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Zusammenfassung
Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS). Es kommt zur Ausbildung herdférmiger Lésionen im gesamten
ZNS und einem heterogenen klinischen Bild mit Ausféillen entsprechend der jeweiligen
Léasionslokalisationen. Die MS ist vor allem in den nordlichen Industriestaaten eine héaufige
Erkrankung, die vorwiegend Menschen jungen Alters und weiblichen Geschlechts betrifft.
Neuropathologisch weist die MS neben entziindlichen Aspekten auch klassisch
neurodegenerative Aspekte auf. Es kommt beispielsweise zu axonalem Schaden oder Apoptose
von Oligodendrozyten. Der genaue Pathomechanismus der MS ist jedoch unbekannt. Um die
Mechanismen von Entziindung und Neurodegeneration in der MS genauer zu verstehen, bedarf
es der Verwendung von préklinischen Tiermodellen. Mit Hilfe dieser Modelle konnen die
einzelnen Aspekte der heterogenen MS-Pathologie nachgestellt und untersucht werden.

Einer der wichtigsten biologischen Parameter bei der Beurteilung neuroprotektiver Effekte in
préiklinischen MS-Modellen ist die Messung von Gehirnvolumen. Tatséchlich korreliert die
Gehirnatrophie in der MS stérker mit klinischer Behinderung als die in der Breite etablierte
Bestimmung der Lisionslast. Die der Gehirnatrophie in der MS zugrundliegenden
Mechanismen sind jedoch noch wenig verstanden. Einer der Griinde hierfiir ist das Fehlen eines
passenden Tiermodells, das die Gehirnatrophie der MS ausreichend widerspiegelt und ein
genaues Erforschen dieses Aspekts ermdglicht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, das Ausmal} der Gehirnatrophie im Cuprizone-Modell durch
die Verwendung standardisierter histologischer Methoden zu bestimmen. Es wurde die
Methode der design-based Stereologie verwendet, um das Volumen des Kortex, Corpus
callosum und Subkortex des Mausegehirns nach akuter (fiinf Wochen) sowie nach chronischer
(zwolf Wochen) Cuprizone-Intoxikation zu bestimmen. Unsere Untersuchung ergab ein
signifikantes Ausmal} cerebralen Volumenverlusts des Subkortex und des Corpus callosum
nach chronischer Cuprizone-Intoxikation. Nach akuter Cuprizone-Intoxikation konnte dagegen
kein signifikanter Volumenverlust festgestellt werden.

Insgesamt konnten wir im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass das chronische, nicht jedoch das
akute Cuprizone-Modell ein wertvolles Instrument zur Untersuchung subkortikaler
Gehirnatrophie ist. Das chronische Cuprizone-Modell spiegelt somit wichtige Parallelen zur
MS und der dort beobachteten Gehirnatrophie wider, wodurch es ein wichtiges Werkzeug zum
besseren Verstindnis der neurodegenerativen Mechanismen vor allem der progredienten MS-
Formen sein konnte. Es bedarf nun weiterer Studien, um zu erforschen, welche Mechanismen
der Gehirnatrophie innerhalb des Cuprizone-Modells zugrunde liegen und inwiefern diese

pharmakologisch beeinflusst werden konnen.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS). Klassischerweise kommt es zur Ausbildung herdférmiger
Léasionen, in denen es zu Entziindung, Demyelinisierung und axonaler Degeneration kommt.
Das klinische Bild ist sehr heterogen und richtet sich nach den einzelnen oder multiplen
Ausfillen im gesamten ZNS (Goodin, 2014; Nylander & Hafler, 2012; Sand & Lublin, 2013;
Thompson, Banwell, et al., 2018). Die Pravalenz der MS variiert international stark und liegt
bei 50 — 300 Féllen pro 100.000 Einwohner. Die hochste Pravalenz findet sich in den nérdlichen
Industriestaaten, in Nordamerika und Europa (Browne et al., 2014). Allgemein sind Frauen
héufiger betroffen als Ménner (ca. 2:1). Das Erkrankungsalter liegt tiberwiegend zwischen dem
15. und 45. Lebensjahr (Alonso & Hernan, 2008; Goodin, 2014). Klinisch werden die
remittierenden von den progredienten Formen unterschieden. Hierbei kommt es zur
Unterteilung in drei klassische Verlaufsformen (Abbildung 1) (Lublin et al., 2014; Lublin &
Reingold, 1996).

Die héufigste Form (85 %) ist die schubformig remittierende MS (engl. relapsing-remitting
MS; RRMS) (Keegan & Noseworthy, 2002; Weinshenker, 1994). Hierbei kommt es schubweise
zu neu auftretenden neuronalen Dysfunktionen und Lésionen im radiologischen Bild. Die
klinischen Symptome sind vielfdltig und richten sich nach dem Ort der Lésion. Die aktive
Krankheit (,,Schub®) erreicht ein Maximum und geht anschlieend in eine Plateauphase {iber.
In dieser bleiben die vorhandenen Symptome zwar bestehen, es kommt jedoch nicht zu neuen
Beeintrachtigungen. Im Verlauf der folgenden Wochen und Monate kommt es zu einer
Remission mit teilweiser oder vollstindiger Riickbildung der neuronalen Dysfunktionen. Bei
inkompletter Remission kommt es zu einer Akkumulation von Behinderung iiber den
Zeitverlauf der Erkrankung. Die RRMS geht hédufig nach Jahren in eine sekundir progrediente
Form iiber (Bejaoui & Rolak, 2010; Keegan & Noseworthy, 2002). Teilweise werden beim
Erstauftreten aktiver Krankheit mit Verdacht auf MS die Diagnosekriterien der MS trotz
Krankheitsschub nicht ausreichend erfiillt. Dieser Zustand wird als clinically isolated syndrome
(CIS) bezeichnet, die Diagnose MS kann bei entsprechender Entwicklung erst im Verlauf
gestellt werden (Lublin et al., 2014; Miller et al., 2012).

Die sekundir progrediente MS (engl. secondary-progressive MS; SPMS) entsteht aus einer
bestehenden RRMS. Dabei nehmen Frequenz und Intensitdt der Schiibe und Remissionen ab
und es entwickelt sich ein progredienter Krankheitsverlauf. Es kommt zur permanenten, Schub-
unabhingigen Zunahme der klinischen Beeintrichtigung. Der Ubergang von RRMS in SPMS
erfolgt ca. 10 — 20 Jahre nach Krankheitsbeginn (Eriksson et al., 2003). Die Diagnose der SPMS
kann nur retrospektiv gestellt werden, da es keine spezifischen Zeichen fiir einen Ubergang in
die SPMS gibt (Lublin et al., 2014).



1. Einleitung

Etwa 10 % der Patienten zeigen direkt bei Krankheitsbeginn einen primér progredienten
Verlauf (engl. primary-progressive MS; PPMS). Es kommt zur permanenten und
kontinuierlichen Zunahme der klinischen Beeintrdchtigung. Innerhalb dieses Verlaufs kann die
Krankheitsaktivitdt stellenweise schwanken und schneller oder langsamer fortschreiten. Die
Diagnose der PPMS wird anhand des klinischen Bildes und Verlaufs gestellt (Ebers, 2004;
Keegan & Noseworthy, 2002; Koch et al., 2009)

Die MS wird mit einer verlaufsmodifizierenden Therapie (engl. disease-modifying-therapy;
DMT) behandelt. Bei akuten Krankheitsschiiben werden im Rahmen einer Schubtherapie
Glucocorticoide eingesetzt (Galea et al., 2015). Mit Hilfe immunmodulatorischer und
immunsuppressiver Medikamente kann vor allem der Krankheitsverlauf von Patienten mit
RRMS positiv beeinflusst werden (Oh & O’Connor, 2015). Bei progredienten Formen der MS
hat die DMT nur wenig Effekt und kann den Krankheitsfortschritt nicht wirksam beeinflussen.
Hier sind die therapeutischen Optionen noch immer unzureichend (Thompson, Baranzini, et al.,
2018; Wingerchuk & Carter, 2014).

RRMS

SPMS

PPMS

AusmaB klinischer Behinderung

Zeit
Abbildung 1: Schematische Darstellung der klinischen Verlaufsformen der MS

(schubformig remittierende MS; RRMS) schubformiger Krankheitsverlauf mit inkompletten Remissionen.
Zwischen den Krankheitsschiiben kommt es zu einer Plateauphase ohne neu auftretende Symptomatik. Im
Krankheitsverlauf kommt es zu einer Akkumulation klinischer Behinderung. (sekundér progrediente MS;
SPMS) nach schubformigem Beginn der Erkrankung kommt es zu einem Wechsel auf einen chronisch-
progedienten Krankheitsverlauf. (primir progrediente MS; PPMS) primér chronisch-progredienter
Krankheitsverlauf ohne Schiibe oder Remissionen.



1. Einleitung

Die MS ist ein sehr komplexes und heterogenes Krankheitsbild. Die Ursache der Erkrankung
ist noch immer nicht bekannt (Goodin, 2014; Nylander & Hafler, 2012). Eine genetische
Pradisposition scheint jedoch eine Rolle zu spielen. Besonders bestimmte Allele der
Haupthistokompatibilitdtskomplexe (engl. major histocompatibility complex; MHC) Klasse 1
und II, speziell des HLA-DRB1 Gens, sind mit der Krankheit assoziiert (Friese et al., 2008;
Lincoln et al.,, 2005). In Zwillingsstudien wurde fiir monozygotische Zwillinge eine
Konkordanzrate fiir MS von 25-30 % festgestellt. Bei dizygoten Zwillingen betrug die
Konkordanzrate jedoch nur noch 3-5 % und entsprach damit dem normalen Risiko fiir
Geschwister (Sadovnick et al., 1993). Die MS hauft sich innerhalb betroffener Familien. Im
Vergleich zur Normalbevolkerung haben Verwandte ersten Grades ein bis zu siebenfach
erhohtes Erkrankungsrisiko (Nielsen et al., 2005).

Des Weiteren wird die Krankheitsentstehung durch diverse Umweltfaktoren, wie Sonnenlicht,
Infektionen und Tabakrauch, beeinflusst (Franklin & Nelson, 2003). Beispielsweise besteht ein
Zusammenhang zwischen Inzidenz und geografischer Breite. Lander mit groBer Entfernung
zum Aquator haben eine hohere Inzidenz fiir MS als Aiquatornahe Linder (Alonso & Hernén,
2008). Ein moglicher Faktor dabei ist die Sonnenlichtexposition. In Zwillingsstudien wurde
gezeigt, dass eine hohere Sonnenlichtexposition im Kindesalter protektiv wirkt und ein
geringeres Erkrankungsrisiko zur Folge hat (Islam et al., 2007). Als mogliche Erklérung fiir
diesen Effekt werden Unterschiede im Vitamin-D Spiegel herangezogen (Grant, 2006).
Tatsachlich sind hohere Vitamin-D  Spiegel im Blut mit einer verringerten
Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziiert (Munger et al., 2006). Ein weiterer Umweltfaktor in
der Atiologie der MS sind bakterielle und virale Infektionen. Insbesondere die Infektion mit
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) scheint von besonderer Bedeutung zu sein (Ascherio &
Munger, 2007; Thacker et al., 2006). Nahezu alle Patienten mit MS sind seropositiv fiir EBV.
Auflerdem haben Menschen mit aktiver EBV-Infektion oder hohen Antikdrper-Titern ein
erhohtes Risiko an MS zu erkranken (Ascherio & Munger, 2007, 2010; Levin et al., 2005).
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1.2 Das Cuprizone-Modell

Um die Pathologie und das komplexe Bild der MS besser zu verstehen, verwendet man
verschiedene Tiermodelle. Mit Hilfe dieser Modelle konnen einzelne Aspekte der MS, darunter
Entziindung, Demyelinisierung, Remyelinisierung und Neurodegeneration im ZNS, genauer
untersucht werden. Noch gibt es jedoch kein Tiermodell, welches die volle Bandbreite der
klinischen, pathologischen und immunologischen Eigenschaften der MS abbilden kann
(Lassmann & Bradl, 2017). Das am hiufigsten verwendete Tiermodell ist die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Dabei werden den Versuchstieren Proteine der
Myelinscheiden injiziert. Die injizierten Antigene rufen eine systemische Autoimmunreaktion
hervor, bei welcher das Myelin angegriffen wird. Typische Antigene sind das basische
Myelinprotein (MBP), Proteolipid-Protein (PLP), oder Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
(MOG). Das EAE-Modell erzeugt eine akute, chronisch schubhafte, entziindlich-
demyelinisierende Autoimmunerkrankung (Kipp et al., 2009; Kipp, Nyamoya, et al., 2017;
Lassmann, 2007). Weitere wichtige Tiermodelle der MS-Forschung sind die Theilers murine
Enzephalomyelitis (TMEV), bei welchem die Demyelinisierung viral induziert wird sowie das
Lysophosphatidylcholin (LPC)-Modell, welches, wie auch das Cuprizone-Modell, zu den
toxisch demyelinisierenden Modellen gehort (Blakemore & Franklin, 2008; Tsunoda &
Fujinami, 2010). Dariiber hinaus entwickelte unsere Arbeitsgruppe das Cup/EAE-Modell,
welches die toxisch induzierte Demyelinisierung durch Cuprizone-Intoxikation mit einer
darauffolgenden, aktiven EAE-Immunisierung kombiniert (Oleszak et al., 2004; Scheld et al.,
2016).

Das Cuprizone-Modell gehort zu den toxisch-demyelinisierenden Modellen und ermoglicht die
Untersuchung reproduzierbarer akuter und chronischer Demyelinisierung des ZNS sowie
begleitender Remyelinisierungsvorginge (Kipp & Baumgartner, 2011; Praet et al., 2014). Die
Demyelinisierung wird dabei primédr durch eine Degeneration der Oligodendrozyten und nicht
durch einen direkten Schaden am Myelin hervorgerufen (Kipp et al., 2009).

Das Cuprizone (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon, Abbildung 2), ein Kondensationsprodukt
aus Oxalhydrazid und Cyclohexanon, wurde erstmalig 1950 von Gustav Nilsson beschrieben.
Es ist ein Kupfer-Chelator und bildet in Verbindung mit diesem einen auffilligen, blauen
Komplex mit Absorptionsbande um 595 nm (Messori et al., 2007; Nilsson et al., 1950).
Aufgrund der intensiven Féarbung wurde es primér zur quantitativen Bestimmung von
Kupferanteilen verschiedener Proben verwendet. Die erste biomedizinische Anwendung
erfolgte 1966 durch William W. Carlton. Er stellte fest, dass Cuprizone mikroskopische
Lisionen im Gehirn verursacht, welche von Odembildung, Hydrocephalus, Demyelinisierung
und Astrogliose begleitet werden. Carlton versetzte Futter mit unterschiedlichen Mengen
Cuprizone (Anteil 0,2 — 0,5 %) und beobachtete eine dosisabhéngige Wachstumsverzégerung
bei den behandelten Tieren. Hohe Konzentrationen (0,5 %) fithrten vor allem bei jungen Tieren
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zu einer hohen Mortalitdit. Wihrend vier Wochen alte Tiere eine Mortalitdt von 100 %
aufwiesen, betrug die Mortalitédt bei acht Wochen alten Tieren nur 20 %. In seinen Versuchen
nutze Carlton Mause, Ratten und Meerschweinchen (Carlton, 1966, 1967, 1969; Kesterson &
Carlton, 1970).

In den folgenden Jahren wurden vor allem verschiedenste Méausestdmme fiir das Cuprizone-
Modell verwendet, darunter Swiss, Albino, BALB/c, BSVS, CD1, ICI und SJL (Praet et al.,
2014). Neben Dosierung und Dauer der Cuprizone-Intoxikation haben auch Stamm, Alter,
Gewicht und Geschlecht einen erheblichen Einfluss auf den Studienverlauf (Irvine &
Blakemore, 2006; Leopold et al., 2019; Taylor et al., 2009; Valeiras et al., 2014).
Beispielsweise weichen Ort und Stirke der Demyelinisierung bei SJL-Miusen deutlich von der
Pathologie bei C57BL/6-M4iusen ab (Taylor et al., 2009). In einer wegweisenden Arbeit zeigten
Hiremath et al. (1998), dass die Intoxikation von acht bis zehn Wochen alten C57BL/6-Méusen
mit 0,2 % Cuprizone in Normalfutter zu einer stetigen und hoch reproduzierbaren
Demyelinisierung bei gleichzeitig geringer Toxizitét fiihrt. Nach 5 - 6 Wochen wird so eine
vollstdndige Demyelinisierung des medialen Corpus callosum erreicht (Hiremath et al., 1998).
Die vorteilhaften Eigenschaften dieses Verfahrens trugen maf3geblich dazu bei, dass sich der
Versuchsaufbau mit 6 - 9 Wochen alten C57BL/6-Maiusen und die Fiitterung mit 0,2 — 0,3 %
Cuprizone in Normalfutter als hdufigste Form des Cuprizone-Modells etablierte (Gudi et al.,
2014; Kipp & Baumgartner, 2011; Praet et al., 2014).
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Abbildung 2: Strukturformel von Cuprizone (Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)

Im Cuprizone-Modell mit C57BL/6-Miausen gibt es heutzutage zwei standardméBig
angewandte Versuchsabldufe. Fiir das Modell der akuten Demyelinisierung werden die Tiere
tiber fiinf bis sechs Wochen mit 0,2 — 0,3 % Cuprizone in Normalfutter gefiittert. Dabei bilden
sich akute, demyelinisierende Lésionen im ZNS, bestimmte Bereiche des Corpus callosum
werden nahezu vollstindig demyelinisiert. Wird nach Ende der fiinf Wochen wieder auf
Normalfutter umgestellt, erfolgt eine spontane Remyelinisierung der geschidigten Bereiche.
Beim Modell der chronischen Demyelinisierung erfolgt eine prolongierte Cuprizone-Gabe, bei
der die Cuprizone-Intoxikation iiber 12 oder mehr Wochen fortgefiihrt wird. Es entstehen
chronisch demyelinisierte Lidsionen, in denen Remyelinisierungsvorginge deutlich
beeintrachtigt bis komplett erloschen sind (Armstrong, 2007; Harsan et al., 2008; Tansey et al.,
1996; Torkildsen et al., 2008).
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Das Ausmall der De- und Remyelinisierung kann durch verschiedenste Labortechniken
untersucht werden, beispielsweise durch histochemische Farbungen wie der Luxol-Fast-Blue
(LFB) Fiarbung oder durch immunhistochemische Markierung von Myelinbestandteilen wie
MBP oder PLP (Acs et al., 2009; Harsan et al., 2008; Norkute et al., 2009). Anfanglich ging
man davon aus, dass die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung hauptséchlich die weille
Substanz, vor allem das mediale Corpus callosum und den Pedunculus cerebellaris superior
betrifft (Torkildsen et al., 2008). Inzwischen weill man jedoch, dass verschiedenste Strukturen,
auch der grauen Substanz, betroffen sind. Cuprizone-Lisionen finden sich auBBerdem in Kortex
(Gudi et al., 2009; Skripuletz et al., 2008), Cerebellum (Groebe et al., 2009), Hippocampus
(Norkute et al., 2009) und Teilen der Basalganglien (Pott et al., 2009).

Die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung erfolgt nicht durch eine direkte Schidigung des
Myelins, sondern entsteht auf Basis der Degeneration der Oligodendrozyten. Hierbei scheinen
die peripheren Anteile der Oligondendrozyten empfindlicher zu sein als ihre Zellkorper
(Carlton, 1966, 1967; Tansey et al., 1996). Der Wirkmechanismus des Cuprizones und die
Ursache der Schéidigung der Oligodendrozyten ist jedoch noch nicht ausreichend verstanden.
Vor allem mitochondriale Storungen scheinen eine wichtige Rolle in der hervorgerufenen
Pathologie zu spielen. In den Hepatozyten und Oligodendrozyten mit Cuprizone behandelter
Mause konnen Riesenmitochondrien gefunden werden (Blakemore, 1972; Suzuki, 1969). Diese
morphologischen Verdnderungen sind Zeichen metabolischer Storungen der Mitochondrien
(Hoppel & Tandler, 1973). Durch seine Eigenschaft als Kupfer-Chelator beeinflusst Cuprizone
die Kupfer-Homdostase. Dies konnte speziell jene mitochondrialen Enzyme storen, welche
Kupfer als Cofaktor benotigen. Beispielsweise konnte eine Inhibition der Monoaminoxidase
(MAO) bereits drei Tage nach Beginn der Cuprizonegabe festgestellt werden (Kesterson &
Carlton, 1971; Venturini, 1973). Dariiber hinaus zeigte sich in Leber und Hirngewebe eine
Inhibition der Cytochrom-c-Oxidase, deren aufgebauter Protonengradient maligeblicher
Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette und oxidativen Phosphorylierung ist (Venturini,
1973). Weiter findet sich eine verringerte Aktivitdt der Komplexe I, II, III der Atmungskette in
behandelten Oligodendrozytenkulturen sowie isolierten Mitochondrien mit Cuprizone
behandelter Méuse. (Pasquini et al., 2007). Dies verdeutlicht die Stérung speziell des
mitochondrialen Metabolismus und somit des Energiehaushalts der gesamten Zelle.

Eine regelhafte Funktion der Mitochondrien ist fiir Oligodendrozyten von besonderer
Bedeutung, da sie durch ihre hohe Syntheseleistung zur Aufrechterhaltung der Myelinscheiden
einen erhohten zelluldiren Metabolismus und Bedarf an Sauerstoff und Adenosintriphosphat
haben (Bradl & Lassmann, 2010; McTigue & Tripathi, 2008). Interessanterweise konnte keine
Anderung der Enzymaktivitiit festgestellt werden, wenn bereits mit Kupfer chelatiertes
Cuprizone zur Fiitterung verabreicht wurde (Venturini, 1973). Trotzdem wurde durch die
simultane Substitution von Kupfer wihrend der Cuprizone-Intoxikation keine Reduktion der
Toxizitit erreicht (Carlton, 1966, 1967). Moglicherweise ist Cuprizone als Chelator jedoch
nicht selektiv fiir Kupfer, sondern geht auch Komplexe mit anderen Metallen wie Zink, Eisen,
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oder Mangan ein (Hoppel & Tandler, 1973; Venturini, 1973; Zatta et al., 2005). Dadurch
konnten verschiedenste Metalloenzyme in ihrer Funktion gestort werden. Die Aktivitdt der
zinkabhéngigen zytosolischen Carboanhydrase II (CA-II) féllt bei Cuprizone-Intoxikation friih
ab, noch bevor sich eine Demyelinisierung feststellen ldsst (Cammer et al., 1995; Komoly et
al., 1987). Das Enzym ist relevant, um akute Anderungen des pH-Milieus im Gehirn zu puffern.
Storungen der intrazerebralen pH-Homoostase konnen zu Oligodendrozytenstress und Zelltod
fiihren (Kida et al., 2006). AuBBerdem wird vermutet, dass die CA II zur Formation und
Verdichtung des Myelins beitrdgt, da es bei der Myelinisierung im Rahmen der
Gehirnentwicklung aktiviert wird (Delaunoy et al., 1980; Ghandour et al., 1980; Komoly et al.,
1987). Die Cuprizone-Intoxikation fithrt auBerdem zur Aktivierung von Zellen des
angeborenen Immunsystems, speziell von Mikroglia und Astrozyten (Hiremath et al., 1998).
Von diesen Zellen ausgeschiittete, proinflammatorische Zytokine sind mit oxidativem,
metabolischem Stress der Oligodendrozyten und einer Exazerbation der akuten
Demyelinisierung assoziiert. Eine Inhibition der Differenzierung von Oligodendrozyten-
Vorlduferzellen (OPC) ist in diesem Zusammenhang ein weiterer moglicher Wirkmechanismus
der Pathologie durch Cuprizone (Arnett et al., 2001; Pasquini et al., 2007).

In Regionen toxischer Demyelinisierung durch Cuprizone kommt es dariiber hinaus zu
axonalem Schaden. Hierbei findet sich eine Akkumulation von Amyloid-Vorlduferprotein
positiven (APP") Spheroiden innerhalb der Axone, was ein Zeichen eines gestorten
anterograden axonalen Transports ist (Hoflich et al., 2016; Riihling et al., 2018). Allgemein gilt
die durch Cuprizone induzierte Demyelinisierung als unabhéngig von peripheren Immunzellen,
speziell Lymphozyten (Hiremath et al., 2008; Sen et al., 2019; Tejedor et al., 2017).
Beispielsweise sind RAG1-defiziente Méause (engl. recombination activating gene 1) unter
Cuprizone-Intoxikation gleichermalen von Demyelinisierung und Oligodendrozytenschaden
betroffen wie Kontrolltiere (Hiremath et al., 2008). Auch die Integritéit der Blut-Hirn-Schranke
(engl. blood-brain barrier; BBB) bleibt unter Cuprizone-Intoxikation weitestgehend intakt
(Bakker & Ludwin, 1987). Trotzdem kommt es nach Cuprizone-Intoxikation vereinzelt zu einer
Anwesenheit peripherer Immunzellen (McMahon et al., 2002; Remington et al., 2007). Kaddatz
et al. (2021) konnten in ihrer Studie die Einwanderung von CD8-positiven T-Zellen nach
toxischer Demyelinisierung durch Cuprizone feststellen. Sie konnten zeigen, dass die toxische
Demyelinisierung durch Cuprizone ein ausreichend potenter Ausldser fiir die Rekrutierung

peripherer Immunzellen ins ZNS ist.
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1.3 Neuropathologie der Multiplen Sklerose und Parallelen zum Tiermodell

Neuropathologisch zeigen sich bei der MS fokal entziindliche, demyelinisierte Lédsionen in
Gehirn und Riickenmark. Innerhalb dieser kommt es zu einem entziindlichen Infiltrat vor allem
aus T-Zellen und Makrophagen. Es kommt zur Apoptose von Oligodendrozyten, zu axonalem
Schaden und zur Gliose. Der Nachweis von oligoklonalem Immunglobulin G im Liquor der
Patienten sowie die Gadolinium-Aufnahme verschiedener Lasionen lassen auf eine Stérung der
Blut-Hirn-Schranke schlieBen (Popescu et al., 2013). Die genaue Pathophysiologie der MS ist
jedoch noch nicht verstanden (Goodin, 2014; Nylander & Hafler, 2012). Grundsétzlich werden
eine autoimmune Pathogenese oder eine primér neurodegenerative Genese der Erkrankung
diskutiert (Barnett & Prineas, 2004; Baxi et al., 2015; Lucchinetti et al., 2000; Maggi et al.,
2014; Stys et al., 2012).

In detaillierten histopathologischen Studien stellten Lucchinetti et al. (2000) deutliche
interindividuelle Unterschiede im Muster der Demyelinisierung bei MS-Patienten fest. Trotz
Gemeinsamkeiten in der Entziindungsreaktion (Infiltrat aus T-Zellen und Makrophagen,
Zerstorung von Myelin) trennten deutlich heterogene histopathologische Merkmale die
Lisionen in vier verschiedene Subtypen. Wahrend die Lésionen des Typs I und II primér durch
eine deutliche Entziindungsreaktion mit und ohne Ablagerungen von Immunglobulinen und
Komplementfaktoren charakterisiert sind, werden die Lésionen des Typs III und IV vor allem
durch Zeichen der Oligodendrozytendystrophie bzw. Apoptose definiert. Der bei MS-Patienten
am héufigsten vorgefundene Lasionstyp ist Typ II. Jedoch bestehen signifikante Unterschiede
in der Héufigkeit der einzelnen Lasionstypen zwischen akuter MS (Probengewinnung innerhalb
des ersten Jahres nach Krankheitsbeginn) und chronischer MS. Speziell Typ III-Lésionen
finden sich hauptséchlich bei Patienten mit einem Krankheitsverlauf von zwei oder weniger
Monaten bis zur Biopsie bzw. Autopsie (Kipp et al., 2009; Lucchinetti et al., 2000).

Lisionen des Typs III unterscheiden sich durch mehrere Merkmale in besonderem Malle von
Typ I und II-Lasionen (Lucchinetti et al., 2000). Speziell im Modell der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis konnten jedoch bislang keine Verdnderungen gefunden
werden, die dieses histopathologische Muster widerspiegeln. Die Ergebnisse stiitzen die
Annahme, dass die Demyelinisierung bei MS-Patienten mit Lésionen des Typs Il auf einer
funktionellen Stérung der Oligodendrozyten beruht. Die Ursache einer solchen Stérung konnte
moglicherweise eine Infektion oder ein Toxin sein (Kipp et al, 2009). Im toxisch
demyelinisierenden Cuprizone-Modell sind Stérungen der Oligodendrozyten das wesentliche
pathologische Merkmal. Tatsdchlich weist das histopathologische Muster der
Demyelinisierung im Cuprizone-Modell dabei Parallelen zum Muster einer Typ III-Lédsion auf
(Torkildsen et al., 2008). Beispielsweise sind die Lisionen im Cuprizone-Modell nicht um
zentrale Venen angeordnet und ihr Randbereich ist nur unscharf begrenzt (Kipp et al., 2009).
Innerhalb der Regionen aktiver Demyelinisierung kdnnen im Cuprizone-Modell apoptotische
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Oligodendrozyten gefunden werden (Buschmann et al., 2012). AuBlerdem ist in der frithen
Phase der Demyeliniserung das Expressionslevel der MAG mRNA geringer als das Level
anderer Marker fiir Myelin-Protein (Morell et al., 1998).

Grundsétzlich werden mehrere wichtige histopathologische Aspekte der MS im Cuprizone-
Modell gut abgebildet. Es findet sich eine erhohte Dichte von Mitochondrien in
demyelinisierten Axonen sowohl in aktiven MS-Lésionen (Witte et al., 2009), als auch in
Cuprizone-induzierten Lésionen weiller Substanz (Ohno et al., 2014). Weiter zeigt sich eine
selektive Degeneration der inneren Myelin-Lamelle bei anderweitig intakter Myelinscheide,
die sogenannte dying-back oligodendrogliopathy. Diese betrifft primér die distalen Fortsitze
der Oligodendrozyten und wurde sowohl in Léasionen der MS (Rodriguez & Scheithauer, 1994)
als auch im Cuprizone-Modell beschrieben (Johnson & Ludwin, 1981). Ebenso wurde die
Anwesenheit von aktivierter Caspase-3 exprimierenden, pria-apoptotischen Oligodendrozyten
wiahrend der Liasionsentstehung sowohl in der MS (Prineas & Parratt, 2012) als auch bei
Cuprizone-induzierter Demyelinisierung beschrieben (Buschmann et al., 2012). Dariiber hinaus
kommt es sowohl in der MS (Bitsch et al., 2000; Ferguson et al., 1997) als auch im Cuprizone-
Modell (Hoflich et al., 2016; Riihling et al., 2018) zu axonalem Schaden.

Die biochemischen Vorginge, durch die es bei Cuprizone-Intoxikation zum Schaden an
Oligodendrozyten kommt, sind jedoch noch nicht ausreichend erforscht (Kipp et al., 2009; Zatta
et al., 2005). Obwohl Cuprizone ein Kupfer-Chelator ist, wird beispielsweise noch immer
kontrovers diskutiert, in wie weit sich der Kupfer-Spiegel durch die Intoxikation verdndert
(Venturini, 1973; Zatta et al., 2005). Ferner ist auch in der MS nicht bekannt, welche
Mechanismen dem Untergang von Oligodendrozyten innerhalb der Lasionen zugrunde liegen.
Dementsprechend ist unklar, inwieweit dhnliche Pathomechanismen in der MS-Lésion und dem
Cuprizone-Modell zum Verlust der Oligodendrozyten fithren (Kipp et al., 2009). Die
Komplexitdt der MS kann momentan von keinem experimentellen Tiermodell in seiner
Gesamtheit erfasst werden. Aus diesem Grund konnen die unterschiedlichen experimentellen
Tiermodelle und Protokolle am ehesten dazu genutzt werden, selektiv einzelne Teilaspekte der
pathologischen Prozesse und Reparaturvorgidnge der MS herauszuarbeiten und zu untersuchen
(Kipp et al., 2009; Kipp, Nyamoya, et al., 2017; Vega-Riquer et al., 2019).
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1.4 Neurodegeneration und Atrophie in der Multiplen Sklerose

Die Pathologie der MS ist geprdgt durch die Aspekte der Entziindung und der
Neurodegeneration (Noseworthy et al., 2000). Histopathologisch kennzeichnend ist die fokale
Demyelinisierung weiler und grauer Substanz, getrieben von einem Zusammenspiel aus
ortsstdndigen Hirnzellen, wie Mikroglia und Astrozyten, sowie peripheren Immunzellen, wie
Lymphozyten und Monozyten. Die fokale und diffuse Invasion und Aktivierung dieser
Immunzellen fiihrt neben der Demyelinisierung zum Schaden an Nervenzellen (Carassiti et al.,
2018). Dabei konnen jegliche neuronalen Substrukturen, inklusive Axone, Dendriten und
axonale Spines, im Gehirn der MS-Patienten zerstort werden (Dutta et al., 2011; Jiirgens et al.,
2016; Peterson et al., 2001; Trapp et al., 1998). Letztendlich kann es zum Untergang ganzer
Nervenzellen kommen (Kipp, Nyamoya, et al., 2017; Peterson et al., 2001).

Im klinischen Bereich ist die Bildgebung mittels Magnetresonanztomografie (engl. Magnetic
resonance imaging; MRI) ein wichtiges diagnostisches Mittel in Bezug auf die MS. Sie ist
mafgeblicher Bestandteil der Diagnosestellung, Beurteilung und Verlaufsprognose der
Erkrankung (Polman et al., 2011; Sand & Lublin, 2013; Thompson, Banwell, et al., 2018). Ein
wichtiger Marker der globalen Pathologie und Neurodegeneration der MS ist dabei die
Darstellung der Atrophie von Hirngewebe (Miller et al., 2002). Neben der klassischen
Erhebung demyelinisierender Lisionen in weifler und grauer Substanz, entwickelt sich die
Darstellung der Gehirnatrophie zu einem zunehmend bedeutsamen Parameter und
prognostischen Faktor (Bermel & Bakshi, 2006; Miller et al., 2002; Rojas et al., 2016).

Es konnte gezeigt werden, dass Gehirnatrophie schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt der
Erkrankung nachweisbar ist. Teilweise tritt sie in Stadien auf, in denen noch keine klinischen
Symptome der MS vorhanden sind (De Stefano et al.,, 2011; Okuda et al., 2014). Die
Gehirnatrophie ist aulerdem von prognostischer Bedeutung fiir den klinischen Verlauf des CIS
und die Wahrscheinlichkeit einer Konversion zur MS (Di Filippo et al., 2010; Filippi et al.,
2004; Fisniku et al., 2008; Pérez-Miralles et al., 2013). Allgemein findet sich bei Patienten mit
RRMS ein durchschnittlicher Verlust an Gehirnvolumen von ca 0,6 % - 1,35 % pro Jahr
(Bermel & Bakshi, 2006). Am haufigsten wurde Gehirnatrophie bei Patienten mit RRMS
untersucht. Sie scheint besonders in friihen Stadien der Erkrankung verstérkt stattzufinden
(Zivadinov & Bakshi, 2004).

Das Ausmall der Gehirnatrophie ist ein wichtiger Parameter im Bezug auf die physische
Beeintrachtigung der MS-Patienten. Fisher et al. (2002) untersuchten den Zusammenhang
zwischen Gehirnatrophie und dem klinischen Grad physischer Behinderung iiber einen
Zeitraum von acht Jahren. Dabei korrelierte die Rate der Gehirnatrophie positiv mit der
Schwere der Behinderung bzw. der Verschlechterung des Expanded Disability Status Scale
(EDSS) sowie der Funktionalitit im Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC). Das

Ausmal} der Atrophie im Zeitraum der frithen Erhebung war der beste pradiktive Faktor des
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MRI fiir den Grad der Behinderung im EDSS nach acht Jahren bei Patienten mit RRMS.
Speziell die Atrophierate grauer Substanz korreliert positiv mit physischer Behinderung. Der
Verlust grauer Substanz bei MS zeigt sich unter anderem in der Abnahme der Kortexdicke.
Besonders der Substanzverlust im Motorkortex ist assoziiert mit einem Fortschritt physischer
Behinderung sowie einem schweren klinischen Verlauf (Chen et al., 2004; Fisher et al., 2008;
Sailer et al., 2003). In der Untersuchung von Fisniku et al. (2008) fand sich eine stdrkere
Atrophie der grauen Substanz bei Patienten mit SPMS verglichen mit RRMS und stérker bei
RRMS verglichen mit CIS. Die Atrophie der grauen Substanz korrelierte dabei besser als die
der weillen Substanz mit der Zunahme physischer Behinderung (EDSS) und Abnahme der
Funktionalitit (MSFC).

Neben der Motorik beeinflusst die MS auch verschiedenste neuropsychologische Bereiche, wie
Kognition, Stimmung, Personlichkeit und Lebensqualitidt (Amato et al., 1995; Bakshi et al.,
2000; Benedict, Carone, et al., 2004; Janardhan & Bakshi, 2000). Kognitive
Beeintrachtigungen treten in allen Stadien der MS auf und sind bereits préiklinisch im Rahmen
des radiologisch isolierten Syndroms (RIS) nachweisbar (Amato et al., 2008; 2012). Insgesamt
besteht eine breite Evidenz iliber einen Zusammenhang zwischen Gehirnatrophie und dem
neuropsychologischen Status der Patienten (Amato et al., 2007; Batista et al., 2012; Calabrese
et al., 2010; Houtchens et al., 2007). In der frithen Phase der RRMS findet sich eine signifikante
Korrelation der Gehirnatrophie mit der kognitiven Verschlechterung der Patienten (Zivadinov
et al., 2001). Dabei zeigt die Gehirnatrophie im MRI einen gréeren Einfluss auf die kognitive
Verschlechterung als die Lasionslast und ist assoziiert mit neuropsychologischer Morbiditét
(Benedict, Weinstock-Guttman, et al., 2004).

Besonders die Atrophie subkortikaler Gehirnstrukturen korreliert signifikant mit kognitiver
Beeintrachtigung. Diese Korrelation erscheint sogar stirker als die Korrelation mit der
Gesamtgehirnatrophie oder Lésionlast (Benedict, Weinstock-Guttman, et al., 2004; Bermel et
al., 2002; Calabrese et al., 2010; Christodoulou et al., 2003; Eshaghi et al., 2018; Sanchez et
al., 2008). Sanchez et al. (2008) beobachteten eine erhdhte ventrikuldre Atrophie bei MS-
Patienten mit kognitver Beeintrichtigung verglichen mit Patienten ohne solche
Beeintrachtigungen. Die Weite des dritten Ventrikels erwies sich dabei als bester pradiktiver
Faktor hierfiir. Bermel et al. (2002) fanden bei MS Patienten ein erhohtes Bicaudates Verhiltnis
(engl. Bicaudate ratio, BCR) als Korrelat subkortikaler Atrophie. Dabei war primédr das BCR
und nicht die Gesamtgehirnatrophie oder Lésionslast ein pridiktiver Faktor fiir kognitive
Beeintriachtigung. Eshaghi et al. (2018) beobachteten bei allen klinischen MS Phinotypen einen
stairkeren Volumenverlust der tiefen grauen Substanz (engl. deep grey matter; DGM)
verglichen mit anderen Hirnregionen. Ebenso korrelierte nur das DGM-Volumen, nicht jedoch
das Volumen anderer Regionen grauer Substanz, mit der Akkumulation klinischer
Behinderung.

Insbesondere Verdnderungen des Thalamus sind im Rahmen subkortikaler Atrophie von
Bedeutung. In MRI Studien findet sich ein verringertes thalamisches Volumen bei MS-

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Die Atrophie subkortikaler grauer Substanz
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zeigt sich am stédrksten im Thalamus mit einer Volumenreduktion von 12 — 25 % (Batista et al.,
2012; Cifelli et al., 2002; Houtchens et al., 2007; Kipp et al., 2015; Wylezinska et al., 2003).
Allgemein korreliert der Volumenverlust des Thalamus signifikant positiv mit dem Verlust
kognitiver und physischer Leistungsfiahigkeit (Batista et al., 2012; Houtchens et al., 2007;
Magon et al., 2014; Schoonheim et al., 2012). Batista et al. (2012) fanden eine Korrelation des
Volumens von DGM-Strukturen mit kognitiver Leitungsfahigkeit, der stiarkste Effekt konnte
dabei fiir die Strukturen von Thalamus und Putamen gezeigt werden. Houtchens et al. (2007)
stellten in ihrer Studie dariiberhinaus eine préidiktive Relevanz des thalamischen Volumens
beziiglich kognitiver Leistungsfdhigkeit fest. Magon et al. (2014) beobachteten in ihrer
Untersuchung, dass der Thalamus die relevanteste DGM-Struktur im Bezug auf physische
Behinderung war.

Die genannten Erkenntnisse verdeutlichen die hohe Relevanz der Gesamtgehirnatrophie sowie
der spezifischen Atrophie einzelner Hirnregionen beziiglicher der physischen,
neurophysiologischen und kognitiven Einschrinkungen im Krankheutsverlauf der MS. Sie
unterstreichen die Bedeutsamkeit der Gehirnatrophie fiir eine tieferes Verstdndnis der

Pathophysiologie und bestéirken die Rolle als zukiinftigen klinisch relevanten Marker der MS.

1.5 Neurodegeneration im Cuprizone-Modell

Bei der MS handelt es sich um ein komplexes, heterogenes Krankheitsbild mit
unterschiedlichem klinischen Verlauf, Pathologie und Entziindungaktivitit. Mithilfe von
Tiermodellen kénnen jeweils einzelne Aspekte dieser Heterogenitét nachgestellt und genauer
untersucht werden. Ein grofler Teil der MS-Forschung bezieht sich auf den Aspekt der
Entziindung. Entsprechend werden im Tiermodell vor allem entziindungsassoziierte Aspekte
wie die Rekrutierung peripherer Immunzellen oder die T-Zell vermittelte Pathologie von
Oligodendrozyten intensiv beforscht (Patel & Balabanov, 2012; Rossi & Constantin, 2016;
Simmons et al., 2013). Der neurodegenerative Aspekt der MS wird dagegen deutlich seltener
untersucht. Zusétzlich beschrdnken sich die Studien hdufig auf die Degeneration im Bereich
der Axone (Hoflich et al., 2016; Riihling et al., 2018). Speziell die Gehirnatrophie wird im
Tiermodell nur selten untersucht, obwohl sie ein wichtiger Parameter des Ergebnisses
klinischer Studien ist (Calabrese, Romualdi, et al., 2013; Derakhshan et al., 2010; Fisher et al.,
2008).

Obwohl es im Cuprizone-Modell sowohl nach akuter als auch nach chronischer
Demyelinisierung zu axonalem Schaden kommt (Hoflich et al., 2016; Lindner et al., 2009;
Riihling et al., 2018), gibt es nur wenig Daten beziiglich des Verlusts von Neuronen oder
Anderungen des Volumens der verschiedenen vulnerablen Hirnregionen. Wood et al. (2016)
konnten in ihrer MRI-Untersuchung des Gesamtgehirns von Méusen nach akuter Cuprizone-
Intoxikation Anderungen des Volumens von Kortex, Corpus callosum, Hippocampus,
Cerebellum und Putamen feststellen. Es fanden sich jedoch keine Anderung des

Gesamtgehirnvolumens. Weiter zeigte sich in histopathologischen Studien an chronisch
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demyelinisierten Méusen ein Verlust von Neuronen im Hilus des Gyrus dentatus sowie ein
Verlust Parvalbumin-positiver Interneurone in der CA1-Region des Hippocampus (Hoffmann
et al., 2008; Lapato et al., 2017). Allgemein ist jedoch das AusmalBl von kortikaler oder
subkortikaler Atrophie im Cuprizone-Modell, wie es durch standardisierte, quantitative

stereologische Methoden beurteilt werden kann, noch nicht erforscht.

1.6 Fragestellung und Forschungsziel

In MRI-Untersuchungen von MS-Patienten zeigen sich demyelinisierende Lasionen der weillen
und grauen Substanz sowie Atrophie innerhalb bestimmter Hirnregionen, wie der kortikalen
und subkortikalen grauen Substanz (Batista et al., 2012; Bergsland et al., 2012; Calabrese,
Favaretto, et al., 2013; De Stefano et al., 2003). Die Atrophie betrifft dabei verstirkt den
Subkortex verglichen mit dem superfiziellen Kortex und korreliert mit klinischer Behinderung
und kognitiver Leistungsfahigkeit (Batista et al., 2012; Fisher et al., 2002; Houtchens et al.,
2007). Aufgrund der hohen Relevanz der Volumenverdnderungen im Gehirn ist es von gro3er
Bedeutung, das histologische Korrelat dieser Verdnderungen zu verstehen.

Das toxisch-demyelinisierende Cuprizone-Modell ist ein gut etabliertes Mausmodell der MS,
welches die Untersuchung reproduzierbarer akuter und chronischer Demyelinisierung des ZNS
sowie begleitender Remyelinisierungsvorginge ermoglicht. Das Cuprizone-Modell ist ein
wichtiges Werkzeug, um vor allem neurodegenerative und nicht-autoimmunvermittelte
Aspekte des komplexen und heterogenen Krankheitsbildes der MS besser zu verstehen (Kipp
et al., 2009; Kipp & Baumgartner, 2011; Praet et al., 2014; Vega-Riquer et al., 2019). Ein
wichtiger Bestandteil der Pathologie des Cuprizone-Modells ist axonaler Schaden (Hoflich et
al., 2016; Lindner et al., 2009; Riihling et al., 2018). Es gibt jedoch nur wenig Daten beziiglich
des cerebralen Verlusts von Neuronen, cerebraler Atrophie oder Volumenveranderungen nach
Cuprizone-Intoxikation. Das Ausmal} von kortikaler oder subkortikaler Atrophie, wie es mittels
standardisierter, histologischer Methoden wie der design-based Stereologie (Kipp, Kiessling,
et al., 2017) beurteilt werden kann, ist in diesem Tiermodell nicht erforscht. Aus diesem Grund
ist die Signifikanz des Cuprizone-Modells in Bezug auf die der Gehirnatrophie der MS
zugrunde liegenden Mechanismen noch unbekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, das Ausmal} der Gehirnatrophie im Cuprizone-Modell, durch die
Verwendung standardisierter histologischer Methoden zu bestimmen. In der vorliegenden
Dissertationsarbeit wird die Methode der design-based Stereologie verwendet, um das
Volumen des Kortex, Corpus callosum und Subkortex des Mausegehirns nach fiinf sowie nach

zwolf Wochen Cuprizone-Intoxikation zu bestimmen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Chemikalien

Tabelle 1: Liste aller verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Hersteller Bestellnummer

3,3-Diaminobenzidin (DAB)+

Dako Omnis K3468
Chromogen
3,3-Diaminobenzidin (DAB)+ .
Dako Omnis K3468
Substrat
4,5 % Formaldehydlosung (Roti-
Roth 2213.1
Histofix 4,5 %)
ABC-Kit Vectastain PK-4000
Aqua Bidest Braun 0082479E
Bisbenzimid H33258 Sigma-Aldrich 14530
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich A2153
Chloralhydrat Sigma-Aldrich 15307
Chrom (III)-Kaliumsulfat-
Merck 1.01036.0250
Dodecahydrat
Cresylviolett Acetat Waldeck 1A-400
Cuprizone ) .
. . Sigma-Aldrich C9012
(Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon)
DePex Serva 18243.2
Dinatriumhydrogenphosphat
VR Merck 106559
(wasserfrei)
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth 8043.2
Essigsiiure Merck 1000631000
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Ethanol 100 %

Ethylenglycol

FluorPreserve Reagenz

Formaldehyd 37 %

Gelatine (Kaltwasserfischhaut)

Gelatine gepulvert

Glycerol 99 %

Isopentan

Isopropanol

Methanol

Natriumacetat (wasserfrei)

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natronlauge

normales Eselserum

normales Ziegenserum

Paraffin

PBS Pulver ohne Ca?/Mg?*

Salzsiure

Sucrose

Merck

Merck

Calbiochem

Roth

Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

VWR Chemicals

VWR Chemicals

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Vector Laboratories

Merck

Biochrom

Roth/Merck

Merck

2. Material und Methoden

100983

1.09621

345787-25ML

P733.2

G7041

104078

G-9012

103614T

20842.298

1.06009

1062680250

106346

109137

D9663

S-1000

107158

L-182-50

K025.1/1.09057

107687
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Tissue Tek O.C.T Compound

Tris (Pufferan®)

Triton-X-100

Tween® 20

Wasserstoffperoxid 30 %

Xylol

Zitronensiure

Sakura Finetek

Roth

Merck

Sigma-Aldrich

Roth

VWR Chemicals

Roth

2. Material und Methoden

4583

4855.2

1086031000

P1379

8070.4

1330-20-7

X863.2

2.2 Fiarbelosungen, Puffer und Blockseren

Tabelle 2: Liste aller verwendeten Féarbelosungen, Puffer und Blockseren.

10x Phosphatpuffer

Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Kit)

Bisbenzimid Stocklosung

Blockserum (normales Eselserum
2 %)

65 g Natriumdihydrogenphosphat (wéssrig)

15 g Natronlauge

320 ml doppelt destilliertes Wasser
pH-Wert auf 7,3 eingestellt (mit SN Salzséure)

250 pl Reagenz A
250 pl Reagenz B
25 ml PBS-Puffer

Stock A:

10 mg Bisbenzimid

1 ml destilliertes Wasser
Stock B:

10 pg Stock A

1 ml destilliertes Wasser

Verdiinnung 1:50
1 ml Normalserum-Esel

0,05 g Gelatine (Kaltwasserfischhaut)
0,5 g Bovines Serumalbumin
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Blockserum (normales Eselserum
5 %)

Blockserum (normales

Ziegenserum 10 %)

Citratpuffer:

DAB-Komplex

Entfettungslosung

Farbelosung (Kresylviolett)

Farbepuffer

Fixierlosung

2. Material und Methoden

250 pl Tween® 20 10 % (in PBS)
48,75ml PBS

Verdiinnung 1:20
2,5 ml normales Eselserum
47,5 ml PBS-Puffer

Verdiinnung 1:10

100 ml normales Ziegenserum
1 ml Triton-X-100

899 ml PBS-Puffer

10,5 g Zitronensdure
5 1 destilliertes Wasser
pH-Wert auf 6,0 eingestellt

Verdiinnung 1:50
20 ul DAB-Stock
980 ul DAB-Substrat

2,5 ml 2 % Triton-X-100
150 ml Ethanol
47,5 ml destilliertes Wasser

1 g Kresylviolett

1 L Farbepuffer

iiber Nacht ruhen gelassen
vor Gebrauch filtriert

40 ml 1 M Natriumacetat

(82,03 gin 1 L destilliertem Wasser)
9,6 ml Essigsdure

950 ml destilliertes Wasser
pH-Wert auf 3,9 eingestellt

100 ml Formaldehyd 37 %

4,6 g Natriumdihydrogenphosphat (wéssrig)
8,0 g Dinatriumhydrogenphosphat

900 ml destilliertes Wasser
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Gelatinelosung 5 % 50 g Gelatine gepulvert
1 L destilliertes Wasser
0,32 g Chrom (III)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat
abschlieflend filtriert

PBS-Puffer 47,75 g PBS-Pulver ohne Ca*"/Mg*"
5 1 destilliertes Wasser
pH-Wer auf 7,4 eingestellt

Peroxidaseblockierlosung 10 ml Methanol
1 ml Wasserstoffperoxid 30 %
89 ml PBS-Puffer

Kryoprotektive Lagerlosung; 50 ml 10x Phosphatpuffer
Storage-Solution 150 ml Aqua Bidest
150 ml Glycerol 99 %
150 ml Ethylenglycol
Tris-EDTA-Puffer 6,05 g Tris (Pufferan®)

1,85 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
5 1 destilliertes Wasser
pH-Wert auf 5,0 eingestellt

2.3 Versuchstiere

Fiir die Untersuchung wurden ca. 8 Wochen alte, médnnliche, 19-21 g schwere C57BL/6J-Méduse
von Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden bei kontrollierten
21-24 °C Raumtemperatur und einer standardisierten Luftfeuchtigkeit von 55-65 %, bei festem
12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Futter und Wasser waren ad libitum verfiigbar. Die
Kifige wurden regelmiBig gewechselt und verfligten standardméBig iiber Einstreu, Nestlet,
Maiusehduschen und eine Trinkflasche. Alle Tiere wurden nach standardisierten
Laborbedingungen gemall den Empfehlungen der Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA) gehalten. Es wurden bei allen Versuchstieren die aktuell
geltenden Tierschutzbestimmungen eingehalten und eine Genehmigung fiir die Durchfiihrung
der Tierversuche gemafl §8 Tierschutzgesetz (TierSchG) lag durch die Regierung von

Oberbayern vor (Tierversuchsgenehmigung 55.2-1-54-2532-73-15). Die Tierversuche wurden
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von Mitarbeitern des Lehrstuhls fiir Neuroanatomie der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen durchgefiihrt.

2.4 Versuchsaufbau

Ziel des Versuchs war es, das Ausmal} der Gehirnatrophie im Cuprizone-Modell durch die
Verwendung standardisierter histologischer Methoden zu bestimmen. Hierzu erfolgte die
stereologische Bestimmung des Volumens spezifischer Hirnregionen (Kortex, Subkortex,
Corpus callosum; zur genauen Definition der ROIs siehe 2.7.3) sowohl nach akuter als auch
nach chronischer Demyelinisierung durch Cuprizone-Intoxikation. Zur Durchfiihrung des
Experiments wurden die Versuchstiere in jeweils zwei Versuchsgruppen und zwei
Kontrollgruppen eingeteilt (entlang ihrer Bestellnummer, keine zusétzlichen Kriterien). Die
Versuchsgruppen wurden mit 0,25 % Cuprizone versetztem Futter intoxikiert. Zum Erreichen
der akuten Demyelinisierung betrug der Intoxikationszeitraum fiinf Wochen, zum Erreichen
der chronischen Demyelinisierung zwolf Wochen (Abbildung 3). Das mit Cuprizone versetzte
Futter wurde aus 200 g gemahlenem Standardfutter und 0,5 g Cuprizone hergestellt. Es wurde
alle zwei Tage frisch zubereitet, wobei jeweils die Hilfte iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank
gelagert wurde. In jedem Kaifig wurden 100 g Futter zu je 50 g in zwei Petrischalen
bereitgestellt. Die Fiitterung erfolgte ad libitum. Die Kontrollgruppen bekamen iiber den ganzen

Versuchszeitraum normales Haltungsfutter.

Nach beendeter Cuprizone-Intoxikation erfolgten die transkardiale Perfusion und die Entnahme
der Méusegehirne. Die Proben wurden anschlieend histologisch aufbereitet und geférbt. Die
stereologische Untersuchung zur Bestimmung der spezifischen Hirnvolumina erfolgte
verblindet, sowohl beziiglich Versuchs- und Kontrollgruppe als auch beziiglich
Behandlungsdauer (Cuprizone-Intoxikation tiber fiinf oder zwolf Wochen). Zur Evaluation der
erfolgreichen Demyelinisierung durch Cuprizone wurden zusétzlich einzelne Gewebsschnitte

der Versuchstiere immunhistochemisch gefarbt und qualitativ histologisch untersucht.
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A: Akut 0,25% Cuprizone
A‘: Kontrolle Haltungsfutter
B: Chronisch 0,25% Cuprizone
B¢: Kontrolle Haltunlgsfutter
Beginn 5 Wochen 12 Wochen

Abbildung 3: Versuchsaufbau der akuten- und chronischen Demyelinisierung durch Cuprizone-
Intoxikation

Die Versuchstiere wurden in zwei Versuchsgruppen (A; B) und zwei zugehorige Kontrollgruppen (A¢; B¢)
eingeteilt und iiber verschiedene Zeitraume mit 0,25 % Cuprizone versetztem Futter gefiittert. (A) die Cuprizone-
Intoxikation erfolgte iiber fiinf Wochen, um eine akute Demyelinisierung zu erreichen. (B) die Cuprizone-
Intoxikation erfolgte liber zwolf Wochen, um eine chronische Demyelinisierung zu erreichen. (A¢; B¢) Die
Kontrollgruppen bekamen iiber den ganzen Versuchszeitraum normales Haltungsfutter.

2.5 Materialgewinnung und Aufbereitung

2.5.1 Perfusion und Fixation

Nach Erreichen des Versuchszeitraums erfolgte die trankardiale Perfusion. Dazu wurden die
Tiere mittels intraperitonealer Applikation eines Ketamin-Xylazin-Gemischs in Narkose
versetzt. Perfundiert wurde durch den linken Ventrikel, zuerst mit 20 ml PBS und anschlief3end
mit 100 ml Fixierlosung. Danach wurde das Gehirn freigelegt und vorsichtig entnommen. Die
Priaparate wurden iiber Nacht bei 4 °C in Fixierlosung postfixiert. Nachfolgend wurden die
Proben entweder in Paraffin eingebettet oder als Kryopréparat eingefroren. Zur Kryoeinbettung
wurden die Proben zuerst liber Nacht in PBS gespiilt. Darauf folgte die Kryoprotektion in
aufsteigenden Sucrose-Stufen iiber die nidchsten Tage (Tabelle 3). Schlielich wurden die
Proben fiir eine Minute in -70 °C kaltem Isopentan mit anschlieBendem Trockeneis
schockgefroren. Bei der Paraffineinbettung wurden die Proben fiir mindestens fiinf Stunden in
Leitungswasser gewdssert und anschliefend in Ethanol (50 %) liber Nacht gelagert. Danach
wurden sie mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in Paraffinblocke eingebettet
(Tabelle 4).
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Tabelle 3: Protokoll der Kryoprotektion mittels aufsteigender Sucrose-Stufen.

Tag Chemikalie Dauer

1 PBS-Puffer 1 Stunde
1-2 PBS-Puffer iiber Nacht
2 PBS-Puffer 1 Stunde

2 10 % Sucrose in PBS 9 Stunden
2-3 10 % Sucrose in PBS 15 Stunden
3 20 % Sucrose in PBS 9 Stunden
3-4 20 % Sucrose in PBS 15 Stunden
4 30 % Sucrose in PBS 9 Stunden
4-5 30 % Sucrose in PBS 15 Stunden

Tabelle 4: Protokoll der manuellen Einbettung des Gewebes in Paraffin.

Schritt Chemikalie Dauer

1 70 % Ethanol 40 Minuten
2 70 % Ethanol 40 Minuten
3 96 % Ethanol 40 Minuten
4 96 % Ethanol 40 Minuten
5 96 % Ethanol 40 Minuten
6 100 % Ethanol 40 Minuten
7 100 % Ethanol 60 Minuten
8 100 % Ethanol 60 Minuten
9 Xylol 40 Minuten
10 Xylol 40 Minuten
11 Xylol 40 Minuten
12 Paraffin 60 Minuten
13 Paraffin 60 Minuten
14 Paraffin 2 Tage
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2.5.2 Anfertigung histologischer Schnittserien

Aus dem gefrorenen, fixierten Gewebe wurden mit einem Kryostaten (Leica Biosystems, CM
1950) liickenlose Serien 40 pm dicker, coronarer Gewebsschnitte der Regionen 265 - 305 nach
dem Mouse Brain Atlas (Sidman et al., n.d.) angefertigt. Die Proben wurden mittels TissueTek
O.C.T Compound auf der Halterung befestigt. Die Temperatur der Kammer und des
Objektkopfes betrugen -20 °C. Die fertigen Gefrierschnitte wurden in die kryoptrotektive
Lagerlosung gegeben und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingelagert. Fiir
histochemische Farbungen wurden die Gewebsschnitte im PBS-Bad gewaschen und aus diesem
paarweise auf Objekttrager aufgezogen. Damit die Gefrierschnitte auf den Objekttrigern
haften, wurden diese zuerst mit Gelatine beschichtet. Dazu wurden sie ca. zwei Sekunden in
eine 5 %-ige Gelatinelosung getaucht und anschlieend bei 37 °C im Brutschrank iiber Nacht
getrocknet. Danach wurden die Objekttrdger fiir 30 Minuten in 4,5 %-ige Formaldehydlésung

getaucht und zur Verfliichtigung iiber Nacht unter dem Luftabzug stehen gelassen.

Zur Herstellung der Paraffinschnittserien wurden die bereits eingebetteten Proben mit einem
Schlittenmikrotom (Leica Biosystems, SM 2000R) jeweils 5 pm dick geschnitten und
paarweise aus dem warmen Wasserbad auf Objekttrager aufgezogen. Anschlieend wurden sie
im Brutschrank {iber Nacht bei 37 °C getrocknet.

2.6 Histologische Fiarbungen

2.6.1 Nissl-Fiarbung

Bei der Nissl-Farbung handelt es sich um eine klassische histochemische Farbung, die auf
elektrostatischen Interaktionen zwischen gegensitzlich geladenen Farbstoffen und
Zielstrukturen basiert. Sie wird vorwiegend fiir die Farbung von Nervenzellen eingesetzt. Fiir
die Nissl-Farbung wird ein kationischer Farbstoff verwendet, der an anionische Strukturen
bindet, beispielsweise Kresylviolett. In Nervenzellen befinden sich basophile Strukturen, wie
DNA und RNA, hauptsdchlich im Zellkérper und sind in den Fortsdtzen dagegen kaum
vorhanden. Es werden daher nur die Zellkorper angefarbt. Zellkern, Nucleoli und Ribosomen
fairben sich blauviolett, auflerdem bilden sich ,Nissl-Schollen”, welche raues

endoplasmatisches Retikulum und anhaftende Ribosomen darstellen.
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Die Farbung aller Gewebsschnitte erfolgte stets nach dem folgenden Farbeprotokoll, um eine

konstante Qualitit und Vergleichbarkeit der gefarbten Proben zu garantieren:

Zuerst werden die Objekttrager fiir jeweils 20 Minuten in Farbepuffer gewaschen, dann in einer
Entfettungslosung von Riickstdnden befreit und erneut in Farbepuffer gewaschen. Es folgt das
Anfarben in der Féarbelosung (Kresylviolett) fiir fiinf Minuten sowie dreimaliges Abwaschen
ungebundener Farbe in Firbepuffer fiir jeweils eine Minute. Zur Differenzierung werden die
Objekttrager danach eine Minute in Ethanol (100 %) getaucht. Dann werden sie zweimalig fiir
jeweils fiinf Minuten in Isopropanol sowie zweimalig fiir jeweils zehn Minuten in Xylol
dehydriert und mit DePex eingedeckt. AbschlieBend werden die Objekttriger mit Gewichten
beschwert und zum Trocknen iiber Nacht ruhen gelassen.

Tabelle 5: Protokoll der histochemischen Nissl-Farbung.

Schritt Chemikalie Dauer

1 Férbepuffer 20 Minuten
2 Entfettungslosung 20 Minuten
3 Farbepuffer 20 Minuten
4 Farbelosung 5 Minuten
5 Férbepuffer 1 Minuten
6 Farbepuffer 1 Minuten
7 Farbepuffe 1 Minuten
8 Ethanol 100 % 1 Minuten
9 Isopropanol 5 Minuten
10 Isopropanol 5 Minuten
11 Xylol 10 Minuten
12 Xylol 10 Minuten
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2.6.2 Immunhistochemie

Zur Darstellung und Evaluation von Demyelinisierung und reaktiver Gliose wurden
immunhistochemische Férbungen (Chromogen- und Fluoreszenzfirbungen) nach der
indirekten Methode verwendet. Die chromogen-immunhistochemische Farbung wurde nach
der ABC-Methode durchgefiihrt.

Bei der indirekten Immunhistochemie (vgl. Abbildung 4) bindet zuerst der polyklonale oder
monoklonale Primédrantikérper an das Zielantigen. Dann wird ein Sekundérantikdrper
hinzugegeben, der gegen jene Tierspezies gerichtet ist, aus welcher der Primérantikdrper
stammt. Der Sekundérantikorper ist mit einem Chromophor oder Fluorophor markiert, welcher
nach Aktivierung den farblichen Niederschlag oder das Signal erzeugt. Da mehrere
Sekundirantikdrper an einen Primérantikdrper binden, kommt es zu einer Amplifikation des
Signals und damit zur Erh6hung der Sensitivitit.

Die indirekte ABC-Methode (Abbildung 4) ist eine spezielle Form der indirekten
Immunhistochemie, bei der der Sekundarantikorper biotinyliert ist. Es wird ein Avidin-Biotin
Komplex (engl. Avidin-Biotin Complex; ABC) hinzugegeben, welcher durch das enthaltene
Avidin eine starke Bindung mit dem Biotin des Sekundérantikorpers eingeht. In dem Avidin-
Biotin Komplex ist eine Meerrettichperoxidase (HRP) enthalten. Nach Zugabe eines DAB-
Komplexes (3,3-Diaminobenzidin (DAB+)-Substrat und 3,3-Diaminobenzidin (DAB+)-
Chromogen) und H>O; katalysiert diese eine Peroxidasereaktion. Hierbei kommt es zum

Ausfall von braunlichem Prizipitat, welches erkennbar wird.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der immunhistochemischen Féarbung nach
der indirekten ABC-Methode

(1 - 6) zeigen schematisch die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Féarbung nach der indirekten ABC-
Methode. (1) Durch Anwendung von Hitze werden fixationsbedingte Quervernetzungen der Proteine geldst und
die Epitope demaskiert (HIER). (2) Es erfolgt eine Blockierung des Gewebes mittels Normalserum, um
unspezifische, elektrostatisch getriebene Antikorperbindungen zu minimieren. Stérungen durch die Aktivitét
endogener Peroxidasen werden vermieden, indem diese durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid blockiert
werden. (3) Das Zielantigen wird vom Primérantikdrper gebunden. (4) Der Primérantikorper wird von einem
biotinylierten Sekundirantikdrper gebunden. (5) Es wird ein Avidin-Biotin-Hrp-Komplex (ABC) hinzugegeben,
wodurch ein groflerer Komplex mit dem biotinylierten Sekundérantikdrper gebildet wird. Ein Avidin-Molekil ist
tetravalent fiir Biotin, wodurch eine Signalamplifikation beziiglich der folgenden Peroxidasereaktion erreicht wird.
(6) Nach Zugabe des DAB-Komplexes wird durch die Meerrettichperoxidase (Hrp) eine Peroxidasereaktion
katalysiert. Dabei kommt es zum Ausfall braunlichen Prézipitats, welches fiir den Betrachter erkennbar wird.
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2.6.3 Chromogen-immunhistochemische Farbung

Um eine gleichbleibende Qualitit sowie Vergleichbarkeit der histologischen Gewebsschnitte
zu gewiahrleisten, erfolgte die chromogen-immunhistochemische Fiarbung stets nach dem
folgenden Protokoll:

Fiir die Farbung werden frei-schwimmende (engl. free-floating) 40 um dicke formalinfixierte
Gefrierschnitte verwendet. Die Fiarbung wird mit zwei Gewebsschnitten pro Well in
unbeschichteten 12-Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zuerst werden die Gewebsschnitte
dreimalig fiir jeweils zehn Minuten unter leichtem Schiitteln in PBS gewaschen und so Reste
der kryoprotektiven Lagerlosung entfernt. Um die fixationsbedingten Quervernetzungen der
Proteine (Maskierung) zu 16sen und die Epitope freizugeben, werden die Proben nach der
HIER-Methode (engl. heat induced epitope retrieval; HIER) demaskiert. Dazu werden sie fiir
15 Minuten in Tris-EDTA-Puffer gekocht und anschlieBend fiir zwei Minuten in einer
Eiswiirfelbox abgekiihlt. Um endogene Peroxidasen zu deaktivieren, werden pro Well 500 pl
einer Losung aus Methanol (10 %) und H2O> (0,3 %) in PBS appliziert und fiir eine Stunde im
Dunkeln unter leichtem Schiitteln gelagert. Danach wird fiir jeweils 15 Minuten, zweimalig in
PBS und einmalig in PBS/0,1 % Triton X-100 unter leichtem Schiitteln gewaschen. Um
unspezifische Bindung und Hintergrundfarbung zu minimieren, werden die Proben mit
normalem Ziegenserum (10 % in PBS/ 0,1 % Triton X-100) fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln geblockt. AnschlieBend wird der Primérantikdrper
(Tabelle 6) appliziert und die Gewebsschnitte iiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Alle verwendeten Antikorper werden mit Blockserum (10
% NGS/ PBS/ 0,1 % Triton X-100) verdiinnt.

Tabelle 6: Verwendete Primérantikorper innerhalb der chromogen-immunhistochemischen Féarbung.

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer

Anti-CNPase 1gGl1;

Maus 1:1000 Abcam Ab6319
monoclonal

Die Gewebsschnitte werden jeweils 15 Minuten zweimalig in PBS und einmalig in PBS/0,1 %
Triton X-100 unter leichtem Schiitteln gewaschen. Danach wird der Sekundirantikorper

(Tabelle 7) appliziert und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert.
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Tabelle 7: Verwendete Sekundérantikorper innerhalb der chromogen-immunhistochemischen Féarbung.

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
Anti-Maus IgG . Vector

L Ziege 1:500 ) BA 9200
(biotinyliert) Laboratories

Es folgt dreimaliges Waschen fiir jeweils 15 Minuten unter leichtem Schiitteln in PBS. Der
Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Kit, Vectastain) wird mindestens eine halbe Stunde vor
Gebrauch angesetzt und dunkel gelagert. Nach Applikation der Losung werden die
Gewebsschnitte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und
anschlieBend dreimalig jeweils 15 Minuten in PBS gewaschen. Nun erfolgt die Visualisierung
durch Applikation des DAB-Komplexes. Die ablaufende Peroxidasereaktion fiihrt zum
sichtbaren Ausfall brdunlichen Niederschlags. Nach zehn Minuten Inkubationszeit wird der
DAB-Komplex fiir jeweils 15 Minuten zweimalig in Leitungswasser und einmalig in PBS
abgewaschen. Die Gewebsschnitte werden auf gelatinierte Objekttrager aufgezogen und iiber
Nacht zum Trocknen stehen gelassen. Am nichsten Tag werden die Gewebsschnitte durch eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (Tabelle 8). Danach konnen sie mit DePex Mounting
Agenz eingedeckt werden. Die Objekttrager werden nach kurzem Antrocknen mit Gewichten

beschwert und iiber Nacht stehen gelassen.

Tabelle 8: Protokoll der Dehydratation der Gewebsschnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe.

Schritt Chemikalie Dauer

1 destilliertes Wasser 1 Minute
2 Ethanol 50 % 5 Minuten
3 Ethanol 70 % 5 Minuten
4 Ethanol 96 % 5 Minuten
5 Ethanol 96 % 5 Minuten
6 Ethanol 100 % 5 Minuten
7 Ethanol 100 % 5 Minuten
8 Xylol 50 % / Ethanol 50 % 5 Minuten
9 Xylol I 5 Minuten
10 Xylol 1T 5 Minuten
11 Xylol IIT 5 Minuten
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Tabelle 9: Protokoll der chromogen-immunhistochemischen Féarbung.

Schritt
1

2

10

11

12
13
14

15

16
17
18
19

20

21
22
23
24
25

Durchfiihrung

Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 10 Minuten unter leichtem Schiitteln

Demaskierung durch 15-miniitiges Kochen in der Mikrowelle in
Tris-EDTA-Puffer
Abkiihlung auf Raumtemperatur durch Platzierung in einer Eiswiirfelbox fiir 2

Minuten

Blockierung endogener Peroxidasen

Inkubation in einer Losung aus Methanol (10 %) und H20: (0,3 %) in PBS fiir 1
Stunde im Dunkeln unter leichtem Schiitteln

Waschen fiir jeweils 15 Minuten unter leichtem Schiitteln zweimalig in PBS und
einmalig in 0,1 % Triton X-100

Blockierung durch 10 % normales Ziegenserum

Inkubation fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln
Applikation des Primarantikdrpers

Inkubation in einer feuchten Kammer tiber Nacht bei 4°C unter leichtem
Schiitteln

Waschen fiir jeweils 15 Minuten unter leichtem Schiitteln zweimalig in PBS und
einmalig in 0,1 % Triton X-100

Applikation des Sekundirantikorpers

Inkubation fiir 2 Stunden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur

Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 15 Minuten unter leichtem Schiitteln

Applikation des Avidin-Biotin-Komplexes (dieser wird mindestens eine halbe
Stunde vor Gebrauch angesetzt und dunkel gelagert)

Inkubation fiir 2 Stunden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 15 Minuten unter leichtem Schiitteln
Applikation des DAB-Komplexes zur Visualisierung

Inkubation fiir 10 Minuten unter Luftabzug

Waschen fiir jeweils 15 Minuten: zweimalig in Leitungswasser und einmalig in
PBS

Aufziehen der Gewebsschnitte auf gelatinierte Objekttriger
Trocknen lassen iiber Nacht

Dehydratation durch aufsteigende Alkoholreihe (Tabelle 8)
Eindecken mit DePex Mounting Agenz

Mit Gewichten beschwert uber Nacht stehen lassen
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2.6.4 Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte stets nach dem folgenden Protokoll, um eine konstante
Qualitdit und Vergleichbarkeit der Gewebeproben zu gewéhrleisten. Zeigen die
Sekundirantikorper ein unterschiedliches Excitations-/ Emissionsspektrum (anti-GFAP 594
nm; anti-PLP 488 nm), so wurde das Protokoll als Doppelfarbung durchgefiihrt:

Fiir die Farbung werden 5 um dicke, formalinfixierte Paraffinschnitte verwendet. Um das in
Paraffin-fixierte Gewebe zuginglich zu machen, wird es zuerst entparaffiniert (Tabelle 10).
Dazu werden die Objekttriger dreimalig fiir jeweils zehn Minuten in Xylol und anschlieSend
fiir fiinf Minuten in ein Gemisch aus Xylol (50 %) und Ethanol (50 %) getaucht. Danach
durchlaufen sie eine absteigende Alkoholreihe.

Tabelle 10: Protokoll der Entparaffinierung mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe.

Schritt Chemikalie Dauer

1 Xylol I 10 Minuten
2 Xylol 1T 10 Minuten
3 Xylol IIT 10 Minuten
4 Xylol 50 % / Ethanol 50 % 5 Minuten
5 Ethanol 100 % 3 Minuten
6 Ethanol 100 % 3 Minuten
7 Ethanol 96 % 3 Minuten
8 Ethanol 96 % 3 Minuten
9 Ethanol 70 % 3 Minuten
10 Ethanol 50 % 3 Minuten
11 destilliertes Wasser 3 Minuten

Durch die Formalinfixierung und Einbettung in Paraffin bilden sich Quervernetzungen in den
Proteinen (Maskierung). Um die Epitope wieder freizulegen, miissen die Quervernetzungen
gelost und die Proteine demaskiert werden. Dies geschieht durch zehnminiitiges Kochen in
Tris-EDTA-Puffer (HIER). AnschlieBend werden die Objekttriger fiir 15 Minuten im
Wasserbad auf Raumtemperatur abgekiihlt und dreimalig fiir jeweils fiinf Minuten unter
leichtem Schiitteln in PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen und Hintergrundfiarbung
zu minimieren, werden die Proben mit normalem Eselserum (5 % in PBS) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt. Danach werden verbleibende Tropfen mit Filterpapier vom
Objekttrager gesaugt. AnschlieBend werden pro Objekttrager jeweils 100 pl der
Primérantikdrperlosung appliziert und zur Inkubation iiber Nacht bei 4 °C in eine feuchte

Kammer gelegt. Der Primérantikorper (Tabelle 11) ist in 5 % normalem Eselserum geldst.
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Tabelle 11: Verwendete Primédrantikrper innerhalb der Immunfluoreszenzfarbungen

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
Anti-GFAP IgY;

Huhn 1:2000 Abcam ab4674
polyclonal
Anti-PLP IgG2a; )

Maus 1:1000 Bio-Rad MCAS839G
monoclonal
Anti-IBA1 IgG; .

Ziege 1:500 Abcam ab107159
polyclonal

Nach erfolgter Inkubation werden die Objekttridger dreimalig fiir jeweils fiinf Minuten unter
leichtem Schiitteln in PBS gewaschen. AnschlieBen wird pro Objekttrager 100 pul
Sekundérantikdrperlosung  appliziert und die Gewebsschnitte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in einer abgedunkelten, feuchten Kammer inkubiert. Der Sekundérantikorper
(Tabelle 12) ist in normalem Eselserum (5 % in PBS/ 0,1 % Triton-X-100) gelost (Anti-Ziege-
IgG in 2 % normalem Eselserum in PBS/ 0,1 % Triton-X-100). Um den Fluoreszenzfarbstoff
zu schiitzen, befinden sich ab diesem Punkt alle Objekttrager konstant in Dunkelheit und

werden zur Manipulation einem reduzierten Lichteinfall ausgesetzt.

Tabelle 12: Verwendete Sekunddrantikorper innerhalb der Immunfluoreszenzfarbungen.

Antikorper Spezies Verdiinnung Fluorophor Hersteller Bestellnummer
Anti-Huhn IgG; i Alexa Fluor Life

Ziege 1:400 . Al11042
polyclonal 594 Technologies
Anti-Maus IgG; Alexa Fluor Life

Esel 1:2000 . A21202
polyclonal 488 Technologies
Anti-Ziege IgG; Alexa Fluor Life

Esel 1:200 . Al11055
polyclonal 488 Technologies

Die Gewebsschnitte werden dreimalig fiir jeweils fiinf Minuten bei leichtem Schiitteln in PBS
gewaschen. Danach folgt die Gegenfarbung der DNA mit Bisbenzimid H33258. Dazu werden
pro Objekttrager 100 pl einer Bisbenzimidlosung (10 % DAPI Stock B in destilliertem Wasser)
appliziert und die Gewebsschnitte fiir flinf Minuten bei 26 °C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Ungebundener Farbstoff wird durch zweimaliges Waschen in destilliertem Wasser
fiir jeweils finf Minuten bei leichtem Schiitteln abgewaschen. Anschliefend werden die
Gewebsschnitte mit FluorPreserve Reagenz eingedeckt und mit kleinen Gewichten beschwert

iiber Nacht stehen gelassen. Um ein mogliches Austrocken sowie in der Folge auftretende
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Lufteinschliisse zu vermeiden, werden die Objekttrager mit klarem Nagellack versiegelt und
schlieBlich bei 4 °C gelagert.

Tabelle 13: Protokoll der Immunfluoreszenzfiarbung

Schritt
1

2

O o0 9 O n b~

11

12

13

14

15

16
17
18
19

Durchfiihrung

Entparaffinierung und Hydrierung mittels absteigender Alkoholreihe (Tabelle 10)

Demaskierung durch 10-miniitiges Kochen in der Mikrowelle in
Tris-EDTA-Puffer
Abkiihlen auf Raumtemperatur durch Umspiilen des Behilters mit

Leitungswasser

Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 5 Minuten unter leichtem Schiitteln
Blockierung durch 5 % normales Eselserum

Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
Applikation des Primarantikérpers

Inkubation tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer

Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 5 Minuten unter leichtem Schiitteln

Applikation des Sekundirantikorpers

Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer abgedunkelten, feuchten

Kammer
Dreimaliges Waschen in PBS fiir jeweils 5 Minuten unter leichtem Schiitteln

Applikation der Bisbenzimidldsung (10 % DAPI Stock B in destilliertem
Wasser) zur Gegenfiarbung der DNA

Inkubation fiir 5 Minuten bei 26°C in einer abgedunkelten, feuchten Kammer

Zweimaliges Waschen in destilliertem Wasser fiir jeweils 5 Minuten bei leichtem
Schiitteln

Eindecken mit FluorPreserve Reagenz

Mit kleinen Gewichten beschwert iiber Nacht stehen lassen
Versiegelung der Objekttrager mit klarem Nagellack
Lagerung bei 4 °C
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2.7 Stereologische Auswertung

2.7.1 Stereologischer Arbeitsplatz

Die stereologische Auswertung erfolgte mit einer Stereologie Software (Stereo Investigator,
Version 11.07; MBF Bioscience, Williston, ND, USA). Das Lichtmikroskop (Olympus
BX51WI; Olympus, Tokyo, Japan) war ausgestattet mit einem motorgetriecbenen
Objekttragertisch mit Steuereinheit (motorized XYZ stage system; MBF Bioscience),
UPlanApo Objektiv (4x, Numerische Apertur (N.A.) = 0.16; Olympus) und CCD-Farbkamera
(U-CMAD-2; Olympus). Das Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX51; Olympus) war
ausgestattet mit einem motorgetriebenen Objekttrigertisch (motorized XYZ stage system;
MBEF Bioscience), Disk Scanning Unit (DSU; Olympus), UPlanSApo Objektiv (20x, N.A. =
0,75; Olympus), Alexa Fluor 488 Filter (Excitation: 470 nm, Emission: 525 nm; Chroma,
Bellows Falls, VT, USA), Alexa Fluor 594 Filter (Excitation: 560 nm, Emission: 630 nm,;
Chroma), Alexa Fluor 350 Filter (Excitation: 395 nm, Emission: 460 nm; Chroma) sowie einer
CCD Farbkamera (Retiga 2000R; Q-Imaging, Surrey, BC, Canada).

2.7.2 Design-based Stereologie - Cavalieri-Methode

Die design-based Stereologie ist eine Methode zur systematischen, quantitativen Bestimmung
stereologischer Parameter dreidimensionaler Strukturen. Die design-based Stereologie gilt als
»State-of-the-art in diesem Feld und bietet mehrere Vorteile gegeniiber anderen Methoden zur
Messung der Zellzahl, Volumen und Zelldichte (Schmitz & Hof, 2005, p. 813). Sie ist
unabhingig von Form, Gro3e oder Lage der untersuchten Strukturen, wodurch systematische
Messfehler vermieden werden (Gundersen et al., 1988; West, 1993, 2002). Thre konsequente
Anwendung fiihrt zu reproduzierbaren und untereinander vergleichbaren Datensédtzen
(Coggeshall & Lekan, 1996; Coleman, 1997; Harrison, 1999). Anwendungsbereiche der
design-based Stereologie sind beispielsweise die Volumenbestimmung definierter Regionen
(engl. region of interest; ROI), die Bestimmung der Gesamtzellzahl eines Zelltyps sowie die
Bestimmung der Zelldichte (Kipp, Kiessling, et al., 2017; Schmitz et al., 2005; Schmitz & Hof,
2005).

Die design-based stereologische Methode zur Ermittlung von Volumen definierter Regionen
basiert auf dem Prinzip von Cavalieri (Cavalieri, 1635). Dieses Prinzip besagt, dass zwei
Korper das gleiche Volumen besitzen, wenn alle zur Grundebene parallelen Schnittflachen auf
gleicher Hohe den gleichen Flacheninhalt haben. Nach diesem Prinzip erlaubt die Schitzung
zweidimensionaler Flidcheninhalte eine Quantifizierung dreidimensionaler ROI-Volumen
(Abbildung 5). Bei der Volumenbestimmung durch die Cavalieri-Methode wird nach dem

systematic and random sampling (SRS) der Schnittserie tiber jeden Gewebsschnitt ein digitales,
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zufillig positioniertes, uniformes Quadratraster gelegt. Die Schitzung des Fldcheninhalts
erfolgt durch die Punktzdhlung aller Schnittpunkte (Kreuzungspunkte) dieses Rasters, welche
auf den Bereich der ROI fallen. Man erhélt eine unverzerrte Schéitzung des ROI-Volumens,
indem der ROI-Flacheninhalt aller Gewebsschnitte der Serie mit dem immer gleichen Abstand
zwischen den Schnitten multipliziert wird (Gundersen & Jensen, 1987).

A B

A

A

A
A 4

[e—

Abbildung 5: Prinzip der Volumenbestimmung nach der Cavalieri-Methode (vgl. Schmitz & Hof, 2005)

Mit Hilfe der Cavalieri-Methode kann das Volumen eines dreidimensionalen Kérpers auf Basis des Flidcheninhalts
seiner Schnittflichen bestimmt werden. (A) zeigt schematisch die zu vermessende, dreidimensionale
Gewebsregion. (B) Die zu untersuchende Gewebsregion ist vollstindig in eine Schnittserie mit Schnitten
uniformer Dicke zerteilt. Es wird der Flicheninhalt des oberen Profils aller Schnitte (oder jedes n-ten) vermessen
(Pfeile). Die Summe der Flacheninhalte aller Schnitte wird mit der uniformen Schnittdicke multipliziert. Hierdurch
erhilt man eine unverzerrte Schitzung des Volumens der untersuchten Gewebsregion. Da der oberste Schnitt in
diesem Beispiel kein oberes Profil besitzt, ist er nicht Teil der Untersuchung.

Zur Anwendung der Cavalieri-Methode (Glaser & Greene, 2006; Gundersen & Jensen, 1987,
Kipp et al., 2017; Prakash et al., 1994) wird zuerst eine SRS-Schnittserie des Zielgewebes
angefertigt (Abbildung 6). Zur Erstellung der SRS-Schnittserie wird zunéchst von den ersten
Gewebsschnitten innerhalb der Zielregion ein einzelner Gewebsschnitt als Serienbeginn
ausgewdhlt. Die Auswahl erfolgt ausschlieSlich nach dem Zufallsprinzip, der Beginn der SRS-
Schnittserie ist somit zufdllig (engl. random). Nun wird ein gleichbleibendes Intervall n
festgelegt, in dem die folgenden Gewebsschnitte in die Schnittserie aufgenommen werden.
Beispielsweise wird jeder dritte Gewebsschnitt in die Serie aufgenommen (n = 3). Die Auswahl
der Gewebsschnitte, welche die SRS-Schnittserie ergeben, erfolgt nach zufélligem Beginn rein

systematisch, da es keine anderweitigen Auswahlkriterien gibt (engl. systematic). Durch diese
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Vorgehensweise wird jeder Gewebsschnitt mit der gleichen Wahrscheinlichkeit ausgewaihlt.
Das SRS wird im experimentellen Ablauf zweifach angewendet: (i) zuerst bei der
Entscheidung, welche Gewebsschnitte der gesamten Schnittserie fiir die Untersuchung
verwendet werden (ii) zweitens bei der Bestimmung, welche Zonen bzw. Teile der

Gewebsschnitte spéter mikroskopisch analysiert werden.

A

Abbildung 6: Darstellung des Erstellungsprinzips einer SRS-Schnittserie

Durch die Verwendung einer SRS-Schnittserie wird ein Bias der stereologischen Analyse vermieden. Der Beginn
der SRS-Serie wird zufillig gewahlt, ihre Fortfithrung erfolgt systematisch. Hierdurch hat jeder Gewebsschnitt die
gleiche Wahrscheinlichkeit, in die SRS-Serie einbezogen zu werden. (A) zeigt die prinzipielle Erstellung einer
SRS-Schnittserie. Es wird eine Schnittserie der Hirnregion erstellt. Der Beginn der SRS-Serie innerhalb dieser
Serie wird zufdllig gewihlt. Nach Beginn wird jeder n-te Schnitt in die SRS-Serie aufgenommen (In der
schematischen Darstellung betriagt der Serienabstand n = 3, also Schnitt-Nr. 1, 4, 7 usw.). Die SRS-Serie wird {iber
die gesamte Hirnregion fortgefiihrt. (B) zeigt schematisch eine SRS-Schnittserie.

Nach Anfertigung der SRS-Schnittserie erfolgt die Schitzung des zweidimensionalen
Flacheninhalts der ROI jedes Gewebsschnitts. Mithilfe einer Stereologiesoftware kann eine
Punktzéhlung angewendet werden oder die ROI als Kontur umfahren werden (Abbildung 7).
Zur Punktzidhlung wird ein uniformes Quadratraster definierter Kantenldnge digital iiber den
Gewebsschnitt gelegt. Es werden die Schnittpunkte (Kreuzungspunkte) des Rasters betrachtet
und alle Punkte gezéhlt, welche in der ROI liegen. Die Position des Rasters ist zufillig, alle

Teile des Gewebsschnitts werden mit der gleichen Wahrscheinlichkeit vom Raster erfasst.
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Die Bestimmung des endgiiltigen ROI-Volumens erfolgt durch folgende Formel:

VROI = ZPROIx aPXd,

wobei Vo, das geschitzte ROI-Volumen, Y. Pro; die Summe aller gezéhlten Schnittpunkte, a,
der mit jedem Kreuzungspunkt assoziierte Flacheninhalt (Flacheninhalt eines einzelnen
Quadrats im Raster), d die Distanz zwischen den Oberflichen zwei aufeinander folgender
Gewebsschnitte der untersuchten Serie ist. Somit wird zuerst der zweidimensionale
Flacheninhalt der Zielregion auf allen SRS-Gewebsschnitten bestimmt. Dieser wird iiber die
gesamte Schnittserie summiert und mit dem Intervallabstand der Serie multipliziert. Hieraus
ergibt sich das endgiiltige ROI-Volumen (Kipp, Kiessling, et al., 2017).

|

|
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|
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—>
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Punktzihlung anhand eines Quadratrasters

Durch die Verwendung einer Punktzéhlung innerhalb eines Zahlrasters kann der Flacheninhalt einer spezifischen
Gewebsregion bestimmt werden. Mittels Stereologiesoftware wird ein zufillig positioniertes, uniformes
Quadratraster definierter Kantenlédnge (slg in x- und y-Richtung) digital iiber die gesamte Gewebsregion gelegt.
Es werden die Schnittpunkte des Rasters betrachtet und alle Kreuzungspunkte gezéhlt, welche in der spezifischen
region of interest (ROI; graues Oval) liegen (gelbe Markierung). Die Summe aller gezdhlten Kreuzungspunkte
wird mit dem assoziierten Fldcheninhalt pro Kreuzungspunkt (slg-x X slg-y) multipliziert. Hierdurch ergibt sich
eine unverzerrte Schitzung des Flacheninhalts der spezifischen Gewebsregion.
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2.7.3 Definition der Regions of Interest

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestimmten wir das Volumen spezifischer Hirnregionen
(Kortex, Corpus callosum, Subkortex) nach akuter und chronischer Demyelinisierung durch
Cuprizone. Die untersuchten Hirnregionen wurden zur stereologischen Auswertung als drei

histologische regions of interest (ROIs) definiert. Diese sind in Abbildung 8 dargestellt:

- Kortex (CTX)
- Corpus callosum (CC)
- Subkortex (SCTX)

Um alle Strukturen trotz teilweise unscharfer Morphologie vollstdndig abgrenzen zu kdnnen,
wurden die Begrenzungen der untersuchten ROIs genau definiert: die mediale Begrenzung der
Region Kortex (CTX) bestand in der morphologischen Grenze zum Corpus callosum. Nach
dem lateralen Abbruch des Corpus callosum erfolgte die mediale Begrenzung durch eine
gezogene Gerade zwischen der lateralen Basis des Corpus callosum und dem basalen Ende der
Schicht II (Pyramidenzellschicht) der Area piriformis; die Region Corpus callosum (CC) wurde
entsprechend ihrer eindeutigen Morphologie definiert; die Region Subkortex (SCTX) umfasste
alle Strukturen medial des Corpus callosum, ausgenommen des Hippocampus und dessen
Fimbrien. Lateral erfolgt die Abgrenzung zum Kortex entlang der zuvor beschriebenen Gerade
zwischen der lateralen Basis des Corpus callosum und dem basalen Ende der Schicht II der
Area piriformis.

Die untersuchten Schnittserien umfassten die Regionen 265 (entspricht dem rostralen Ende des
Hippocampus) bis Region 305 (entspricht dem Beginn des kaudalen Diencephalons) nach dem
Mouse Brain Atlas (Sidman et al., n.d.).
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der definierten Regions of Interest (vgl. Hochstrasser et al., 2019)

Es werden die definierten regions of interest anhand der Regionen 265, 285, 305 nach dem Mouse Brain Atlas
(Sidman et al., n.d.) exemplarisch dargestellt. (Kortex; CTX) die Region ist nach medial durch die morphologische
Grenze zum Corpus callosum begrenzt. Im lateralen Anteil erfolgt die Abgrenzung zum Subkortex entlang einer
definierten Gerade zwischen der lateralen Basis des Corpus callosum und dem basalen Ende der Schicht II
(Pyramidenzellschicht) der Area piriformis (gestrichelte Linie). (Corpus callosum; CC) die Region folgt ihrer
morphologisch abgrenzbaren Struktur. (Subkortex; SCTX) die Region umfasst alle Strukturen medial des Corpus
callosum, ausgenommen des Hippocampus und dessen Fimbrien.
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2.7.4 Durchfiihrung der Volumenbestimmung

In der vorliegenden Arbeit wurden das Volumen von drei spezifischen Hirnregionen (Kortex,
Corpus callosum, Subkortex) durch Verwendung der Cavalieri-Methode bestimmt.

Hierzu wurden liickenlose Serien 40 um dicker, coronarer Gefrierschnitte der Regionen 265-
305 nach dem Mouse Brain Atlas (Sidman et al., n.d.) angefertigt. Innerhalb dieser
Hirnregionen lésst sich die Demyelinisierung im Corpus callosum zuverldssig reproduzierbar
induzieren (Chrzanowski et al., 2019; Goldberg et al., 2015). Aus den urspriinglichen
Schnittserien wurden nach dem Prinzip des systematic and random sampling SRS-Schnittserien
erstellt (zur Erlduterung des Prinzips siche Abbildung 6). Die Auswahl des Beginns der Serie
erfolgte zufdllig ab Region 265 nach Sidman et al. und jeder dritte folgende Schnitt wurde in
die Serie aufgenommen (Schnitte Nr. 1, 4, 7, 10 usw.). Nach zehn eingeschlossenen Schnitten
wurde die Serie abgeschlossen. Das anatomische Korrelat des Endpunktes war die Region 305
nach Sidman et al., n.d. Der Abstand zwischen den einzelnen Schnitten der SRS-Serie betrug
120 pm.

Die Berechnung des Volumens erfolgte anhand der durch Punktz&hlung ermittelten Flachen der
ROIs. Fiir die Punktzdhlung wurde ein digitales, zuféllig positioniertes Quadratraster aufgelegt
und die Anzahl aller Schnittpunkte im Bereich der ROIs gezihlt (Abbildung 9). Fiir die
Regionen Kortex und Subkortex betrug die Seitenldnge eines Quadrats im Raster 500 pm in x-
und y-Richtung (slg). Fiir die Region Corpus callosum wurde das Raster entsprechend kleiner
gewihlt. Hier betrugen die Seitenldngen 220 pm in x- und y-Richtung. Um das abschlieBende

Gesamtvolumen zu bestimmen, wurde die folgende Formel verwendet:
Gesamtvolumen = z Punkte x slg? x Punktdicke

Es wurden alle iiber die vollstindige Schnittserie gezéhlten Punkte einer Region addiert und
deren Summe mit der assoziierten Fliche pro Punkt sowie dem Abstand zwischen zwei
aufeinander folgenden Schnitten (Punktdicke) multipliziert (Tabelle 14).
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Abbildung 9: Volumenbestimmung mittels Cavalieri-Methode (vgl. Hochstrasser et al., 2019)

Die Berechnung des Volumens erfolgt anhand der durch Punktzéhlung ermittelten Flache der region of interest.
(A) Ubersicht der regions of interest. Der rechteckige Ausschnitt entspricht der Position von (B). (B) Zur
Punktzihlung wird ein digitales, zufdllig positioniertes Raster definierter Kantenldngen (slg in x- und y-Richtung)
aufgelegt und die Anzahl aller Kreuzungspunkte im Bereich der ROI gezihlt (gelbe Markierung). Die Summe
aller gezdhlten Kreuzungspunkte wird mit der assoziierten Flache pro Punkt sowie der Punktdicke multipliziert,

um das Gesamtvolumen der ROI zu bestimmen.

Tabelle 14: Exemplarische Darstellung der Details der Volumenbestimmung des Kortex (CTX), Corpus callosum
(CC) und des Subkortex (SCTX) einer vollstdndig vermessenen Schnittserie eines Versuchs- bzw. Kontrolltieres.
Exemplarisch sind die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip zugrundeliegenden Parameter
aufgefiihrt. slg: Kantenldnge der x- und y-Dimension des Zahlrasters der Punktzéhlung; Punktdicke: Grofie des
uniformen Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Fliche pro Punkt, Volumen pro
Punkt: Die mit jeweils einem gezihlten Punkt assoziierte Flache bzw. Volumen; 2. Punkte: alle gezéhlten Punkte

innerhalb der vollstdndigen Schnittserie des Versuchs- bzw. Kontrolltieres.

Tiernummer CTX CC SCTX
slg (um) 500 220 500
Punktdicke (um) 120 120 120
Fliche pro Punkt (um?) 250000 48400 250000
Volumen pro Punkt (mm?) 0,03 0,00581 0,03
2. Punkte - - -
Gesamtvolumen (mm?) - - -

46



2. Material und Methoden

2.7.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,
Version 9.1.2; San Diego, CA, USA) verwendet. Sdmtliche bestimmten Volumina der
spezifischen Hirnregionen wurden ihren entsprechenden Gruppen zugeordnet und fiir jede
Gruppe wurde der Mittelwert berechnet. Die Datensédtze wurden mithilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests auf Normalverteilung getestet. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden
mittels t-Test auf Signifikanz gepriift und als p-Wert dargestellt. Statistische Signifikanz
bestand ab einem Wert p < 0,05. Eine mogliche Alphafehler-Kumulierung durch multiples

Testen wurde nicht korrigiert.
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Anmerkung: Die Versuche und Daten der vorliegenden Arbeit sind teilweise Bestandteil der
Veroffentlichung Hochstrasser, T., Rithling, S., Hecher, K., Fabisch, K. H., Chrzanowski, U.,
Brendel, M., Eckenweber, F., Sacher, C., Schmitz, C., & Kipp, M. (2019). Stereological
Investigation of Regional Brain Volumes after Acute and Chronic Cuprizone-Induced
Demyelination. Cells, 8(9), 1024. https://doi.org/10.3390/cells8091024.

3.1 Evaluation der histopathologischen Kennzeichen der Cuprizone-Intoxikation

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Volumen spezifischer Hirnregionen (ROI:
Kortex; Corpus callosum; Subkortex) nach Demyelinisierung durch Cuprizone-Intoxikation
quantitativ stereologisch untersucht. Die Untersuchung erfolgte sowohl fiir die akute
Demyelinisierung (fiinf Wochen Intoxikation) als auch fiir die chronische Demyelinisierung
(12 Wochen Intoxikation).

In einem ersten Schritt wurden die bekannten, histopathologischen Kennzeichen des
Cuprizone-Modells an einzelnen Gewebsschnitten des Versuchs exemplarisch evaluiert.
Hierdurch konnte histologisch gezeigt werden, dass die Demyelinisierung durch Cuprizone-
Intoxikation im Sinne des Cuprizone-Modells innerhalb des Gesamtversuchs erfolgreich war.
Die Gewebsschnitte wurden hierzu gesondert histochemisch aufbereitet. Mittels
Immunhistochemie wurden Myelingehalt (anti-PLP; anti-CNPase), Astrozyten (anti-GFAP)
und Mikroglia (anti-IBAT) dargestellt. Die histologische Untersuchung konzentrierte sich dabei
besonders auf die Region um das mediale Corpus callosum. Diese Region ist im Cuprizone-
Modell besonders relevant, da sich dort die Demyelinisierung hochst reproduzierbar
untersuchen ldsst (Chrzanowski et al., 2019; Goldberg et al., 2015; Schmidt et al., 2013). Es
wurden sowohl die akute- als auch die chronische Demyelinisierung untersucht (Abbildung 10
- 12).

Das mediale Corpus callosum ist nach akuter Cuprizone-Intoxikation weitestgehend
demyelinisiert. Ebenso zeigt sich eine Demyelinisierung der angrenzenden Kortexareale.
Cingulum und Fornix hippocampi (Fornix) sind jedoch kaum betroffen und weisen eine
gewisse Resistenz auf. Bei den Kontrolltieren findet sich eine intensive Farbung des gesamten
medialen Corpus callosum. Auch die orthogonal verlaufenden Fasertrakte der Fornix
erscheinen homogen gefarbt und vollstindig myelinisiert (Abbildung 10 A, 10 D). Nach akuter
Cuprizone-Intoxikation ist die anti-PLP-Intensitit im medialen Corpus callosum deutlich
verringert. Die angrenzenden Kortexareale weisen ebenfalls eine verringerte Immunreaktivitét
auf und erscheinen weniger homogen. Die Regionen des Cingulums und der Fornix zeigen
dagegen weiterhin eine hohe Férbeintensitit (Abbildung 10 E). In der anti-CNPase-Fiarbung

erscheint die Myelinisierung liickenhaft und sichtbar verringert. Das Corpus callosum
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imponiert durch teilweise noch myelinisierte Anteile faserig und ausgediinnt (Abbildung 10 B).
Nach chronischer Demyelinisierung mit Cuprizone zeigt sich ein weitestgehend analoges Bild.
Das mediale Corpus callosum ist praktisch vollstindig demyelinisiert. Die angrenzenden
Kortexregionen sind ebenfalls demyelinisiert. Die anti-PLP-Immunreaktivitdt beider Regionen
ist erheblich reduziert. Das Cingulum ist ebenfalls von der Demyelinisierung betroffen und
weist nur wenig anti-PLP-Reaktivitit auf. Die Fornix bleibt dagegen weiterhin myelinisiert,
hier besteht eine lediglich geringfiigig verminderte anti-PLP-Immunreaktivitit (Abbildung 10
F). In der anti-CNPase-Firbung findet sich eine massiv rarifizierte Myelinstruktur innerhalb
des Corpus callosum und eine Demyelinisierung der angrenzenden Kortexareale (Abbildung
10 C).
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anti-PLP

~

Abbildung 10: Effekt der Cuprizone-Intoxikation iiber fiinf und 12 Wochen auf die Myelinisierung im
Bereich des medialen Corpus callosum anhand immunhistochemischer anti-PLP und anti-CNPase-

Farbungen

(A - C) zeigen eine immunhistochemische anti-CNPase-Féarbung im Bereich des medialen Corpus callosum nach
Cuprizone-Intoxikation (Cup) iiber fiinf (B), zwolf (C) Wochen und bei Kontrolltieren (Ko) (A). (D - F) zeigen
eine immunhistochemische anti-PLP-Fiarbung im Bereich des medialen Corpus callosum nach Cuprizone-
Intoxikation iiber fiinf (E), 12 (F) Wochen und bei Kontrolltieren (D). (A, D) Homogene Myelinisierung im
Bereich des medialen Corpus callosum bei den Kontrolltieren. (B, E) Intensive Demyelinisierung nach akuter
(fiinf Wochen) Cuprizone-Intoxikation. Die Bereiche des Cingulums und der Fornix hippocampi sind nicht
betroffen. (C, F) Nahezu vollstindige Demyelinisierung des medialen Corpus callosum nach chronischer (12
Wochen) Cuprizone-Intoxikation. Das Cingulum ist ebenfalls betroffen, wihrend die Fornix hippocampi
myelinisiert bleibt. Messskala (A - C) = 100 um; Messskala (D - F) = 100 um.
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Des Weiteren wurde die akute und chronische Demyelinisierung durch Cuprizone von einer
reaktiven Gliose aus Mikrogliazellen und Astrozyten begleitet. In den Kontrolltieren finden
sich im medialen Corpus callosum einige GFAP-positive Astrozyten sowie vereinzelt IBA1-
positive Mikrogliazellen (Abbildung 11 A, 11 D). Die Astrozyten erscheinen bei hdherer
Auflosung geordnet und schmal. Die Mikrogliazellen sind als ruhender Phanotyp zu erkennen:
sie haben kleine Zellkorper, ihre Ausldufer sind lang und verzweigt (Abbildung 12 A, 12 D).
Nach akuter Cuprizone-Intoxikation kommt es im medialen Corpus callosum zu einer
ausgeprigten Aktivierung von Mikrogliazellen. Die anti-IBA1-Intensitidt nimmt deutlich zu.
Durch die hohe Zellzahl und grofere Morphologie der Mikrogliazellen erscheint das mediale
Corpus callosum unscharf durchsetzt (Abbildung 11 B). Bei hoherer Auflosung ist der
aktivierte Phanotyp der Mikrogliazellen zu erkennen: die Zellen sind vergroBert, die Ausléufer
sind kurz, dick und wenig verzweigt (Abbildung 12 B). Es kommt auBlerdem zur intensiven
Aktivierung und Ansammlung von Astrozyten. Die GFAP-Immunreaktivitit im medialen
Corpus callosum nimmt erheblich zu (Abbildung 11 E). Die reaktiven Astrozyten zeigen
vergroferte Zellkorper und ungeordnete Ausldufer (Abbildung 12 E). Nach chronischer
Demyelinisierung mit Cuprizone ist im medialen Corpus callosum ebenfalls eine deutliche
Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten sichtbar (Abbildung 11 C, 11 F). Im
Vergleich zur akuten Demyelinisierung ist die Mikrogliose nach chronischer Demyelinisierung
jedoch abgeschwicht, wiéhrend die Astrozytose weiterhin stark ausgeprigt ist.
Dementsprechend findet sich eine vergleichsweise schwichere IBA1-Immunreaktivitit aber
erhebliche GFAP-Immunreaktivitit (Abbildung 11 B, 11 C, 11 E, 11 F). Sowohl
Mikrogliazellen als auch Astrozyten zeigen bei hoherer Auflosung eine verdickte Morphologie
im Sinne eines aktivierten, reaktiven Phanotyps (Abbildung 12 C, 12 F).
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Abbildung 11: Effekt der Cuprizone-Intoxikation iiber fiinf und 12 Wochen auf die reaktive Gliose anhand
immunhistochemischer Farbungen der Mikrogliazellen (anti-IBA1) und Astrozyten (anti-GFAP)

(A - C) zeigen eine immunhistochemische anti-IBA1-Féarbung im Bereich des medialen Corpus callosum nach
Cuprizone-Intoxikation (Cup) iiber fiinf (B), zwolf (C) Wochen und bei Kontrolltieren (Ko) (A). (D - F) zeigen
eine immunhistochemische anti-GFAP-Farbung der gleichen Region nach Cuprizone-Intoxikation iiber fiinf (E),
12 (F) Wochen und bei Kontrolltieren (D). (A) Einzelne IBA1-positive Mikrogliazellen bei den Kontrolltieren.
(B) Massive Mikrozytose nach akuter (fiinf Wochen) Cuprizone-Intoxikation. (C) Anhaltende Mikrozytose nach
chronischer (12 Wéchen) Cuprizone-Intoxikation. Jedoch sichtbar abgeschwécht im Vergleich zum Zustand nach
akuter (B) Intoxikation. (D) GFAP-positive Astrozyten bei den Kontrolltieren. (E) Ausgeprigte Astrozytose nach
akuter (fiinf Wochen) Cuprizone-Intoxikation, welche nach chronischer (12 Wochen) Cuprizone-Intoxikation (F)
anhaltend besteht. Messskala (A - F) = 100 pm.
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Cup Cup

Abbildung 12: Effekt der Cuprizone-Intoxikation iiber fiinf und 12 Wochen auf die Zellmorphologie der
Mikrogliazellen (anti-IBA1) und Astrozyten (anti-GFAP) anhand immunhistochemischer Firbungen

(A - C) zeigen die 40-fache VergroBerung einer immunhistochemischen anti-IBA1-Férbung des Corpus callosum
nach Cuprizone-Intoxikation (Cup) iiber fiinf (B), zwolf (C) Wochen und bei Kontrolltieren (Ko) (A). (D - F)
zeigen die 40-fache Vergroferung einer immunhistochemischen anti-GFAP-Farbung der gleichen Region nach
Cuprizone-Intoxikation iiber fiinf (E), 12 (F) Wochen und bei Kontrolltieren (D). (A) Einzelne, ruhende IBA1-
positive Mikrogliazellen mit kleiner, schmaler Morphologie und diinnen Ausldufern bei den Kontrolltieren. (D)
Ruhende GFAP-positive Astrozyten mit kleiner Morphologie und einzelnen, schmalen Ausldufern bei den
Kontrolltieren. (B, C) Aktivierte Mikrogliazellen mit vergroBertem Zellkorper, verdickten Ausldufern und
plumper Morphologie nach akuter und chronischer Cuprizone-Intoxikation. (E, F) Reaktive Astrozyten mit
vergrofertem Zellkdrpern und ungeordneten, verdickten Ausldufern nach akuter und chronischer Cuprizone-
Intoxikation. Messskala (A - F) = 25 um.
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Die genannten histologischen Beobachtungen und Merkmale entsprechen den in der Literatur
mehrfach beschrieben, typischen histopathologischen Verdnderungen nach einer Cuprizone-
Intoxikation (Chrzanowski et al., 2019; Goldberg et al., 2015; Kipp, Nyamoya, et al., 2017,
Schmidt et al., 2013). Anhand der Befunde innerhalb dieser reprisentativen Gewebsschnitte

zeigt sich eine regelhafte und erfolgreiche Demyelinisierung im Rahmen des Gesamtversuchs.

3.2 Kein regionaler Gehirnvolumenverlust bei akuter Cuprizone-Intoxikation

Wir untersuchten zuerst, ob sich die akute, fiinfwochige Cuprizone-Intoxikation auf die
regionalen Hirnvolumen spezifischer Hirnregionen (ROI: Kortex, Corpus callosum, Subkortex)
innerhalb der Zielregion (R265 — R305 nach Sidman et al., n.d.) auswirkt . Hierzu verwendeten
wir quantitative stereologische Verfahren. Trotz der zuvor beschriebenen histopathologischen
Veranderungen, wie Demyelinisierung und reaktiver Gliose, der iiber flinf Wochen behandelten
Tiere zeigten sich nach akuter Cuprizone-Intoxikation keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Volumens der untersuchten Hirnregionen zwischen Behandlungsgruppe und
Kontrollgruppe. Das Volumen der drei spezifischen Hirnregionen war fiir beide Gruppen
vergleichbar: Kortex (19,69 + 0,32 mm? vs. 19,29 + 0,31 mm?); Corpus callosum (2,03 £ 0,05
mm® vs. 2,20 £ 0,11 mm?®); Subkortex (29,02 + 0,72 mm?® vs. 28,93 + 0,82 mm?®). Die
individuellen Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt: Kortex (CTX, Tabelle 15,
Abbildung 13); Corpus callosum (CC, Tabelle 16, Abbildung 14), Subkortex (SCTX, Tabelle
17, Abbildung 15).
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Tabelle 15: Details der Volumenbestimmung des Kortex (CTX) der Versuchstiere (Cuprizone; n = 5) und der
Kontrolltiere (Kontrolle; n = 4) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen). Individuelle Messwerte jeder pro
Versuchstier vermessenen Schnittserie mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) sowie die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip zugrundeliegenden Parameter.
slg: Kantenlinge der x- und y-Dimension des Zéhlrasters der Punktzéhlung; Punktdicke: GréBe des uniformen
Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Fliche pro Punkt, Volumen pro Punkt: Die
mit jeweils einem gezdhlten Punkt assoziierte Fliche bzw. Volumen; 3 Punkte: alle gezdhlten Punkte innerhalb
der vollstindigen Schnittserie eines Versuchstiers; A-MW: Mittlere Anderung des Volumens zwischen Kontroll-
und Cuprizonegruppe.

Kortex (CTX) - Akute Intoxikation
slg (nm) 500
Fliche pro
250000
Punkt (um?)
Punktdicke
120
(nwm)
Volumen pro
0,03
Punkt (mm?)
Kontrolle Cuprizone
> Punkte Volumen (mm?) | ¥ Punkte Volumen (mm?)
629 18,87 677 20,31
650 19,50 646 19,38
674 20,22 643 19,29
672 20,16 612 18,36
638 19,13
Mittelwert 19,69 19,29
SD 0,64 0,70
SEM 0,32 0,31
|Al-MW (mm?) 0,4+1,34
|AI-MW (%) 2,03 + 6,80
p-Wert 0,4108
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Abbildung 13: Keine Volumenreduktion des Kortex nach akuter Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung des kortikalen Volumens (CTX) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen) bei
Kontrolltieren (Kontrolle; n = 4) und Versuchstieren (Cuprizone; n = 5). Die Daten sind als individuelle Werte
(Punkte) sowie als Mittelwert pro Gruppe (dicke Linie) mit Fehlerbalken (schmale Linien) dargestellt. Es ergibt
sich keine statistisch signifikante Reduktion des Volumens des Kortex zwischen Kontroll- und Versuchstieren

nach akuter Cuprizone-Intoxikation.
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Tabelle 16: Details der Volumenbestimmung des Corpus callosum (CC) der Versuchstiere (Cuprizone; n = 5) und
der Kontrolltiere (Kontrolle; n = 4) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen). Individuelle Messwerte jeder
pro Versuchstier vermessenen Schnittserie mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) sowie die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip zugrundeliegenden
Parameter. slg: Kantenldnge der x- und y-Dimension des Zéhlrasters der Punktzahlung; Punktdicke: GroBe des
uniformen Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Fliche pro Punkt, Volumen pro
Punkt: Die mit jeweils einem gezahlten Punkt assoziierte Fliche bzw. Volumen; 2. Punkte: alle gezéhlten Punkte
innerhalb der vollstindigen Schnittserie eines Versuchstiers; A-MW: Mittlere Anderung des Volumens zwischen
Kontroll- und Cuprizonegruppe.

Corpus callosum (CC) - Akute Intoxikation
slg (nm) 220
Fliche pro
48400
Punkt (um?)
Punktdicke
120
(nwm)
Volumen pro
0,00581
Punkt (mm?)
Kontrolle Cuprizone
2. Punkte Volumen (mm?) | 3 Punkte Volumen (mm?)
327 1,90 387 2,25
366 2,13 430 2,50
345 2,00 324 1,88
362 2,10 396 2,30
354 2,05
Mittelwert 2,03 2,20
SD 0,10 0,24
SEM 0,05 0,11
[AFMW (mm?®) 0,17 £ 0,34
|AI-MW (%) 8,37 +16,75
p-Wert 0,2465
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Abbildung 14: Keine Volumenreduktion des Corpus callosum nach akuter Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung des Volumens des Corpus callosum (CC) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen) bei
Kontrolltieren (Kontrolle; n = 4) und Versuchstieren (Cuprizone; n = 5). Die Daten sind als individuelle Werte
(Punkte) sowie als Mittelwert pro Gruppe (dicke Linie) mit Fehlerbalken (schmale Linien) dargestellt. Es ergibt
sich keine statistisch signifikante Reduktion des Volumens des Corpus callosum zwischen Kontroll- und

Versuchstieren nach akuter Cuprizone-Intoxikation.
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Tabelle 17: Details der Volumenbestimmung des Subkortex (SCTX) der Versuchstiere (Cuprizone; n = 5) und
der Kontrolltiere (Kontrolle; n = 4) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen). Individuelle Messwerte jeder
pro Versuchstier vermessenen Schnittserie mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) sowie die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip zugrundeliegenden
Parameter. slg: Kantenldnge der x- und y-Dimension des Zéhlrasters der Punktzahlung; Punktdicke: Grofe des
uniformen Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Fliche pro Punkt, Volumen pro
Punkt: Die mit jeweils einem gezahlten Punkt assoziierte Fliche bzw. Volumen; 2. Punkte: alle gezéhlten Punkte
innerhalb der vollstindigen Schnittserie eines Versuchstiers; A-MW: Mittlere Anderung des Volumens zwischen
Kontroll- und Cuprizonegruppe.

Subkortex (SCTX) - Akute Intoxikation
slg (nm) 500
Fliche pro
250000
Punkt (um?)
Punktdicke
120
(nm)
Volumen pro
0,03
Punkt (mm?)
Kontrolle Cuprizone
2. Punkte Volumen (mm?) | 3 Punkte Volumen (mm?)
1176 35,28 1208 36,24
1299 38,97 1298 38,94
1214 36,42 1170 35,10
1263 37,89 1235 37,05
1328 39,84
Mittelwert 29,02 28,93
SD 1,43 1,83
SEM 0,72 0,82
|[AFMW (mm?®) 0,09 + 3,26
|AI-MW (%) 0,31 +£11,23
p-Wert 0,9413
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Abbildung 15: Keine Volumenreduktion des Subkortex nach akuter Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung des subkortikalen Volumens (SCTX) nach akuter Cuprizone-Intoxikation (5 Wochen) bei
Kontrolltieren (Kontrolle; n = 4) und Versuchstieren (Cuprizone; n = 5). Die Daten sind als individuelle Werte
(Punkte) sowie als Mittelwert pro Gruppe (dicke Linie) mit Fehlerbalken (schmale Linien) dargestellt. Es ergibt
sich keine statistisch signifikante Reduktion des Volumens des Subkortex zwischen Kontroll- und Versuchstieren

nach akuter Cuprizone-Intoxikation.
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3. Ergebnisse
3.3 Regionaler Gehirnvolumenverlust bei chronischer Cuprizone-Intoxikation

Als zweites untersuchten wir, ob sich die chronische, zwdolfwochige Cuprizone-Intoxikation
auf die regionalen Hirnvolumen der spezifischen Hirnregionen (ROI: Kortex, Corpus callosum,
Subkortex) innerhalb der Zielregion (R265 — R305 nach Sidman et al., n.d.) auswirkt. Dies
erfolgte ebenfalls mittels quantitativer stereologischer Verfahren. Hierbei zeigte sich ein
signifikanter Volumenverlust des Corpus callosum sowie des Subkortex nach chronischer
Cuprizone-Intoxikation verglichen mit der Kontrollgruppe. Das mittlere Volumen des Corpus
callosum betrug 1,96 + 0,10 mm? in den Kontrolltieren und 1,59 £ 0,09 mm? in den Cuprizone
behandelten Tieren (*p = 0,0208). Das mittlere Volumen des Subkortex betrug 30,96 + 0,34
mm? in den Kontrolltieren und 29,11 + 0,14 mm? in den Cuprizone behandelten Tieren (**p =
0,0012). Im Kortex konnte jedoch kein signifikanter Volumenverlust festgestellt werden (20,58
+ 0,24 mm?® vs. 20,71 £ 0,22 mm?®). Die individuellen Ergebnisse werden im Folgenden
dargestellt: Kortex (CTX, Tabelle 18, Abbildung 16); Corpus callosum (CC, Tabelle 19,
Abbildung 17), Subkortex (SCTX, Tabelle 20, Abbildung 18).
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3. Ergebnisse

Tabelle 18: Details der Volumenbestimmung des Kortex (CTX) der Versuchstiere (Cuprizone; n = 5) und der
Kontrolltiere (Kontrolle; n = 6) nach chronischer Cuprizone-Intoxikation (12 Wochen). Individuelle Messwerte
jeder pro Versuchstier vermessenen Schnittseric mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) sowie die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip
zugrundeliegenden Parameter. slg: Kantenldnge der x- und y-Dimension des Zahlrasters der Punktzéhlung;
Punktdicke: GroBe des uniformen Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Flache pro
Punkt, Volumen pro Punkt: Die mit jeweils einem gezihlten Punkt assoziierte Fliche bzw. Volumen; >, Punkte:
alle geziihlten Punkte innerhalb der vollstindigen Schnittserie eines Versuchstiers; A-MW: Mittlere Anderung des

Volumens zwischen Kontroll- und Cuprizonegruppe.

Kortex (CTX) - Chronische Intoxikation

slg (nm) 500

Fliche pro
250000

Punkt (um?)

Punktdicke
120

(nm)

Volumen pro

Punkt (mm?) 0,03

Kontrolle Cuprizone

> Punkte Volumen (mm?) | ¥ Punkte Volumen (mm?)
675 20,25 699 20,97
696 20,88 674 20,22
681 20,43 695 20,85
655 19,65 673 20,19
701 21,03 711 21,33
707 21,21

Mittelwert 20,58 20,71

SD 0,58 0,50

SEM 0,24 0,22

|AFMW (mm?®) 0,13 + 1,08

|AI-MW (%) 0,63 +5,25

p-Wert 0,6875
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Abbildung 16: Keine Volumenreduktion des Kortex nach chronischer Cuprizone-Intoxikation

Quantifizierung des kortikalen Volumens (CTX) nach chronischer Cuprizone-Intoxikation (12 Wochen) bei
Kontrolltieren (Kontrolle; n = 6) und Versuchstieren (Cuprizone; n = 5). Die Daten sind als individuelle Werte
(Punkte) sowie als Mittelwert pro Gruppe (dicke Linie) mit Fehlerbalken (schmale Linien) dargestellt. Es ergibt
sich keine statistisch signifikante Reduktion des Volumens des Kortex zwischen Kontroll- und Versuchstieren

nach chronischer Cuprizone-Intoxikation.
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Tabelle 19: Details der Volumenbestimmung des Corpus callosum (CC) der Versuchstiere (Cuprizone; n = 5) und
der Kontrolltiere (Kontrolle; n = 6) nach chronischer Cuprizone-Intoxikation (12 Wochen). Individuelle
Messwerte jeder pro Versuchstier vermessenen Schnittserie mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) sowie die der Volumenberechnung nach dem Cavalieri-Prinzip
zugrundeliegenden Parameter. slg: Kantenldnge der x- und y-Dimension des Zahlrasters der Punktzéhlung;
Punktdicke: GroBe des uniformen Abstands zwischen den einzelnen Gewebsschnitten der Schnittserie; Flache pro
Punkt, Volumen pro Punkt: Die mit jeweils einem gezihlten Punkt assoziierte Fliche bzw. Volumen; >, Punkte:
alle geziihlten Punkte innerhalb der vollstindigen Schnittserie eines Versuchstiers; 