erklart werden. Man konnte deswegen die Expression dieser Gene mit weiteren Methoden
untersuchen und sie mit den vorherigen Ergebnissen vergleichen. Eine mégliche Methode ist
die In-situ-Hybridisierung, bei der die entsprechende mRNA eines Gens auf Gewebeschnitten
dargestellt werden kann. Dadurch kénnte geprift werden, ob die Ergebnisse der RT-rtPCR

mit denen der In-situ-Hybridisierung tbereinstimmen.

Des Weiteren konnten wir in diesem Projekt zeigen, dass diese Gene auch in anderen
toxischen Demyelinisierungsmodellen erhoht exprimiert werden. Die Proteinexpression von
C-MYC und STAT3 wurde auch in den LPC-behandelten M&ausen im Vergleich zur
Kontrollgruppe induziert. Im LPC-Modell findet primér eine lokale Demyelinisierung statt.
Sekundar kommt es zu einer erhohten Immunreaktivitdt mit einer peripheren

Immunzellrekrutierung [71, 78].

Anhand unserer Experimente konnten wir darlegen, dass die Expression der
Transkriptionsfaktoren C-MYC und STAT3 an zwei unterschiedlichen MS-Modellen, dem
Cuprizone- und dem LPC-Modell, induziert wird. Dies weist auf eine mogliche Beteiligung
dieser Transkriptionsfaktoren an der MS-Pathogenese hin. Im nédchsten Schritt haben wir
untersucht, in welchen Zellen des ZNS C-MYC und STAT3 exprimiert werden. Durch
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen konnten wir nachweisen, dass STAT3 in GFAP-
positiven Astrozyten und C-MYC in IBAl-positiven Mikroglia exprimiert werden. Die
Beobachtung, dass STAT3 in Astrozyten exprimiert wird, stimmt mit vorherigen
Studienergebnissen lberein [166, 167]. Weitere Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass
STAT3 auch in Mikroglia exprimiert wird [166]. Diese Resultate sollten in zukinftigen
Projekten zum Beispiel mit Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen gegen STAT3 und den
Mikroglia-Marker IBA1 tberprift werden. Die Expression von C-MYC in Mikroglia wird auch
in der Datenbank von Zhang et al. bestatigt [168]. Die Kolokalisation von C-MYC-positiven
Zellen und IBA1-positiven Mikroglia betrug allerdings nur 7,61 % aller IBAl-positiven
Mikroglia. Man konnte in weiteren Projekten eine Kolokalisation von C-MYC-positiven Zellen
mit anderen Mikroglia-Markern untersuchen. Ein Beispiel wére das Transmembranprotein 19

(TMEM119), ein Marker, der im Gegensatz zu IBAL nur in Mikroglia und nicht in Makrophagen
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exprimiert wird [169]. In unseren Experimenten wurde keine Kolokalisation von C-MYC-
positiven Zellen, weder mit GFAP-positiven Astrozyten noch mit OLIG2-positiven
Oligodendrozyten, festgestellt. Die Frage, in welchen weiteren Zellen C-MYC exprimiert wird,
bleibt somit unbeantwortet. Laut Magri et al. wird C-MYC in proliferierenden
Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimiert [170]. Die Differenzierung dieser Zellen zu reifen
Oligodendrozyten geht mit einer Herunterregulierung des Transkriptionsfaktors C-MYC
einher. Des Weiteren konnten die Autoren zeigen, dass eine Inhibierung des C-MYC die
Differenzierung der Oligodendrozytenvorlauferzellen férdert. Diese Inhibierung war aber nicht
ausreichend, um eine vollstandige Reifung der Oligodendrozyten hervorzurufen. Die
Proliferation von Oligodendrozytenvorlauferzellen im Corpus Callosum beginnt in den ersten
Wochen nach einer Cuprizone-induzierten Demyelinisierung und erreicht nach drei bis vier
Wochen ihr Maximum [171, 172]. Dieser Verlauf korreliert mit der beschriebenen C-MYC-
Proteinexpression beim Cuprizone-Modell. In Anbetracht dessen kénnte die Beobachtung von
Magri et al. die Expressionsinduktion von C-MYC im Cuprizone-Modell erklaren. Es bleibt
allerdings ungeklart, warum bei der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen C-MYC und
OLIG2 keine Kolokalisation feststellbar war. Da OLIG2 ein Marker der
Oligodendrozytenvorlauferzellen und der reifen Oligodendrozyten ist, wirde man eine
Kolokalisation von C-MYC- und OLIG2-positiven Zellen erwarten [173]. In zuklnftigen
Projekten konnte diese Kolokalisation mit anderen Markern erforscht werden, die spezifischer
fur Oligodendrozytenvorlauferzellen sind. Des Weiteren kdnnte die Expression von C-MYC in
einer Oligodendrozytenvorlauferzellkultur untersucht werden. Sollte die Inhibierung von C-
MYC eine Differenzierung zu reifen Oligodendrozyten fordern, kdnnte eine medikamenttse
Inaktivierung von C-MYC zum Beispiel durch stapled peptides positive Wirkungen auf die
Remyelinisierungsprozesse in MS-Lasionen haben. Stapled peptides sind zellgangige
Molekiile, die intrazellular Protein-Protein-Interaktionen regulieren kdénnen [174].
Dementsprechend kdnnten sie auch die Wirkungen des Transkriptionsfaktors C-MYC
inhibieren. Die genauere Erforschung der Funktion von C-MYC ist daher von hoher

Bedeutung.

4.1.2 Die Rolle von C-MYC und STAT3 in der inflammatorischen Komponente
der MS-Pathogenese

Im vorliegenden Projekt wurde die Expression von C-MYC und STAT3 auch im Cup/EAE-
Modell untersucht. In diesem sind perivaskulare Infiltrate zu finden, in denen die peripheren
Immunzellen, hauptsachlich T-Zellen und Makrophagen, von den Blutgefaf3en in das ZNS
wandern [31]. Wir konnten zeigen, dass C-MYC und STATS3 in den perivaskularen Infiltraten
verstarkt exprimiert werden. Das deutet darauf hin, dass diese Proteine in peripheren

Immunzellen exprimiert werden und bei deren Rekrutierung in das ZNS von Bedeutung sind.
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Diese Annahme stimmt mit vorherigen Studienergebnissen uberein, da diese Proteine als
Immunzell-assoziierte Proteine beschrieben wurden [11]. Es wurde weiter untersucht, ob
STAT3 in CD3-positiven T-Lymphozyten exprimiert wird. In Ubereinstimmung mit vorherigen
Studien konnten wir keine Kolokalisation zwischen STAT3- und CD3-positiven Zellen finden
[166]. Daher bleibt aktuell die Frage offen, in welchen peripheren Immunzellen, C-MYC und

STATS3 exprimiert werden.

4.1.3 Ausblick

Zusammenfassend konnte in diesem Projekt anhand unterschiedlicher MS-Modelle gezeigt
werden, dass die untersuchten Gene, C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla, sowohl in
peripheren Immunzellen als auch in Gliazellen exprimiert werden. Werden diese Gene in
Gliazellen exprimiert, kdnnten die h&aufig beobachteten Varianten dieser Gene zu einer
Dysregulation der Gliazellen fuhren, die der Ursprung der MS-Pathogenese sein kdnnte. Die
Stérung der regelhaften Funktion von Gliazellen kénnte in einer Aktivierung dieser Zellen
resultieren, wie sie auch histopathologisch in den MS-Lasionen zu finden ist. Die
Dysregulation und die Stérung des regelhaften Milieus im ZNS kénnten als Stimulus fir die
sekundare Rekrutierung von peripheren Immunzellen in das ZNS fungieren. Diese Annahme
stimmt auch mit den Studienergebnissen von Scheld et al. tiberein, die zeigen konnten, dass
gehirnintrinsische Prozesse im ZNS die Rekrutierung von Leukozyten und somit die Bildung
von inflammatorischen Lasionen hervorrufen kénnen [31]. Somit wird die ,Inside-out'-

Hypothese gestiitzt.

Des Weiteren sollte in zuktlinftigen Projekten die Funktion dieser Gene untersucht werden, um
somit eine bessere Vorstellung davon zu bekommen, welche Prozesse durch die Varianten
betroffen sind. Dafur konnte man Knock-out-M&use benutzen. Diese Mause entstehen durch
eine genetische Manipulation in embryonalen Stammzellen. Dadurch werden bestimmte Gene
inaktiviert. Durch Vergleich der Knock-out- und der Kontrolimause kdnnten die Unterschiede
in der Genexpression und die klinische Symptomatik zwischen den zwei Mausegruppen
untersucht werden. AuRerdem kdnnte man durch spezifische Inhibition der untersuchten
Proteine deren Funktion genauer erforschen. Ein Beispiel dafir ist Stattic, ein Molekul, das
spezifisch STAT3 inaktivieren kann [175]. Ein weiteres Verfahren zur Erforschung der
Proteinfunktion ist die Anwendung von Antisense-Oligonukleotiden. Diese sind
einzelstrangige Nukleinsauresequenzen, die komplementar zur mRNA des Zielgens sind.
Durch eine komplementare Bindung an die mRNA wird die Expression des Zielgens inhibiert
[176].
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4.2 Die Astrozyten in der MS-Pathogenese

Astrozyten bilden die grof3te Gliazellpopulation im ZNS. lhre Rolle in der MS-Pathogenese ist
noch nicht eindeutig geklart. Sie spielen eine bedeutende Rolle in der Induktion der
inflammatorischen Reaktion in den MS-Lasionen. Durch eine Sekretion des Chemokins MCP-
1 induzieren sie eine Immunzellrekrutierung [37, 177, 178]. Des Weiteren regulieren sie die
Invasion der peripheren Immunzellen in das ZNS, indem sie die Adhasion dieser Zellen an
postkapillaren Venolen ermdéglichen [179]. Zudem induzieren sie die Zytokinsynthese in den

T-Lymphozyten [48].

In den bisherigen Studien wurden sowohl positive als auch negative Auswirkungen einer
Astrogliose in der Progression von ZNS-Lasionen beschrieben. Die Frage, ob eine Astrogliose
zur MS-Pathogenese beitragt oder erst reaktiv nach der Demyelinisierung entsteht, bleibt
jedoch noch unbeantwortet. Parratt und Prineas haben Lasionen von Neuromyelitis optica
(NMO) - Patienten untersucht. NMO ist eine demyelinisierende Erkrankung des ZNS, die sich
hauptséchlich im Nervus opticus und im Rickenmark manifestiert. Sie konnten anhand von
NMO-Lasionen zeigen, dass ein Verlust von Astrozyten vor der Demyelinisierung von Axonen
stattfindet [180]. Auch Sharma et al. haben gezeigt, dass eine Dysregulation von Astrozyten
einer Demyelinisierung vorausgeht [40]. Weiterhin haben Blakemore et al. gezeigt, dass das
Vorhandensein von Astrozyten in einer demyelinisierten Lasion die Remyelinisierung durch
Oligodendrozytenvorlauferzellen verhindert [181]. Laut Robinson et al. konnte eine
astrozytdre Narbe diese Remyelinisierung verhindern. Aus den Ergebnissen dieser
Forschungsgruppe kann abgeleitet werden, dass Astrozyten die axonalen Schaden in MS-
Lasionen vorantreiben. Mit der Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies schadigen sie die
neuronalen Mitochondrien und verursachen eine Dysregulation des neuronalen Metabolismus
[39]. Auch Wang et al. konnten durch die Untersuchung von Lasionen in einem EAE-Modell
eine Assoziation zwischen dem Ausmal} von axonalen Schaden und einer reaktiven

Astrogliose zeigen [182].

Im Gegensatz dazu wird den Astrozyten aber auch eine remyelinisierungsférdernde Funktion
zugeschrieben. Laut Faulkner et al. haben Astrozyten eine essenzielle Funktion in der
Regeneration des ZNS-Gewebes nach einer Riickenmarksverletzung [183]. Das Fehlen von
reaktiven Astrozyten nach einer Rickenmarksverletzung fihrt zu einer aggravierten
inflammatorischen Reaktion, einer verstarkten Demyelinisierung und einer gestdrten
Wiederherstellung der Blut-Hirn-Schranke. Laut Williams et al. sezernieren reaktive
Astrozyten in MS-Lasionen Chemokine, mit denen sie Oligodendrozytenvorlauferzellen
rekrutieren [43]. Des Weiteren haben Talbott et al. in ihrer Arbeit gezeigt, dass eine
Remyelinisierung durch Oligodendrozytenvorlauferzellen nur bei Vorhandensein von

Astrozyten moglich ist [184]. Wie in der Ubersichtsarbeit von Cregg et al. beschrieben, bilden
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Astrozyten nach einer Lasion im ZNS eine Glianarbe, die eine Verbreiterung der Inflammation
in das umgebende gesunde Gewebe verhindert, aber gleichzeitig auch die Regeneration des
Gewebes erschwert [185]. Das Verstandnis der Rolle von Astrozyten in der MS-Pathogenese
ist dementsprechend ein wichtiger Parameter fir die Entwicklung von Medikamenten, die eine
Progression der Erkrankung aufhalten konnen.

In diesem Projekt wurde die Expression der Gene C-Myc, Stat3, Vcam1 und TnfrsflA in einer
stimulierten Astrozytenkultur untersucht. Es wurde beobachtet, dass Stat3, Vcaml und
Tnfrsfla in aktivierten Astrozyten im Vergleich zu nichtstimulierten Astrozyten vermehrt
exprimiert werden. Bei der C-Myc-Expression wurde Kkein Unterschied zwischen

unbehandelten und stimulierten Astrozyten beobachtet.
4.2.1 Die Rolle von STAT3 in der Funktion von Astrozyten

Die Beobachtung, dass Stat3 in Astrozyten exprimiert wird, stimmt mit den Ergebnissen dieses
Projektes im Cuprizone-Modell tberein. Durch die Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen
konnten wir nachweisen, dass STAT3-positive Zellen mit GFAP-positiven Astrozyten
kolokalisiert sind. Diese Annahme wird auch durch weitere Forschungsgruppen belegt [186].
In den Experimenten von Gautron et al. und Liu et al. wurde die Induktion der Stat3-Expression
in Astrozyten nach einer LPS-Stimulation bestatigt [187, 188]. Wie Ceyzeriat et al. in ihrer
Ubersichtsarbeit beschrieben haben, ist STAT3 ein relevanter Induktor der astrozytaren
Reaktivitdt nach einer ZNS-L&asion [189]. Die essenzielle Rolle von STAT3 in Astrozyten
haben auch Herrmann et al. in ihren Experimenten dargestellt. Sie zeigten, dass Astrozyten,
denen das Stat3-Gen fehlt, in ihren Funktionen beeintrachtigt sind. Die Merkmale einer
Astrogliose, wie die Hypertrophie der Zellen und die Bildung von Glianarben nach einer
Ruckenmarksverletzung, waren in diesen mutierten Astrozyten nur in eingeschranktem MaR3e
zu sehen [190, 191]. Auch Oliva et al. konnten anhand eines Schéadel-Hirn-Trauma-Modells
zeigen, dass ein solches Trauma die Aktivierung und Expression von Stat3 in Astrozyten
induziert [192]. Angesichts der Tatsache, dass das Fehlen von Stat3 eine Astrogliose
verhindert und diese an der MS-Pathogenese beteiligt sein koénnte, kdnnte eine

medikamentdse Inaktivierung von STAT3 protektiv in der MS-Pathogenese wirken [193].
4.2.2 Die Rolle von VCAML1 in der Funktion von Astrozyten

Wie von Blakemore beschrieben, werden Astrozyten in der Cuprizone-induzierten
Demyelinisierung stimuliert [56]. In den aktivierten Astrozyten wird dementsprechend die
Expression von Proteinen hochreguliert, die an den Demyelinisierungsprozessen beteiligt
sind. Unsere Annahme war, dass VCAM1 auch eines dieser Proteine ist. Wir haben
beobachtet, dass die Expression von VCAML1 im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation zunimmt.

Des Weiteren ist die Morphologie der VCAM1-positiven Zellen &hnlich zur Morphologie der
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Astrozyten. Sowohl VCAM1-positive Zellen als auch Astrozyten haben einen grof3en, hellen
Zellkern und lange Fortsatze. Zudem haben wir anhand der Astrozytenkulturen beobachtet,
dass die Vcaml-mRNA-Expression nach einer Stimulation der Astrozyten induziert wird.
Zusammenfassend weisen all diese Beobachtungen darauf hin, dass VCAML1 in stimulierten
Astrozyten exprimiert wird. Forschungsergebnisse weiterer Arbeitsgruppen bestéatigen die
Annahme, dass VCAML1 von Astrozyten exprimiert wird [168, 194, 195]. Rosenmann et al.
haben anhand einer humanen Astrozytenkultur gezeigt, dass durch Zytokine stimulierte
Astrozyten VCAML1 exprimieren. Die Induktion von VCAM1 wurde vor allem bei der Stimulation
der Astrozyten mittels IFN-y und TNF-a beobachtet. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
unseres Projektes haben sie aber keine Induktion der VCAM1-Expression bei der Stimulation
der Astrozyten mittels LPS beobachtet [196]. In zukinftigen Projekten sollte die Kolokalisation
von VCAM1-positiven Zellen und Astrozyten mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen

untersucht werden.

Laut Miyamoto et al. wird VCAM1 in Oligodendrozyten exprimiert und ist in den Prozessen
der Oligodendrozytendifferenzierung sowie der Myelinisierung beteiligt [197]. Diese
Behauptung widerspricht aber auf den ersten Blick der Beobachtung, dass die Expression von
VCAM1 im Verlauf der Cuprizone-Intoxikation zunimmt, wahrend der es zu einer
Oligodendrozytenapoptose kommt [55, 198]. Somit wirde man erwarten, dass die Expression
von VCAML1 auch abnimmt, da die Oligodendrozytenanzahl sinkt. Es ist wiederum bekannt,
dass zwischen der dritten und fuinften Woche einer Cuprizone-Behandlung die Anzahl der
Oligodendrozytenvorlauferzellen zunimmt [55, 60]. Die erhohte VCAM1-Expression kdnnte
sich daher durch die Zunahme an Oligodendrozytenvorlduferzellen erklaren lassen. Des
Weiteren ist eine teilweise Remyelinisierung nach sechs Wochen Cuprizone-Intoxikation
beschrieben [199]. Wenn VCAM1 im Myelinisierungsprozess beteiligt ist, kdnnte die Zunahme
der VCAM1-Expression ein Zeichen einer Remyelinisierung sein. Diese Hypothese sollte in
weiteren Experimenten genauer betrachtet werden. Eine Beteiligung von VCAM1 an den
Remyelinisierungsprozessen kénnte einen mdglichen pharmakologischen Angriffspunkt zur

Forderung der Remyelinisierung bei MS-Lasionen darstellen.
4.2.3 Die Rolle von TNFRSF1A in der Funktion von Astrozyten

Da TNFRSF1A-positive Zellen in den immunhistochemischen Farbungen dieses Projektes
kein klares zellulares Farbemuster aufwiesen und sie deswegen nicht eindeutig identifizierbar
waren, konnten wir anhand der immunhistochemischen Farbungen keine Schlussfolgerungen
beziglich ihrer Morphologie ziehen. Die Ergebnisse der Astrozytenkulturen haben aber
gezeigt, dass TNFRSF1A in aktivierten Astrozyten exprimiert wird. Die Expression von
TNFRSF1A in Astrozyten wurde auch durch Studienergebnisse anderer Forschungsgruppen

belegt [200, 201]. Gimenez et al. haben in ihren Experimenten gezeigt, dass TNFRSF1A
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essenziell fur die Expression von VCAM1 in Astrozyten ist und somit die Invasion von
peripheren Immunzellen in das ZNS reguliert [194]. Infolgedessen kdnnte eine Inhibierung
dieses Rezeptors die Invasion von peripheren Immunzellen in das ZNS steuern. Das Tnfrsfla-
Gen scheint auch eine Rolle bei der MS-Pathogenese zu spielen. Im Rahmen von GWAS
wurde festgestellt, dass bei MS-Patienten der Einzelnukleotid-Polymorphismus rs1800693
des Tnfrsfla gehauft auftritt [27]. Bei diesem Polymorphismus wurde das Fehlen von Exon 6
beschrieben. Die Variante verursacht eine strukturelle Veranderung des TNFRSF1A-Proteins
mit einer modifizierten extrazellularen Doméane und fehlenden transmembranaren und
intrazellularen Doméanen. Ohne die intrazellulare Doméne des Proteins ist die Weiterleitung
von extrazellularen Signalen in den intrazellularen Bereich nicht mdglich. Somit kénnen die
Funktionen von TNFRSF1A, wie die Induktion einer Apoptose, nicht erfolgen. Stattdessen
entsteht durch diesen Polymorphismus nur die l6sliche Variante des Proteins, die
antagonistisch gegen TNFa wirkt. In friheren Studien wurde untersucht, welche Wirkung ein
TNFa-Blocker auf die MS-Pathogenese ausiibt. Das Ergebnis dieser Medikation war eine
Exazerbation der MS-Schiibe. Der Mechanismus des Polymorphismus rs1800693 &hnelt dem
des TNFa-Blockers — in beiden Fallen wird TNFa inaktiviert. Diese Beobachtung kdnnte die
Exazerbationen unter dieser Medikation erklaren [202]. In Einklang mit diesen Beobachtungen
stehen auch die Studienergebnisse von Kassiotis und Kollias, die gezeigt haben, dass TNFa
auch eine immunsuppressive Rolle einnimmt und relevant fur die Einschrankung der
Autoimmunitat ist. Somit fuhrt eine Inaktivierung dieses Faktors zu einer aggravierten
inflammatorischen Reaktion [203]. In Anbetracht all dessen ware es deshalb eine mdgliche
Uberlegung, den Rezeptor TNFRSF1A zu inaktivieren und somit die Bindung von TNFa an
TNFRSF1A zu hemmen und dadurch eine Dysinhibition von TNFa zu erzielen. Die
Dysinhibition von TNFa kénnte eine gegensatzliche Wirkung zum TNFa-Blocker aufweisen
und demnach die Exazerbationsrate senken. Es wurde auch gezeigt, dass eine Inaktivierung
von TNFRSF1A die Entwicklung einer EAE hinauszotgert und die Symptomatik reduziert [204,
205]. Das gibt einen zusatzlichen Hinweis darauf, dass die Inaktivierung des TNFRSF1A-

Rezeptors mittels eines Blockers protektiv in der MS-Pathogenese wirken kénnte.

Die Tatsache, dass C-Myc nicht in Astrozyten exprimiert wird, stimmt mit den Ergebnissen der
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen tberein, da dort keine Kolokalisation zwischen GFAP-

positiven Astrozyten und C-MYC-positiven Zellen festgestellt wurde.
4.2.4 Limitationen und zukinftige Projekte

Eine Limitierung der In-vitro-Untersuchungen liegt darin begriindet, dass die exprimierten
Gene von kultivierten Astrozyten nicht 100%ig mit den exprimierten Genen von In-vivo-
Astrozyten Ubereinstimmen. Die Expression dieser Gene kdnnte in weiteren Experimenten in

In-vivo-Astrozyten untersucht und mit den jetzigen Ergebnissen verglichen werden [195].
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Erwdhnenswert ist zudem, dass in der primadren Astrozytenkultur auch einige Mikroglia
enthalten waren. Dementsprechend kann eine Expressionsinduktion von Mikroglia nicht
komplett ausgeschlossen werden.

In zukunftigen Projekten sollte die Expression der Gene C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsf1A
auch in Mikrogliakulturen erforscht werden. Gemalf vorherigen Studienergebnissen werden
sowohl STAT3 als auch TNFRSF1A in Mikroglia exprimiert [166, 168]. Mit Hilfe einer
Mikrogliakultur konnte man diese Annahme Uberprifen. Zudem kénnte erforscht werden, ob
die Ergebnisse der immunhistochemischen Doppelfarbung gegen C-MYC und IBA1 auch mit
den Ergebnissen der Mikrogliakultur Ubereinstimmen und ob tatsachlich C-MYC in Mikroglia
exprimiert wird. Zrzavy et al. haben eine Dysregulation von Mikroglia in aktiven MS-L&asionen
beschrieben [206]. AuBerdem wurde im Rahmen von GWAS ein verandertes
Genexpressionsprofil von Mikroglia in MS-Patienten beschrieben [28]. Sollten die
untersuchten Gene in den Mikroglia exprimiert werden, kénnten die Varianten dieser Gene
eine Erklarung fir die Dysregulation der Mikroglia in der MS-Pathogenese sein. Einen
ahnlichen Mechanismus haben auch Scott-Hewitt et al. erforscht. Sie haben untersucht,
welche Auswirkungen eine heterozygote Deletion des Galactocerebrosidase-Gens (Galc) auf
die De- und Remyelinisierungsprozesse hat. GALC wurde wie auch C-MYC, STAT, VCAM1
und TNFRSF1A im Rahmen von GWAS als ein MS-assoziiertes Protein beschrieben. Laut
Scott-Hewitt et al. fuhrt eine heterozygote Galc-Deletion zu einer verzdgerten
Remyelinisierung und einer verénderten Mikroglia-Morphologie [207].

4.2.5 Fazit

Zusammenfassend konnten wir in diesem Projekt zeigen, dass die Gene Stat3, Vcam1 und
Tnfrsfla in aktivierten Astrozyten verstarkt exprimiert werden. Im Rahmen von GWAS wurde
nachgewiesen, dass diese Gene mit der MS-Pathogenese assoziiert sind. Die Tatsache, dass
die Expression dieser Gene in den stimulierten Astrozyten induziert wird, weist auf die
Beteiligung der Astrozyten in der MS-Pathogenese hin. Die Expression der Gene, die gehauft
bei MS-Patienten Varianten aufweisen, kdnnte die regelhafte Funktion der Astrozyten in der
Regulation des ZNS-Milieus beeintrachtigen. Diese Dysregulation kénnte als Stimulus fur die
Aktivierung des Immunsystems fungieren und sekundéar eine periphere Immunzellrekrutierung

induzieren.

Nachdem wir zeigen konnten, dass die Gene Stat3, Vcaml und Tnfrsfla in stimulierten
Astrozyten exprimiert werden, stellt sich als Nachstes die Frage, welche Funktionen diesen
Genen in den Astrozyten zukommt. Nur so werden wir verstehen kdnnen, welche
Mechanismen in der Physiologie der Astrozyten durch diese genetischen Varianten

beeintrachtigt werden. Diese Mechanismen kdnnten als Ansatzpunkt der Forschung fur die
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MS-Therapie fungieren. Daflir kénnte man die Expression dieser Gene herunterregulieren und
dabei die veranderten Funktionen der Astrozyten betrachten. Die Expression der Gene kdnnte
mittels der siRNA (engl. short interfering RNA) -Technologie herunterreguliert werden. siRNAs
sind RNAs, die an komplementdre mRNAs binden und sie zerstéren oder ihre Translation
verhindern. Somit wird die Expression des Gens, das zu dieser mRNA transkribiert wird,
verhindert [208]. Diese Technologie kdnnte an Astrozytenkulturen erprobt werden, um damit
das Verhalten der Astrozyten unter Abwesenheit der Gene Stat3, Vcaml oder Tnfrsfla zu

untersuchen.

Bis heute sind im Rahmen von GWAS schon Uber 200 Gene identifiziert worden, die mit der
MS-Pathogenese assoziiert sind [26]. In diesem Projekt wurden reprasentativ vier Gene aus
dieser Liste untersucht. In zukinftigen Projekten sollte man auch weitere Gene in diesen MS-

Modellen untersuchen und deren Funktion weiter erforschen.

Die Untersuchungen dieses Projektes wurden an Gehirnen von Mausen durchgefiihrt, bei
denen durch unterschiedliche Methoden die MS-Pathologie modelliert wurde. Die bis heute
verwendeten MS-Modelle haben aber Grenzen und kdnnen nur Teilaspekte der wirklichen
MS-Pathologie im murinen ZNS-Gewebe widerspiegeln. Deshalb ist es relevant, die
erforschten Ergebnisse auch in humanem ZNS-Gewebe zu uberprifen. Man konnte dafur

humanes postmortales Material von MS-Lasionen untersuchen.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Klarung der Pathogenese der MS eine grol3e
klinische Relevanz aufweist. Zurzeit beruhen die meisten Therapien auf der ,Outside-in‘-
Hypothese und sind deshalb auf das Immunsystem sowie die Bekampfung von dessen
Dysregulation ausgerichtet. Wenn die MS-Pathogenese jedoch primar durch
gehirnintrinsische Prozesse erklarbar ist, kann man durch Unterdriickung dieser Prozesse die
Progression der Erkrankung aufhalten. Somit wirde auch die sekundare

Immunzellrekrutierung verhindert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine neuroinflammatorische Erkrankung, die durch
demyelinisierte Herde im Zentralnervensystem (ZNS) gekennzeichnet ist. Im Rahmen der
Demyelinisierung wird eine periphere Immunzellrekrutierung beobachtet. Erkennbar sind in
den betroffenen Gebieten auch ein Absterben von Oligodendrozyten, eine Gliazellaktivierung
sowie ein Verlust von Axonen. Bei MS-Patienten &auf3ert sich die Pathologie in einer
heterogenen Klinik mit motorischen, sensiblen, vegetativen und neurophysiologischen

Stérungen.

Die Pathogenese dieser Erkrankung ist noch nicht eindeutig geklart. Es existieren zwei
gegensatzliche Theorien, die versuchen, sie zu erklaren. Gemaf der ersten Theorie, der
,Outside-in‘-Hypothese, handelt es sich bei der MS um eine Kklassische, primare
Autoimmunerkrankung. Laut dieser Vorstellung fiihrt eine Dysregulation des Immunsystems
zur peripheren Immunzellrekrutierung in das ZNS und infolgedessen zur Demyelinisierung.
Gemal der zweiten Theorie, der ,Inside-out'-Hypothese, handelt es sich bei der MS um eine
primér zytodegenerative Erkrankung, bei der die Pathologie durch das Absterben der
Oligodendrozyten hervorgerufen wird. Diese gehirnintrinsischen Prozesse verursachen

sekundar eine Immunzellrekrutierung in das ZNS.

Im Rahmen von genomweiten Assoziationsstudien wurde gezeigt, dass bestimmte
Genvarianten gehéauft bei MS-Patienten auftreten. Gene, die bei MS-Patienten gehauft
Varianten aufweisen, werden interessanterweise vor allem von Immunzellen exprimiert.
Forscher vermuten, dass durch diese Varianten das Immunsystem von MS-Patienten in seiner
regelhaften Funktion gestort ist. Gehaufte Varianten in diesen Genen werden als Argument

zur Stutzung der ,Outside-in‘-Hypothese herangezogen.

In diesem Projekt wurde im rein zytodegenerativen Cuprizone-Modell untersucht, ob die
Gene, die bei MS-Patienten gehauft Varianten aufzeigen, auch in Gliazellen exprimiert
werden. Dafur haben wir die Expression der Gene C-Myc, Stat3, Vcaml und Tnfrsfla
untersucht. Wir konnten auf mRNA- und Proteinebene zeigen, dass die Expression dieser
Gene induziert wird. Des Weiteren konnten wir nachweisen, dass STAT3 in Astrozyten und
C-MYC in Mikroglia exprimiert werden. Anhand des autoimmunen, inflammatorischen
Demyelinisierungsmodells, Cup/EAE, haben wir festgestellt, dass C-MYC und STAT3 auch in

peripheren Immunzellen exprimiert werden.

Zusammenfassend konnten wir in diesem Projekt zeigen, dass immunrelevante Gene sowohl
in peripheren Immunzellen als auch in Gliazellen exprimiert werden. Die Expression dieser
Gene in Gliazellen weist darauf hin, dass die Varianten eine Dysregulation der Gliazellen

verursachen kdnnten. Die Stdrung ihrer regelhaften Funktion kénnte zu einer Aktivierung des
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Immunsystems mit Immunzellrekrutierung in das ZNS fuhren. Somit wird die ,Inside-out'-

Hypothese gestiitzt.
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VI. Anhang: Materialienliste

190g/L

Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Agarose Standard Roth, Deutschland 3810.3
Arbeitsplatz-Homogenisator, Minilys VWR International, USA 4320274
Atipamezol (Antisedan) Orion Corporation, Finnland
Becherglas VWR, Deutschland 213-1111
Bienenwachs Roth, Deutschland 5830.1
Biscyclohexanonoxaldihydrazon Sigma-Aldrich, Deutschland C9012
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Deutschland A2153
CellTiter-Blue Cell Viability Assay Promega, USA G8080
Chloralhydrat Sigma-Aldrich, Deutschland 15307
Chloralhydrat (fiir Nukleinsaureanalytik) | Roth, Deutschland K318.1
Chloroform CHCI3 Roth, Deutschland 3313.1
Cold water fish skin Gelatin (CWFS) Sigma-Aldrich, Deutschland G7041
DAB Substrat Puffer DAKO, Deutschland K3468
DAB Chromogen [13] DAKO, Deutschland K3468
bisBenzimide H33258 Sigma-Aldrich, Deutschland 14530
DePeX Serva, Deutschland 18243.01
Dulbecco's Modified Eagle Medium Gibco Life Technologies, USA 41966
(DMEM)
dNTP Mix 10 mM Bioline, UK B10-39044
Doppelt destilliertes Wasser (Fur Thermo Fischer, Deutschland 10977035
Cuprizone)
DPBS Gibco Life Technologies, USA 14190169
DTT 0.1 M (Kit) Thermo Fisher Scientific, 280-021
Deutschland
Easy Ladder I, 100 Lanes Bioline, UK BIO-33062
EDTA Sigma-Aldrich, Deutschland 03685
Einbettk&stchen mit Deckel Medite, Deutschland 47-1150-00
Einstreu Abedd Espe Classic; 2,5mm Abedd, Osterreich LTE E-001

Eisessig

Merck KGaA, Deutschland

1.00063.1000

Elite ABC-HRP-Kit

Vector Laboratories, USA

PK6100 RRID AB
2336819

EnVision+ System-HRP Labelled DAKO, Deutschland K4003
Polymer Anti-Rabbit

Eosin Merck KGaA, Deutschland 15935
Eppendorf Pipetten Research plus Eppendorf AG, Deutschland 3120000909
Eppendorf Spitzen 0,1-20pl Eppendorf AG, Deutschland 022492012
Eppendorf Spitzen 2-200pl Eppendorf AG, Deutschland 0030000870
Eppendorf Spitzen 50-1000ul Eppendorf AG, Deutschland 0030000919

Eppendorf Tubes (Eppi’s) 1,5 ml

Eppendorf AG, Deutschland

0030120.086

Eppendorf Tubes (Eppi’s) 2,0 ml

Eppendorf AG, Deutschland

0030120.094

Eselserum Sigma-Aldrich, Deutschland D9663
Ethanol CLN, Deutschland 1006.9025
Ethanol ROTIUPURAN = 99.8%, p.a. Roth, Deutschland 9065.4
Falcon Rérchen Roth, Deutschland N463.1

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco Life Technologies, USA 10500064
Filterpapier Schleicher&Schuell, 549 1/2

Deutschland

Formaldehyd 37% Roth, Deutschland pP733.2
Glykogen (fur Molekularbiologie) Roth, Deutschland 10901393001
Haltungsfutter (Pellets) Ssniff, Deutschland V1534-300
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Hamatoxylin bzw. Hamalaun Sigma-Aldrich, Deutschland H3136-25G
Horizontalschiittler SunLab®, Deutschland SuU1020
Inkubator 26°C Heraeus, Deutschland 50042293
Interferon-yaus der Maus, rekombinant Sigma-Aldrich, Deutschland 14777
Isopentan VWR International, USA 2487229
Kéfig mit Haube und Gitter Tecniplast, Italien IVC-1285L
Kaliumaluminiumsulfat/dodecahydrat Merck KGaA, Deutschland 1042.1000
Ketamin (Nimatek, zur LPC-Injektion) Eurovet Animal Health B.V. NO1AX03
Kryo-Mikrotom (Cryostat) Leica Biosystems, Deutschland CM1950
Lipopolysaccharid Sigma-Aldrich, Deutschland L-4391
Lithium-Carbonat Merck KGaA, Deutschland 5671
Luxol-Fast-Blue MBS Chroma, USA 1328-51-4
Lysophosphatidylcholin Sigma-Aldrich, Deutschland 9008-30-4
Magnetrihrer IKA Labortechnik, Deutschland

Mausfutter ssniff® M-Z Extrudat ssniff, Deutschland V1126-000
Medetomidin (Domitor) Orion Corporation, Finnland

Midori Green Advance Biozym, Deutschland 617004

Mikrowelle

Exquisit, Deutschland

MW WP700j17B-2

Mixer flr Cuprizone

WMF Group, Deutschland

04 1636 0011

M-MLV RT (Kit) Thermo Fisher Scientific, 28025-021
Deutschland

Muse Count/Viability Assay Kit Merck Millipore, Deutschland MCH100102

Nadeln Terumo, Deutschland NN-2719R

NaH,PO, * H,O Merck Millipore, Deutschland 106349

NaH2PO4 * 2 H20 Merck-Millipore, Deutschland 106345

NanoDrop System Thermo Fisher Scientific, 732-2848
Deutschland

NaOH Sigma-Aldrich, Deutschland 041284

NaOH zur pH Einstellung Merck KGaA, Deutschland 1.09137.1000

Natriumjodat Merck KGaA, Deutschland 6525

Nestlets Zoonlab, Deutschland 3097055

Objekttrager fur Cryostat (Menzel- VWR International, USA 631-1310

Glaser Superfrost®)

Paraffin VWR International, USA 1.07158

PBS Dulbecco Pulver ohne Ca/Mg Biochrom, Merck KGaA, L182-50
Deutschland

Penicillin/Streptomycin (PenStrep) Gibco Life Technologies, USA 15140-122

peqGold TriFast Peglab, Deutschland 30-2020

Perjodldsung Chroma, USA 1.00524

pH Meter Xylem Analytics, Deutschland 103642

Poly-D-Lysine Sigma-Aldrich, Deutschland P6407

Primers Sigma-Aldrich, Deutschland

Propanol-2 ROTIUPURAN = 99.8%, p.a. | Roth, Deutschland 6752.4

ACS, ISO

Random Primer Thermo Fisher Scientific, 48190-011
Deutschland

Rinderserum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Deutschland A2153

Ringer-L6sung B.Braun, Deutschland PZN-01471405

Safety Multifly Kanile Sarstedt, Deutschland 85.1637.235

Salzséure Merck KGaA, Deutschland 1.09060.1000

Schiff'sches Reagenz Sigma-Aldrich, Deutschland 3952016

Schlittenmikrotoms Leica Biosystems, Deutschland SM 2000R

Schottflaschen 1000ml/ 2000ml VWR, Deutschland 215-1557/-1558

SensiMix™ SYBR ® & Flurescin KIT Bioline, UK QT615-05
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Shandon Immu-mount Thermo Fisher Scientific, 9990402
Deutschland

Spritze 20ml Braun, Deutschland 4616200V

Spritze 50ml Braun, Deutschland 4616502F

Sucrose Merck KGaA, Deutschland 1.07687

Superfrost-plus-Objekttrager VWR International, USA 631-0108

Taq Polymerase: Biotaq Bioline, UK 21040

Thriller-Thermoinkubationsmischer, Biotechnologie GmbH,

peqlab Deutschland

Tierhduschen Plexx, Holland

Tierkéfig Tecniplast, Italien 1284L.00SUV

TissueTek O.C.T. Compound Sakura Finetek # 4583, Holland | 25608-930

Trichter VWR, Deutschland 221-1730

Trinkflasche Sorte C Tecniplast, Italien

TRIS PUFFERAN, Roth, Deutschland | A-1086

Triton x100 Sigma-Aldrich, Deutschland T8787, 9002-93-1

TrypLE Express Gibco Life Technologies, USA 12604013

Tween 20 Sigma-Aldrich, Deutschland P1379

UltraPure™ DNase/RNase-Free Thermo Fisher Scientific, 10977

Distilled Water (up-H20) Deutschland

Vibratom (Vibration Microtom HM650V Thermo Fisher Scientific,

mit Kihleinheit) Deutschland

Vortex grof3 VF2 IKA Labortechnik, Deutschland

Vortex klein MS1 Minishaker IKA Labortechnik, Deutschland

Warmeschrank (Thermo Electron Heraeus, Deutschland

Corporation)

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30% Roth, Deutschland 8070.4

Xylol Merck KGaA, Deutschland 28975.462

Ziegenserum Vector Laboratories, USA S 1000

Zitronensaure Roth, Deutschland X863.2

Zitronensaure Monohydrat Merck KGaA, Deutschland 1.00244.0500

5x DNA loading Buffer Red Bioline, UK BIO-37068

5X First Strand Buffer (Kit) Thermo Fisher Scientific, 28025-021
Deutschland

10X PCR Buffer, minus Mg Thermo Fisher Scientific, Y02028
Deutschland

50 mM MgCl2 mM Bioline, UK BIO-37026
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