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I. Einleitung

Die Funktionen des Gehirns beruhen auf der Fahigkeit von erregbaren Zellen
elektrische Impulse auszul6sen und weiterzuleiten. Vor diesem Hintergrund mag
es liberraschend erscheinen, dass die elektrisch erregbaren Zellen, die Neuronen,
zahlenmiBig nicht an erster Stelle unter den verschiedenen Zellarten des Gehirns
stehen, sondern dass Gliazellen in ihrer Funktion als Hiill- und Stiitzzellen diese
Position im Zentralnervensystem (ZNS) einnehmen. Als Erster beschrieb der
deutsche Pathologe Rudolf Virchow (1821 — 1902) im Jahre 1846 Zellen im ZNS,
die keine Merkmale von Neuronen aufwiesen [248]. Er nahm an, dass es sich
dabei um das Bindegewebe des Gehirns handle und bezeichnete es als
,Nervenkitt“., Virchow schrieb dem Gewebe zwei Aufgaben zu: eine
Stiitzfunktion fiir die Nervenzellen sowie Beteiligung an der Gewebsreparatur.
Lange Zeit wurde nicht erkannt, dass es sich bei den Zellen, die den ,,Nervenkitt*
bildeten um unterschiedliche Zelltypen handelte. Erst die Entwicklung von
Metall-Imprignierungstechniken ermoglichte die weitere Differenzierung.
Robertson [212] entdeckte mit Hilfe einer Platin-Imprégnierungsmethode kleine
Zellen mit Fortsdtzen, die sowohl in der weillen als auch in der grauen
Gehirnsubstanz zu finden waren. Er nannte diese Zellen ,,Mesoglia®, da er von
einer mesodermalen Abstammung ausging, und hat aus heutiger Sicht damit
erstmalig die Oligodendroglia beschrieben.

Ramon y Cajal identifizierte 1913 mittels Gold-Impridgnierung die Astrozyten
[43] sowie ein sogenanntes drittes Element (zusétzlich zu Neuronen und
Neuroglia), das mit dieser Farbung nicht darzustellen war.

Dieses dritte Element wurde durch Rio Hortega weiter untersucht. Er unterschied
1921 durch Anwendung einer Silbercarbonat-Impriagnierung zwei Zellarten, die
er als ,,Mikroglia® und ,,Oligodendroglia“ — ,,Zellen mit wenigen Fortsidtzen* —
bezeichnete. Die letzteren differenzierte er noch weiter und zwar anhand ihrer

Lage zu den Nervenzellen als perineuronale und interfaszikulire



Oligodendrozyten sowie aufgrund von morphologischen Kriterien (Zahl, Lange
und Grad der Veriéstelung der Fortsdtze) in vier Untergruppen [209].

Hortega erkannte dariiber hinaus, dass es sich bei den Oligodendrozyten um die
myelinbildenden Zellen des ZNS handelte. Vor ihm hatten sich bereits andere mit
dieser Thematik auseinandergesetzt: Virchow hatte 1858 erstmals Umhiillungen
von Nervenfasern beschrieben und den Begriff ,Myelin®“ eingefiihrt [249].
Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieb Hardesty [105] aufgrund von
lichtmikroskopischen Untersuchungen Oligodendrozyten als Zellen mit enger
Verbindung zu entstehenden Myelinscheiden und schloss daraus, dass sie Teile
des Myelins bildeten. Auch Cajal hatte 1913 einen Zusammenhang zwischen
seinem ,,dritten Element* und den Nervenscheiden hergestellt, indem er diese
Zellen im ZNS als analog zu den Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem
betrachtete. Im Jahr 1932 war es schlieBlich Penfield [185], der als Resultat seiner
Studien feststellte, dass die Oligodendrozyten fiir die Bildung und Erhaltung der
Mpyelinscheiden im ZNS verantwortlich sind.

Trotz all der Ergebnisse, die in die gleiche Richtung wiesen, blieb ein Rest
Unsicherheit was die Myelinogenese in diesen Gliazellen betraf. Grund hierfiir
war die Problematik der zundchst fehlenden Darstellbarkeit von
zytoplasmatischen Verbindungen zwischen den Fortsdtzen der Oligodendrozyten
und den Myelinscheiden. Erst die Elektronenmikroskopie ermoglichte es Bunge
et al. im Jahr 1961 [39] darzustellen, dass sich Oligodendroglia-Fortsétze
tibergangslos in die duBerste Schicht der Myelinscheiden fortsetzten. Seitdem
haben eine Vielzahl von Studien die Rolle der Oligodendrozyten bei der
Mpyelinproduktion und — erhaltung untersucht und bestitigt. In den letzten Jahren
wurde dabei jedoch zusehends klarer, dass diese Gliazellen dariiber hinaus noch
weitere Funktionen im Gehirn iibernehmen; dass sie moglicherweise in einer Art
von Netzwerk Kommunikationsaufgaben erfiillen, die das neuronale Netzwerk
erginzen [24]. Ebenso beschiftigt die Kliarung der Herkunft der

Oligodendrozyten nach wie vor die Neurobiologie.



Die vorliegende Literaturarbeit entstand von dem Hintergrund aktueller
Forschungsarbeiten zur Dysmyelogenese bei  Braunviehkdlbern, einer
Erbkrankheit mit fehlerhafter bzw. mangelnder Oligodendrozytenreifung. Die
Folgen sind gravierende Motilititsstorungen dieser Tiere, Festliegen und
sekundire Infektionskrankheiten mit todlichem Ausgang.

Die Oligodendrozyten sind innerhalb der vergangenen fiinf bis sechs Jahre zu den
interessantesten Zellen des Zentralnervensystems aufgestiegen; nicht nur in der
Tiermedizin, sondern auch in der Humanmedizin. Dabei fokussiert sich das
wissenschaftliche Interesse auf zwei Gebiete: erstens die Einsatzmoglichkeiten
der Oligodendrozyten bei Therapieversuchen der Multiplen Sklerose und
zweitens die Verwendbarkeit dieser (teilungs- und wanderungsfahigen) Zellen als
Transportvehikel fiir Gentherapien. Beide Intentionen sind iiber Anfangserfolge
noch nicht hinaus gekommen, jedoch ist gleichzeitig die wissenschaftliche
Literatur geradezu numerisch ,.explodiert“. Daher war es flir uns eine
Notwendigkeit, eine aktuelle Zusammenstellung aller Hypothesen, Befunde und
Perspektiven zum Thema ,,0Oligodendrozyten* zu erhalten.

Diese Arbeit soll einen Uberblick iiber den derzeitigen Stand der Wissenschaft im
Hinblick auf Ursprung, Entwicklung und Differenzierung der Oligodendroglia
geben. Als Basis dient die aktuelle Literatur.



I1.0ligodendrozyten

1. Ursprung und Entwicklung

1.1. Embryonalentwicklung des ZNS

Das ZNS der Wirbeltiere entwickelt sich aus dem Ektoderm der
Embryonalanlage. Gegen Ende der zweiten Entwicklungswoche bildet sich dabei
bei den Haussdugetieren in diesem Keimblatt durch Einfluss des darunter
liegenden Mesoderms in der dorsalen Mittellinie die Neuralplatte (Lamina
neuralis). Deren Seitenrdnder wolben sich als Neuralfalten (Plicae neurales)
empor und begrenzen so zunichst die Neuralrinne (Sulcus neuralis), bevor sie
sich schlieflich zum Neuralrohr (Tubus neuralis) mit eingeschlossenem
Zentralkanal vereinigen. Der Verschluss der Neuralrinne beginnt in der Mitte und
schreitet nach kaudal und rostral fort. Im rostralen Bereich ist sehr frith bereits
eine stirkere Entwicklung und Hohlraumbildung zu erkennen, was die Trennung
in Hirnanlage, Hirnrohr und das engere Medullarrohr ermdglicht. Wahrend dieser
Vorginge losen sich Zellen aus der Ubergangszone von Neuralrinne und
Epidermisblatt und bilden lateral beidseits die Neuralleisten (Cristae neuralis) aus.
Die Zellen des Neuralrohres beginnen zu proliferieren, wandern in manchen
Bereichen aus ihrer angestammten Zellschicht aus und bilden die

Subventrikularzone. Hier erfolgen weitere Zellteilungen.

Riickenmark: Das Medullarrohr besteht zundchst nur aus einem mehrreihigen
Neuroepithel, das den spaltformigen Zentralkanal begrenzt. Hier treten in der
Folge mitotisch aktive Neuroblasten auf, die um das Neuroepithel die sog.
Mantelschicht (Stratum palliale) ausbilden. Diese wird spéter zur grauen
Substanz. Die von den Neuroblasten auswachsenden Neuriten ordnen sich zur
Randschicht (Stratum marginale), der spiteren weillen Substanz, an. Im ventralen
und dorsalen Bereich bleibt die Wand des Neuralrohres diinn, hier entstehen

Deckplatte (Lamina dorsalis) und Bodenplatte (Lamina ventralis). An den
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lateralen Wainden verdickt sich hingegen die Mantelschicht durch stindige
Zellteilungen rasch und wird durch eine Langsfurche, den Sulcus limitans, in die
dorsale Fliigelplatte (Lamina dorsolateralis) und die ventrale Grundplatte (Lamina
ventrolateralis) unterteilt. Nach bzw. auch parallel zur Bildung der Neuroblasten
im Neuroepithel, entstehen hier auch die ersten Vorlduferzellen der Gliazellen.

Das Neuroepithel des Neuralrohres differenziert sich anschlieBend zum Ependym.

Gehirn: Im Bereich der Hirnanlage entsteht zunédchst das dreiblasige Stadium.
Der vordere Abschnitt ist das Prosencephalon (Vorderhirn), nach kaudal gefolgt
vom Mesencephalon (Mittelhirn) und dem Rhombencephalon (Rautenhirn).
Durch weitere Untergliederung entsteht die endgiiltige Aufteilung der
Gehirnanlage im fiinfblasigen Stadium (siehe Abbildung 1). Aus dem
Prosencephalon entwickeln sich Telencephalon (Endhirn) und Diencephalon
(Zwischenhirn). Wéhrend das Mesencephalon keine weitere Aufteilung erféhrt,
untergliedert sich das Rhombencephalon weiter in Met- (Hinter-) und
Myelencephalon (Nachhirn). Ebenso wie im Bereich des Medullarrohres kommt
es durch Proliferation und Migration der Zellen des Neuralrohres zu erheblichen

Verianderungen der urspriinglichen Struktur.

-Myelencephalon: Im Myelencephalon verdicken sich Grundplatte und
Bodenplatte durch Proliferationsvorgidnge stark. Hier entwickelt sich die Medulla
oblongata mit ihren Kerngebieten. Die Deckplatte wird zum Dach des IV.
Ventrikels.

-Metencephalon: Aus dem vorderen Abschnitt des Rhombencephalon bilden sich
ventral aus den Grundplatten die Briicke (Pons) und dorsal aus den Fliigelplatten
das Kleinhirn (Cerebellum). Aus der Deckplatte wird vor dem Kleinhirn das

Velum medullare rostrale sowie kaudal das Velum medullare caudale.

-Mesencephalon: Im Mesencephalon entwickeln sich aus den Grundplatten die
Mittelhirnhaube und aus ithren Randbereichen die Hirnschenkel (Crura cerebri).

Im Bereich der Fliigelplatte entstehen zunédchst zwei Erhebungen; in der Folge
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bildet sich daraus die Vierhiigelplatte. Aus dem Zentralkanal wird der diinne

Aquaeductus mesencephali.

-Diencephalon: An der Zwischenhirnanlage existiert keine Bodenplatte und auch
eine Untergliederung in Grund- und Fliigelplatte wird mangels funktioneller
Unterschiede nicht vorgenommen. In diesem Bereich entwickeln sich basal der
Hypothalamus, weiter dorsal Thalamus und Metathalamus. Aus dem Mittelteil
der Deckplatte geht der Epithalamus mit der Epiphyse hervor. Der urspriinglich
spaltartige Hohlraum des Zentralkanals wird zum ringférmigen Kanal mit

diversen Ausbuchtungen, dem III. Ventrikel.

-Telencephalon: Die Seitenteile des unpaaren Endhirnbldschens wachsen stark
und bilden so die Hemisphéarenbliaschen, die Grundlage der GrofShirnhemisphéren,
aus. Die darin eingeschlossenen Hohlrdume bilden die Seitenventrikel, die iiber

die Foramina interventricularia mit dem IIl. Ventrikel in Verbindung stehen

[221].
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Mesencephalan
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gehirnentwicklung (aus Schnorr,
Embryologie der Haustiere, 1989 [221])
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1.2. Allgemeines

Hosoya et al. [110] sowie Jones et al. [117] fiihrten Untersuchungen zur
Gliogenese an der Drosophila durch. Bei diesem Insekt entwickeln sich Neuronen
und Glia des ZNS aus gemeinsamen Stammzellen, den Neuroblasten. Die
Entwicklung der einen bzw. anderen Zellart wird durch ein Gen reguliert, das die
Forscher ,,glial cells missing* (gecm) nannten. Das von ihm kodierte Protein wird
von frithen Gliazellen exprimiert und bewirkt, dass sich die Neuroblasten zu
Gliazellen differenzieren, wihrend sein Fehlen eine Entwicklung der
Vorlduferzellen hin zu Neuronen bewirkt. Ein vergleichbares Gen konnte bisher
in Wirbeltieren nicht nachgewiesen werden.

Auch bei Sédugetieren sind die Keimzellen des ZNS pluripotente Stammzellen.
Diese entstehen aus den neuroektodermalen Zellen des Neuralrohres. Ein grof3er
Teil dieser Stammzellen entwickelt sich nicht weiter, sondern unterliegt der
Apoptose. Die verbleibenden schlagen in Abhingigkeit von den in der Umgebung
vorhandenen FEinflussfaktoren, aber auch beeinflusst von zellintrinsischen
Faktoren, unterschiedliche Wege ein und differenzieren sich zu Neuronen oder zu
den unter der Bezeichnung ,,Makroglia® zusammengefassten Gliazellen.

Ein wichtiger FEinflussfaktor bei diesen Differenzierungsvorgingen ist der
Zeitfaktor. Im Gehirn von Séugetieren werden in der ersten Hilfte der
Trachtigkeit simtliche kortikale Neuronen unter dem Einfluss einer Vielzahl von
Wachstumsfaktoren angelegt. Die Entwicklung der Radialglia, aus der sich im
weiteren Verlauf die Astrozyten entwickeln, findet in etwa zeitgleich statt und
unterstiitzt die Neuronen bei ihrer Wanderung zum Cortex. Die Oligodendrozyten
gehoren zu den letzten Zellen, die sich im ZNS entwickeln. Thre Ausbildung und
nachfolgend die Myelinisierung setzt erst ein, nachdem der grofite Teil der
Neuronen gebildet und die Axone die Verbindung zum Zielort hergestellt haben
[149].

Die Vorlduferzellen entwickeln sich in den ventrikuldren Zonen (VZ) bzw. der

Subventrikularzone (SVZ). Im Gehirn von Ratten entsteht zunichst die VZ. Sie
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beinhaltet Zellen, die sich wéahrend der frithen pranatalen Phase zu Neuronen und
Radialglia entwickeln. Dabei beginnt die Neurogenese am Tag 12 der
Embryonalentwicklung (E 12), steigert sich bis E 14 und nimmt mit E 17 deutlich
ab [183]. Die SVZ, die dorsal der VZ lokalisiert ist, bildet sich bei Ratten um
E 14 und wird ab E 19 die vorherrschende Germinalzone. Sie nimmt nach dem
Hohepunkt der Oligodendrozytogenese (Tag 14 postnatal = P 14) an Umfang ab,
bleibt aber im Bereich der Seitenventrikel als Subependymalzone bestehen und es
findet sich dort auch noch bei Adulten eine mitotische Aktivitit. Der grofite Teil
der Zellen in der SVZ sind gliale Vorlduferzellen, aus denen zeitlich versetzt
Astrozyten oder Oligodendrozyten entstehen. Aber auch pluri- bzw. bipotente
Zellen sind zu finden, die zum einen Astrozyten und Oligodendrozyten, zum
anderen Neuronen und Gliazellen hervorbringen konnen [133;134;141;194]. Die
Oligodendrozyten-Precursor-Zellen entstehen in dieser Germinalzone aus den
neuroektodermalen Stammzellen und sind zu Mitose und Migration fahig. Die
Orte, an denen die ersten Vorlduferzellen auftreten (sieche 1.4 und 1.5.) sowie die
Muster ihrer nachfolgenden Ausbreitung unterscheiden sich in den verschiedenen
Bereichen des ZNS und konnen iiber den Nachweis von zellspezifischen
Markermolekiilen (siehe 2.2.) verfolgt werden. Der Ablauf dieser Vorgédnge wird

von einer Vielzahl von lokal wirksamen Einfliissen gesteuert und kontrolliert.

1.3. Topographische Segmentierung des Neuralrohres, zeitlicher Ablauf der

Neuro- und Gliogenese und beteiligte Faktoren

1.3.1. Dorsoventrale Segmentierung des Neuralrohres und Einflussfaktoren

Die Entwicklung des Riickenmarkes beginnt mit der Formation des Neuralrohres
und der Entstehung von Signalzentren sowohl innerhalb als auch aul3erhalb dieser
Struktur, die nachfolgend die Entstehung der verschiedenen Zellarten des

Neuralrohres bedingen. Das Signalprotein Sonic hedgehog (Shh), das zunéchst
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von der Chorda dorsalis und in der Folge auch von der Bodenplatte exprimiert
wird (siehe auch 1.3.4.), sowie Mitglieder der Transforming Growth Factor -
Familie (TGF-B-Familie) und die BMPs (bone morphogenic proteins), die aus der
Deckplatte und dem Ektoderm hervorgehen, beeinflussen dabei durch die
Ausbildung entgegengesetzt wirkender Botenstoffgradienten entscheidend die
dorsoventrale Segmentierung [115]. Die Ausbreitung der BMPs nach ventral bzw.
von Shh nach dorsal wird dabei jeweils von antagonistisch wirkenden Signalen
eingeschrankt. So dampft der aus der Chorda dorsalis hervorgehende BMP-
Antagonist Noggin den BMP-Einfluss im ventralen Neuralrohr [147]. Die Shh-
Ausdehnung wird von den Gli-Proteinen reguliert. Gli 1, das in Mittellinienzellen
entsteht, fungiert als Mediator der Shh-Wirkung. Demgegentiber unterdriickt
Gli 3, das in der gesamten Neuralplatte exprimiert wird, die Wirkung von Shh
[4;139]. Diese extrazelluldren Einfliisse bewirken in den neuralen Stammzellen
im Zusammenspiel mit intrazelluliren Faktoren den Ablauf von verschiedenen
Differenzierungsprogrammen, die schlieBlich zur Ausbildung von diversen
Neuronentypen, bzw. Gliazellen flihren [120]. Die unterschiedlichen Zellarten
entstechen innerhalb des Neuralrohres in spezialisierten neuroepithelialen
Doménen, von denen im ventralen Riickenmark, aus dem auch die
Oligodendrozyten entstehen (siehe 1.4.), fiinf bekannt sind: p0, p1, p2, pMN und
p3 (siche Abbildung 2). Innerhalb dieser topografischen Doménen entwickeln
sich zundchst verschiedene Neuronentypen unter dem Einfluss von
Entwicklungskontrollgenen (Sim 1, Isl 1, Chx 10, En 1, Evx 1/2) und von
Homd&o-Doménen-(HD)-Transkriptionsfaktoren. Diese letztgenannten Faktoren,
die spezifisch flr die jeweiligen Doménen sind, unterliegen in ihrer Expression
der Einwirkung der von ventral nach dorsal abnehmenden Konzentration von Shh
[36;37]. Sie werden aufgrund ihrer Expressionsmuster und der Art und Weise,
wie sie von Shh reguliert werden, in zwei Klassen eingeteilt: Klasse-I- und
Klasse-II-Faktoren. Die Ersteren, zu denen die Faktoren Pax 6 und 7, Dbx 1 und 2

sowie Irx 3 zdhlen, werden von Shh unterdriickt und finden sich daher in einigem
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Abstand zur Bodenplatte. Dem gegeniiber stehen die Klasse-I1-Faktoren Nkx 2.2,
Nkx 6.1, Nkx 6.2 und auch das basische Helix-Loop-Helix (bHLH) Protein
Olig 2, deren Bildung von Shh induziert wird. Die Faktoren der beiden Klassen
regulieren sich in ihrer Expression aber auch gegenseitig. So unterdriickt
beispielsweise Pax 6 die Nkx 2.2-Expression und beschriankt diese so auf die V3-
Interneuron-Progenitor-Doméne (p3) [77]. Vergleichbare Wechselwirkungen
wurden fiir Nkx 6.1/Dbx 2 an der p2/p1-Grenze, fiir Nkx 6.2/Dbx 1 am Ubergang
von pl zu p0, sowie fiir Irx 3/Olig 2 zwischen pMN und p2 festgestellt [173;245].
Vallstedt et al. [245] zeigten diese Interaktionen fiir das Paar Nkx 6.2/Dbx 1 auf,
indem sie an Nkx 6.2-Null-Miusen nachwiesen, dass die Dbx 1-Expression bis in
die pl-Domine reichte und dort die Entstehung von ektopischen VO-Neuronen
hervorrief, die sonst nur in p0 vorkommen. Das bHLH-Protein Olig 2, das in
jingeren Studien [140;267] als mitbeteiligt an der Entwicklung von
Oligodendrozyten erkannt wurde, wird in der pMN-(Motoneuronen-Progenitor)-
Doméne exprimiert, und zwar deutlich vor dem dortigen ersten Auftreten der
Oligodendrozyten-Precursoren. Novitch et al. [173] konnten nachweisen, dass
zwischen diesem Faktor und Irx 3 eine gegenseitige Repression stattfindet, durch
welche die pMN/p2-Grenze festgelegt wird. Dariliber hinaus zeigten sie, dass
durch Nkx 6.1 die Expression von Olig 2 gefordert wird, wihrend Nkx 2.2 die
ventrale Ausdehnung dieses Proteins begrenzt. Zwischen den HD-
Transkriptionsfaktoren und bHLH-Proteinen, zu denen neben Olig 2 auch die
Neurogenine (Ngn) (sieche auch 1.3.2.) gehoren, findet offenbar im Hinblick auf
die Neurogenese eine wechselseitige Regulation statt [160;219]. Scardigli et al.
[219] zeigten dies fir Ngn 2, einen Faktor, der fiir die Entwicklung von
Motoneuronen essentiell ist. Er unterliegt in seiner Expression dem Einfluss von
Pax 6. Gleichzeitig ist Ngn 2 jedoch fiir die korrekte Expression von Pax 6

erforderlich.
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Klasse I - Gene Klasse II - Gene

Nkx 2.2

Chorda

dorsalis

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Neuralrohres mit den

topographischen Doménen (p0, pl, p2, pMN, p3), aus denen die verschiedenen
Neuronentypen  entstehen, den  einwirkenden  Transkriptions-  bzw.
Induktionsfaktoren sowie den Entwicklungskontrollgenen (kursiv). Erlauterungen

siche Text.
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Die in diesem Abschnitt beschriebenen Transkriptionsfaktoren erfahren in ihrer
Expression eine lokale Regulation mit dem Ende der Neurogenese, welche die

Gliogenese ermoglicht (siehe 1.3.2.)

1.3.2. Zeitlicher Ablauf der Neuro- und Gliogenese und Einflussfaktoren

Die Entwicklung von unterschiedlichen Zelltypen wéhrend der embryonalen
ZNS-Entwicklung ist, wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, abhingig
von zellintrinsischen und positionsabhidngigen, duBleren Einfliissen [115;146].
Dabei bilden sich die verschiedenen Zellen in nacheinander ablaufenden bzw.
sich teilweise iiberlappenden Zeitraumen. Zuerst entstechen Radialglia und
Neuronen, nachfolgend Astrozyten und zuletzt Oligodendrozyten [133]. Werden
neurale Stammzellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen und ohne den
Einfluss von Wachstumsfaktoren kultiviert, so entwickeln sich diese Zellarten in
der gleichen Reihenfolge [199]. Bei der Cokultivierung mit pria- bzw. postnatalen
Gehirnschnitten differenzierten sich frith entnommenen Stammzellen im ersten
Fall zu Neuronen, im zweiten zu Gliazellen. Aus dem gleichen Experiment mit
postnatalen Zellen resultierten hingegen nur Gliazellen, was zeigt, dass die
Fahigkeit auf extrazelluldre Finfliisse zu antworten, sich in dieser Zeit verdandert
bzw. teilweise verloren geht [164].

Die nachfolgend beschriebenen Resultate (sieche Tabelle 1, S. 21) stammen
sowohl aus in-vivo-Untersuchungen als auch aus Zellkulturexperimenten an
pluripotenten neuralen Stammzellen aus dem Gehirn von Ratten [218]. Die
Neurogenese, die am Tag E 12 —13, nach der Etablierung der Radialglia, beginnt,
findet an E 14 ihren Hohepunkt [183]. Zu diesem Zeitpunkt wird das Gen
Neurogenin (Ngn) in hohem Male exprimiert [218]. Es begilinstigt die Entstehung
von Neuronen und blockiert gleichzeitig Pro-Astrozyten-Einfliisse [234]. Ngn
bindet an den Transkriptions-Coaktivator CBP (cAMP-response element binding

protein)/p300 und beeinflusst zusammen mit diesem die Entwicklung von
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neuralen Stammzellen hin zu Neuronen [218]. Die unter PDGF (platelet derived
growth factor) beobachtete Neuronenentwicklung lduft ebenfalls {iber die
Aktivierung dieses Ngn/CBP/p300-Komplexes [116]. Der zweite, zu diesem
Zeitpunkt aktive, proneuronale Signalweg wird durch die BMPs (bone
morphogenic proteins) vermittelt. Diese Wachstumsfaktoren bewirken durch die
Bindung an ihre Rezeptoren die Phosphorylierung der Sma-Mad-homolog (Smad)
Transkriptionsfaktoren. Diese binden im Zellkern wiederum an das bereits
erwihnte CBP/p300 und beglinstigen dadurch die Entstehung von Neuronen
[151;159]. Mit dem Tag E 16 nimmt die Neurogenese in vivo stark ab und es setzt
die Gliogenese ein, bei der zunichst iiberwiegend Astrozyten gebildet werden.
Auch hierbei sind eine Vielzahl von Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
beteiligt. Interleukin-6 (IL 6), Leukemia inhibitory factor (LIF) sowie CNTF
(ciliary neurotrophic factor) sind drei, die Astrozytogenese begiinstigende
Wachstumsfaktoren [116;166;204]. Die Wirkung des Letzteren wird iiber die
Aktivierung des JAK/STAT (Janus Kinase/signal transducers and activators of
transcription) Signalweges vermittelt [34]. Die Bindung von CNTF fiihrt zur
Phosphorylierung von STAT-Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits an den
CBP/p300-Komplex binden und die Expression von Astrozyten-spezifischen
Genen aktivieren [166]. Die STAT-Faktoren konnen erst nach Abfall des Ngn-
Spiegels an diesen Transkriptions-Coaktivator binden, da sich die Bindungsstellen
dieser beiden tiiberlappen [234]. Ngn blockiert aber offenbar zusétzlich noch auf
andere, bislang nicht ndher bekannte Weise die Phosphorylierung der STAT-
Faktoren und damit die Astrozyten-Entstehung [234]. Auch die BMPs fiihren
nach Wegfall der Ngn-Wirkung {iber den oben beschriebenen Weg (BMP —
Smad — CBP) und zusitzlich iiber STAT — CBP zur Ausbildung von
Astrozyten [166]. Die BMPs begiinstigen zusitzlich noch auf andere Weise die
Astrozytogenese zu Lasten der Neurogenese. Sie induzieren die Expression des

Hes (Hairy/enhancer of split), eines Repressors fiir bHLH-Proteine, zu denen
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auch Ngn gehort. Hes fungiert dariiber hinaus als Effektor fiir den Notch-
Signalweg, der seinerseits die Gliogenese fordert [108;236].

Sonic hedgehog (Shh), ein Signalprotein, das, wie in 1.3.1. beschrieben, die
dorsoventrale Organisation des sich entwickelnden Neuralrohres entscheidend
beeinflusst, beglinstigt die Oligodendrogliogenese. Werden neurale Stammzellen
aus E 14-Rattenembryonen dem Einfluss von Shh ausgesetzt, so entwickeln sich
in den Kulturen Oligodendrozyten zu einem Zeitpunkt, an dem sonst die
Neurogenese im Vordergrund steht [2]. Vermittelt wird die Wirkung unter
anderem tiiber die Hochregulierung der bHLH-Proteine Olig 1 und 2 (sieche auch
2.2.1.) [140;267].

Die Expression der unter 1.3.1. erwdhnten Transkriptionsfaktoren verlduft
wiahrend der Neurogenese so wie dort beschrieben. In der pMN-Domine ldsst
sich im Verlauf der Zeit aber eine Verdnderung erkennen. Im ZNS von Kiiken
entstehen hier zwischen E 3 und E 5 Motoneuronen unter dem Einfluss von Nkx
6.1, Pax 6, Olig 2 und Ngn [120]. Ab E 6 wird jedoch die Expression der
Neurogenine herunterreguliert und gleichzeitig verschiebt sich die Nkx 2.2/Pax 6-
Grenze, die vorher zwischen p3 und pMN verlief, nach dorsal an den pMN/p2-
Ubergang. Daraus resultiert eine Zone, in der Olig 2 und Nkx 2.2 gleichzeitig
auftreten und diese Verdnderung ermoglicht nun die Entstehung von
Oligodendrozyten-Precursoren aus den neuralen Stammzellen [266] (sieche
Abbildung 3). Allerdings sind hier speziesspezifische Unterschiede zu beachten.
Bei Nagern entstehen die Oligodendrozyten-Vorlduferzellen auch auflerhalb der
Nkx 2.2.-Domine. Die Herunterregulierung der Neurogenine scheint aber bei

allen Spezies das ausschlaggebende Ereignis zu sein [120].
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Abbildung 3: Wechsel von der Neurogenese zur Gliogenese im Riickenmark von

Kiiken. Dargestellt ist die Verdnderung in der lokalen Expression der
regulierenden Faktoren (nach Kessaris et al., 2001 [120]). Erlduterungen siche
Text.

Abkiirzungen: OLPs: Oligodendrozyten-Precursorzellen

BP: Bodenplatte
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Zeitlicher Neuro- und Gliogenese
Ablauf

im ZNS der Ratte wéihrend embryo-fetaler und postnataler Phase

E 12 +  Etablierung der Radialglia
E 13 1> Beginn der Neurogenese

E14 1s Hohepunkt der Neurogenese (Ngn hoch):
PDGF — Ngn + CBP — neuraler Precursor — N

BMP — Smad — CBP+Ngn — neuraler Precursor — N

Beginn der Gliogenese (in vitro)
CNTF — JAK/STAT — neuraler Precursor — A
Shh — neuraler Precursor — O
E16 + Ende der Neurogenese (Ngn-Abfall)
E 17  Fortsetzung der Gliogenese (in vitro), Beginn in vivo

E18 + Astrozytenentwicklung:

CNTF — JAK/STAT — neuraler Precursor — A
Notch — Hes — neuraler Precursor — A
IL 6, LIF — neuraler Precursor — A

BMP 2 — Smad — CBP — neuraler Precursor — A
Oligodendrozytenentwicklung:
Shh —» — neuraler Precursor — O

PO > Beginn der Oligodendrozyten-Differenzierung
P2 >  Hohepunkt der Gliogenese in vivo
BMP 2, CBP — neuraler Precursor — A

Shh — Olig-Gene — neuraler Precursor — O

P14 > Hohepunkt der Oligodendrozyten-Differenzierung




23

Tabelle 1: Zeitlicher Ablauf der Neuro- und Gliogenese im ZNS von Ratten
wiahrend der embryonalen bzw. fetalen Entwicklung und der friihen postnatalen
Phase. Dargestellt sind die in der jeweiligen Phase einwirkenden
Einflussfaktoren.

Verwendete Abkiirzungen:

N, A, O: Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten

PDGF: platelet derived growth factor

Ngn: Neurogenin

BMP: bone morphogenic protein

Smad: Sma-Mad homolog

CBP: cAMP-response element bindendes Protein
CNTF: ciliary neurotrophic factor

JAK/STAT: Janus Kinase/signal transducers and activators of transcription

Shh: Sonic hedgehog

Hes: Hairy/enhancer of split
IL 6: Interleukin 6
LIF: Leukemia inhibitory factor

1.3.3. Einfliisse von Chorda dorsalis und Bodenplatte auf die

Oligodendrogliogenese

Die Einfliisse aus dem ventralen Bereich auf die neuroepithelialen Zellen des
embryonalen Neuralrohres bzw. der Neuralplatte waren in den letzten Jahren
Gegenstand vieler Untersuchungen. Es zeigte sich, dass sowohl Chorda dorsalis,
als auch die Zellen der Bodenplatte hierbei eine entscheidende Rolle spielen. Die
Letztere besteht aus einer spezialisierten Untergruppe von ventralen
Mittellinienzellen und bildet sich als Reaktion auf induktive Signale aus der
darunter liegenden Chorda dorsalis. Die Einflussnahme auf das Neuralrohr erfolgt

zum einen durch von diesen beiden Strukturen entsandten Faktoren, zum anderen
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durch kontaktvermittelte Signale [111;190;257;258]. Bewiesen werden konnte
die Beeinflussung durch die Implantation von Chorda- bzw. Bodenplattengewebe
in dorsale oder laterale Bereiche des Neuralrohres. Es resultierte daraus
regelmiBig die Entwicklung von den bereits erwdhnten ventralen Zelltypen im
Einflussbereich des Implantats [226;246;258].

Trousse et al. [241] untersuchten in vitro den Einfluss von Chorda dorsalis und
Bodenplattengewebe auf dorsale Riickenmarksabschnitte. Sie kultivierten dazu
Mikroexplantate aus dem Riickenmark von E 4-Kiikenembryonen mit Chorda-
bzw. Bodenplattenzellen. In all diesen Kulturen konnten zahlreiche
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen anhand ihrer Reaktion mit dem monoklonalen
Antikorper O4 (mAk O4) nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu waren in
Kontrollkulturen, in denen sich nur die dorsal entnommenen Neuralrohrzellen
befanden, keine derartigen Zellen zu finden. Orentas und Miller [180] kamen bei
dhnlichen Experimenten an jiingeren Hithnerembryonen (Stadium 10 — 12; E 1,5 -
2) zu gleichen Resultaten.

Pringle et al. [197] kultivierten Riickenmarksabschnitte von E 13-
Maiuseembryonen, denen aufgrund einer Mutation in kaudalen Abschnitten die
Chorda dorsalis fehlte. Es zeigte sich, dass in Kulturen aus diesen Abschnitten
sich weder Bodenplattenzellen noch Oligodendrozyten, erkennbar an ihrer
Expression der Oligodendroglia-Marker basisches Myelinprotein (MBP) bzw.
Galaktocerebrosid (GalC), ausbildeten. In den Kontrollkulturen aus den gesunden
Riickenmarksabschnitten traten beide Zellarten regelmifig auf.

Zum gleichen Ergebnis fiihrten die Untersuchungen in vivo [197].
Riickenmarksschnitte, die ebenfalls aus E 13-Mauseembryonen des selben
Stammes entnommen wurden, wiesen in den Abschnitten, in denen die Mutation
sich auswirkte, wiederum das Fehlen von Bodenplatte und PDGFR-a-reaktiven
Zellen (PDGFR-a = a-Rezeptor des platelet derived growth factor, ein frither
Marker der Oligodendroglia, siche 2.2.1.) auf, wihrend diese in den gesunden

Bereichen in normaler Auspridgung vorhanden waren.
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Poncet et al. [191] fiihrten diesbeziiglich in-vivo-Experimente am Riickenmark
von Kiiken durch. Zum Nachweis der Oligodendrozyten wurde hier der
monoklonale Antikorper O4 verwendet. Sie transplantierten in einem sehr frithen
Stadium der Embryonalentwicklung (Stadium 8§ — 10 = E 1,5) ein Segment der
Chorda dorsalis in eine Position dorsal des zu diesem Zeitpunkt noch offenen
Neuralrohres. Bei einem Teil der transplantierten Embryonen wurde am Tag
E 4,5 Gewebe aus dem Bereich unterhalb des Chorda-Implantats fiir Zellkulturen
entnommen. Darin fand sich nach Kultivierung iiber 10 Tage regelméfig eine
groBBe Zahl an O4-positiven Zellen. Bei den anderen Embryonen erfolgte am Tag
E 6,5 — 7 (Stadium 29 — 31) die Sektion. Es zeigte sich die Ausbildung einer
ektopischen Bodenplatte direkt unterhalb des Implantats sowie O4-reaktive Zellen
in der dorsalen Ventrikularzone, in identischer Anordnung wie im ventralen
Bereich. Die Ausbildung der Precursor-Zellen dort war von der Transplantation
unberiihrt. Dariiber hinaus blieben die Bereiche zwischen den beiden Precursor-
Pools stets frei von O4-positiven Zellen. Dies schlieBBt die Moglichkeit aus, dass
es sich bei den im Bereich des Implantats nachgewiesenen Oligodendrozyten-
Precursoren um ventral entstandenen Zellen handelt, die nach dorsal migriert
waren.

Ein ganz dhnliches Resultat wie bei der Chorda-Transplantation ergab sich, wenn
bei ansonsten gleichem Versuchsablauf, Bodenplattengewebe aus E 4-Embryonen
in dorsaler Position in E 1,5-Wirte eingesetzt wurde, die am Tag E 7 untersucht
wurden. Allein die Anzahl der nachweisbaren O4-positiven Zellen war niedriger,
was auf einen geringeren induktiven Effekt der Bodenplatte hinweist. Die
Implantation von mesodermalem Gewebe aus dem Bereich der Somiten konnte
hingegen nie die Ausbildung von Oligodendrozyten-Precursorzellen im dorsalen
Neuralrohr hervorrufen.

Der Zeitpunkt der Induktion der ventralen Gewebe scheint sehr frith in der
Embryonalentwicklung zu liegen. Explantate aus dem medialen Bereich der

Neuralplatte (mit und ohne den Bereich der spiteren Bodenplatte) von E 1,5-
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Embryonen (Stadium 9 — 10) zeigten in-vitro bereits die Fahigkeit zur
Oligodendrozytogenese, ohne dass sich Chordagewebe mit in der Kultur befand
[191]. Dies beweist, dass der Einfluss dieser Struktur {iber das Stadium 10 hinaus
nicht erforderlich ist, um Oligodendrozyten hervorzubringen. Allerdings zeigte
sich, dass in Kulturen, in denen die Zellen der spiteren Bodenplatte mit enthalten
waren, eine deutlich hohere Anzahl an O4-positiven Zellen resultierte. Weiter
lateral gelegene Abschnitte der Neuralplatte brachten keine Oligodendrozyten-
Precursoren hervor.

Orentas und Miller [180] zeigten zudem bei ihren Transplantationsexperimenten
an Huhnerembryonen, dass bei nach dem Stadium 13 (E 2,5) erfolgter
Chordaimplantation keine Entwicklung von O4-positiven Zellen im dorsalen
Neuralrohr mehr erfolgte. Sie konnten nachweisen, dass dies sowohl auf dem
Verlust der induktiven Wirkung des Implantates beruhte, als auch auf der verloren
gegangenen Fahigkeit des Neuralrohres, auf die Signale aus der Chorda zu
reagieren. Die Ursache fiir letzteres liegt moglicherweise in der zu diesem
Zeitpunkt erfolgten Induktion des dorsalen Neuralrohres, dorsale Strukturen
hervorzubringen. Ein Beleg dafiir ist die zeitgleich erstmalig nachweisbare
Expression der Gene Dorsalin-1 (dsl-1), einem Mitglied der Transforming
Growth Factor- (TGF-3) Genfamilie, und Pax-3, die spezifisch fiir die dorsalen
Bereiche des Neuralrohres sind [23;98]. Die Signale dieser beiden verdndern
offenbar die Umgebung derart, dass Einfliisse aus Chordagewebe hier nicht mehr
auf die noch pluripotenten neuroepithelialen Zellen einwirken koénnen. In
Zellkultur allerdings ist dies noch moglich, wie die Untersuchungen von Trousse
et al. (s.o0., [241]) belegen.

Auch Orentas und Miller [180] konnten die Unabhéngigkeit des Neuralrohres von
induktiven Signalen ab Stadium 10 in Kiikenembryonen belegen, indem sie nach
diesem Zeitpunkt Chorda-Explantationen vornahmen. Trotzdem entwickelte sich
im ventralen Bereich eine zu Kontrollembryonen unveridnderte Anzahl an O4-

positiven Zellen.
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1.3.4. Einfluss von Sonic hedgehog auf die Oligodendrogliogenese

Das unter 1.3.1. und 1.3.2. bereits angesprochene, vom Gen ,,Sonic hedgehog
(Shh) codierte Protein wurde in jlingeren Studien als ein Faktor identifiziert, der
in der Lage ist, die Differenzierung von frithen neuroepithelialen Zellen hin zu
ventralen Zelltypen zu induzieren [71;76;213;214]. Das Shh-Gen der Wirbeltiere
ist homolog zum Segment-Polaritits-Gen Hedgehog der Drosophila. Das Shh-
Protein wird im sich entwickelnden Riickenmark zunéchst von Zellen der Chorda
exprimiert und bewirkt u.a. die Induktion von Bodenplattenzellen und
Motoneuronen. Dabei fillt auf, dass fiir die Induktion der Letzteren deutlich
geringere Konzentrationen des Proteins erforderlich sind als bei der erstgenannten
Induktion [144;214]. Nachfolgend wird auch in der Bodenplatte Shh-Expression
nachweisbar. Sie ist sowohl hier als auch in der Chorda auf den frithen Zeitraum
(bis E 4,5 bei Kiiken) wiahrend der Embryonalentwicklung beschrinkt, in dem
auch die ventrale Induktion durch diese Gewebe stattfindet [144].

Nachdem auch Oligodendrozyten zu den ventral entstehenden Zellen gehoren,
liegt es nahe, dass auch ihre Entstehung und Entwicklung den beschriebenen
Einfliissen unterliegen.

Pringle et al. [197] kultivierten Explantate aus dem intermedidren Bereich der
Neuralplatte, aus der normalerweise keine Oligodendrozyten hervorgehen,
zusammen mit Chorda-Fragmenten bzw. gereinigtem Shh-Protein. Dabei fanden
sie, dass sich in beiden Versuchsanordnungen Oligodendrozyten entwickelten.
Dariiber hinaus konnten sie zeigen, dass die Shh-Konzentration, die in-vitro zur
Ausbildung von Oligodendrozyten erforderlich war, der zur Induktion von
Motoneuronen  bendtigten  entsprach, was auf einen gemeinsamen
Entwicklungsweg dieser beiden ventralen Zelltypen hindeutet, die zudem zeitlich
kurz nacheinander im ventralen Neuralrohr entstehen [235]. Untersuchungen mit
Hilfe von Retroviren weisen sogar auf die Existenz einer gemeinsamen frither
Precursor-Zelle hin [130], wobei sich in frilhen Embryonen vorzugsweise

Motoneuronen entwickeln, spiter jedoch iiberwiegend Oligodendrozyten (siche
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auch 1.3.2.) [179]. Diese Beobachtung gilt allerdings nur fiir den Bereich des
Riickenmarks, da in weiter rostral gelegenen ZNS-Bereichen keine Motoneuronen
in den Oligodendroglia-Ursprungsorten vorhanden sind.

Auch Poncet et al. [191] untersuchten den Einfluss des Shh-Proteins auf das
embryonale Neuroepithel im Hinblick auf die Oligodendrozyten-Entwicklung. Sie
verwendeten dazu Fibroblasten aus Wachteln, die nach Retrovirus-Infektion eine
Uberexpression dieses Proteins aufwiesen. Wurden diese Zellen der Kultur von
intermedidren Neuralplatten-Zellen aus E 1,5-Kiikenembryonenen zugegeben, so
entwickelten sich darin, im Gegensatz zu den Kontrollkulturen ohne Shh, O4-
positive Zellen. Auch spiter (E 4) entnommene dorsale Riickenmarksgewebe
reagierten auf die Cokultivierung mit diesen Fibroblasten, indem sie
Oligodendrozyten-Progenitoren hervorbrachten.

In den weiter rostral gelegenen ZNS-Bereichen ist Shh wéhrend der embryonalen
Entwicklung ebenfalls nachweisbar. Dort wird es von der Prichordalplatte
produziert und induziert wiederum ventrale Mittellinienzellen als sekundéire Shh-
Quelle [59]. Tekki-Kesaris et al. [237] konnten Shh-Expression im Bereich der
vorderen Hypothalamusregion von Méduseembryonen zeigen, einer Region, in der
auch die ersten PDGFR-a-positiven Oligodendrozyten-Precursoren auftreten
(siche 1.5.). Die Blockade der Shh-Wirkung verhinderte die Entwicklung dieser
Zellen. Auch in-vitro Untersuchungen zeigten die Notwendigkeit der Signale des
Shh auf [237]. In Kulturen von Explantaten aus dem Prosencephalon von
Rattenembryonen, denen neutralisierende anti-Shh-Ak zugesetzt wurden,
entwickelten sich keine PDGFR-a-positiven Zellen.

Davies und Miller [60] untersuchten das Auftreten und die Wirkung des Shh-
Proteins im embryonalen Metencephalon von Hiihnerkiiken. Sie fanden dabei
eine Verteilung dieses Proteins, die dem zeitlichen und ortlichen Auftreten der
O4-reaktiven Zellen (siehe 1.5.) in den ventrikuldren Zonen entsprach. Zu den
gleichen Resultaten kamen auch Lin et al. in ihren Studien [138]. Um den Effekt

von Shh auf die Entwicklung der Oligodendrozyten-Precursoren zu testen,
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wurden den Embryonen neutralisierende anti-Shh-Antikorpern (anti-Shh-Ak)
injiziert [60]. Erfolgte diese Injektion vor E 3, so resultierte daraus eine
hochgradige Reduktion der Ausbildung von O4-positiven Zellen in allen
Bereichen. Nach E 3,5 verabreichte Injektionen der anti-Shh-Ak hatten in der
ventralen Ventrikularzone keinen Effekt mehr, allerdings entwickelten sich lateral
und dorsal deutlich weniger Oligodendrozyten-Precursoren.

Auch in-vitro Untersuchungen wurden von Davies und Miller vorgenommen
[60]. Sie untersuchten in Zellkulturen aus dem Metencephalon von
Hiithnerembryonen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien die Reaktion auf die
oben bereits beschriebenen anti-Shh-Ak, sowie auf exogen zugefiihrtes Shh-
Protein. Je frither die neuroepithelialen Zellen den AntikOrpern ausgesetzt
wurden, um so geringer war die Zahl der sich entwickelnden Oligodendrozyten-
Vorlduferzellen. Betrug die Reduktion im Vergleich zu Kontrollkulturen bei am
Tag E 3 entnommenen Proben 92 % (nach 5 Tagen in Kultur), so war diese in den
E 4,5-Kulturen mit 19 % bereits signifikant geringer. Der Zusatz von Shh-Protein
zu Explantaten aus dem dorsalen Metencephalon (E 3) bewirkte in mehr als
einem Drittel der Zellkulturen die Ausbildung von O4-reaktiven Zellen, im
Gegensatz zu simtlichen Kontrollkulturen. Dartiber hinaus war in E 4,5-Kulturen
aus dem intermedidren und dorsalen Bereich ein deutlicher Anstieg der
Oligodendrozyten-Precursoren nach Shh-Zugabe zu sehen, der sich durch
Erhohung der Shh-Konzentration noch verstirken liel. Diese Zunahme lief sich
zum einen auf eine hohere Uberlebensrate der Precursor-Zellen, zum anderen auf
eine gesteigerte Proliferationsrate zurtickfiihren. Die vermehrte Proliferation kann
dabei aber auch als die Folge der hoheren Uberlebensrate von
proliferationsfihigen Zellen interpretiert werden.

Die Resultate aus all diesen Untersuchungen legen nahe, dass der Shh-Signalweg
fiir die Entwicklung von Oligodendrozyten unabdingbar ist. Sowohl im
Riickenmark als auch im Metencephalon liegen die Ursprungsorte der ersten

identifizierbaren Oligodendrozyten-Precursorzellen in unmittelbarer
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Nachbarschaft zu den Bereichen, in denen Shh-Expression nachweisbar ist
[175;179;186;237]. Das Protein unterstiitzt dabei offenbar die Differenzierung
von frihen neuroepithelialen Precursorzellen in Richtung Oligodendroglia.
Hinweise darauf ergaben sich auch aus Beobachtungen von Lu et al. [140] und
Zhou et al. [267], die nachweisen konnten, dass Shh die Expression der basischen
Helix-Loop-Helix-Proteine Olig 1 und 2 deutlich hochreguliert (siehe auch
2.2.1.). Die Blockade von Shh-Signalen schaltet hingegen die Olig-2-Expression
vollstindig aus [1]. Diese Transkriptionsfaktoren, die spezifisch fiir
Oligodendrozyten sind, treten sowohl im rostralen wie auch im kaudalen
Neuroepithel auf und spielen moglicherweise in der frithen Differenzierungsphase

von Oligodendrozyten eine wichtige Rolle.

1.4. Ursprungsorte im Riickenmark

Im ZNS von Adulten finden sich Oligodendrozyten in allen Bereichen, aber
bevorzugt in der sog. weillen Substanz. Diese Tatsache legt den Schluss nahe,
dass sie auch an den Orten, an denen sie spéter gebraucht werden, aus den
Stammzellen entstehen. Untersuchungen im Hinblick auf das erstmalige
Auftreten der Oligodendroglia-Vorlauferzellen ergaben jedoch Hinweise darauf,
dass dies auf bestimmte Regionen des embryonalen ZNS begrenzt ist.

In Studien zur Erforschung der Ursprungsorte der Oligodendrozyten fand haufig
der a-Rezeptor fiir den platelet derived growth factor (PDGFR-a) als Marker
Verwendung, da dieser sich als sehr spezifisch fiir die Oligodendroglia-
Vorlduferzellen erwiesen hat [104;196] (siche auch 2.2.). Aber auch andere
Marker dieser Zellen wie zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase (CNP), die
Splicing-Variante DM-20 des Proteolipidprotein (PLP/DM-20) oder die Reaktion
mit den monoklonalen Antikérpern (mAk) A2B5 oder O4 wurden angewandt.
Die Untersuchungen wurden zum einen an Zellkulturen, zum anderen in situ

durchgefiihrt.
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Werden Proben aus dem Riickenmark von Rattenembryonen ab Tag 14 der
Embryonalentwicklung (E 14) in ventrale und dorsale Hélften geteilt und getrennt
voneinander kultiviert, so zeigt sich, dass sich Oligodendrozyten nur in den
Kulturen entwickeln, die aus den ventralen Bereichen stammen. Bei nach Tag
E 16 entnommenem Material bilden sich hingegen sowohl in den ventralen als
auch in den dorsalen Kulturen Oligodendrozyten aus [84;104;253]. Bei Mausen
wurden die gleichen Untersuchungen am Tag E 12,5 und E 13,5 gemacht [238].
Auch hier entstanden nur in den ventralen Kulturen die Oligodendrozyten.
Ahnliche Experimente wurden auch mit Zellen aus dem Riickenmark von Végeln
durchgefiihrt [191].

Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung ist, dass die ventral entstehenden
Oligodendrozyten-Precursorzellen von ihrem Entstehungsort aus allméhlich
dorsale Regionen besiedeln.

Weitere Hinweise fiir die Entstehung der Precursoren in bestimmten Regionen
lieferten in-situ Studien an Riickenmarksschnitten. Hierbei fanden sich im
Riickenmark von Ratten wieder um E 14 die ersten PDGFR-a positiven
(PDGFR-a+) Zellen ausschlieBlich in der ventralen Ventrikularzone dorsal der
ventralen Mittellinie. Bei den selben Untersuchungen an Méusen fanden sich
diese Zellen am gleichen Ort erstmalig zum Zeitpunkt E 12,5 sowie E 7 bei
Kiiken [196;197].

Es konnten in dieser Region auBlerdem auch noch weitere Marker fiir frithe
Vertreter der Oligodendrozyten-Zelllinie nachgewiesen werden. Dabei handelte
es sich um das Enzym CNP, die Splicing-Variante DM-20 des PLP, sowie im
Riickenmark von Kiiken um das vom mAk O4 erkannte Antigen [175;238;263].
Das letztere wird bei avidren Spezies bereits ab Tag 6 der Embryonalentwicklung
(E 6), und damit in der sehr frithen Phase der Oligodendrozyten-Precursorzelle im
ventralen ventrikuldiren Neuroepithel exprimiert. Bei Nagern tritt die O4-
Reaktivitit erst im Stadium des spiten Progenitors oder Prid-Oligodendrozyten

auf. Die als Oligodendrozyten-Precursoren identifizierten Zellen wiesen einen
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kolbenformig endenden Fortsatz auf und waren teilweise in unmittelbarer
Nachbarschaft zum Zentralkanal lokalisiert. Andere Vertreter dieses Zellstadiums
lagen tiefer in der neuroepithelialen Schicht und zeigten eine dorsoventrale,
radiale aber auch rostrokaudale Orientierung. Fanden sich bei den E 7-Kiiken
noch relativ wenige Precursorzellen in der dorsalen Riickenmarks-Hilfte, so
waren es einen Tag spéter bereits deutlich mehr. In der dorsalen Ventrikularzone
waren allerdings zu keiner Zeit solche Zellen nachweisbar. Am Tag E 9 traten die
ersten GalC+/O1+ Zellen (GalC = Galaktocerebrosid, O1+ = Bindung des mAk
O1), d.h. differenzierte Oligodendrozyten, im Riickenmark der Kiiken auf [175].
Die ersten DM-20-positiven (DM-20+) Zellen konnten Timsit et al. [238] im
Stadium E 14,5 im Neuroepithel des Riickenmarkes von Maéusen finden.
Angeordnet waren sie in zwei Reihen beidseits des Zentralkanals im ventralen
Bereich, mit Kontakt zu dessen Lumen. Diese Zellsdulen lieBen sich bis in den
Bereich der Medulla oblongata und der Pons verfolgen und traten auf der
gesamten Linge simultan auf. Im Bereich der Bodenplatte reagierten keine Zellen
DM-20+. Nachfolgend verschwanden diese Zellen aus der ventrikuldren Zone
und verteilten sich in der grauen und weiflen Substanz.

Auch beim Menschen wurden entsprechenden Studien durchgefiihrt. Hajihosseini
et al. [103] untersuchten dazu an embryonalen bzw. fetalen
Riickenmarksschnitten die Expression von basischem Myelinprotein (MBP),
CNP, PDGFR-a oder myelinspezifischen Glykolipiden, sowie die Reaktion mit
den mAk O4, R und O1. Sie konnten dabei ab Tag 45 post conceptionem (p.c.)
auf der gesamten Léange des sich entwickelnden Riickenmarks Zellen nachweisen,
die MBP+, CNP+ und PDGFR-o+ reagierten, oder die mAk O4 und R an sich
banden. Diese Zellen waren auf beiden Seiten des Zentralkanals, in unmittelbarer
Nachbarschaft zur ventrikuldren Zone oberhalb der Bodenplatte lokalisiert. Einige
von ihnen schienen bereits mehrere Fortsdtze ausgebildet zu haben, von denen
wenige in die Ventrikularzone hineinreichten. Ab Tag 53 p.c. nahmen diese

Zellen an Zahl zu und begannen Ol-Immunoreaktivitit zu zeigen, als Ausdruck
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der Galaktocerebrosid-(GalC)-Produktion. Zum gleichen Zeitpunkt waren
gleichartig reagierende Zellen im ventralen Bereich neben der Bodenplatte zu
sehen, von wo aus sie sich in lateraler und dorsaler Richtung weiter verbreiteten.
In einem Fall war der Nachweis von DM-20 am Tag 30 p.c. in den ventralen zwei
Dritteln des Neuralrohres moglich.

All diese aufgefiihrten Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass die
Oligodendrozyten-Precursor-Zellen von ihrem ventralen Ursprung aus die
lateralen und dorsalen Regionen des Riickenmarkes besiedeln. Die Moglichkeit,
dass es auch dorsale Entstehungsorte gibt, ist jedoch nicht sicher ausgeschlossen.
Im Hinblick darauf fiihrten sowohl Cameron-Curry und Le Douarin [45] als auch
Pringle et al. [195] Untersuchungen an Huhn-Wachtel-Chiméaren durch. Dabei
wurde Gewebe aus dorsalen bzw. ventralen Bereichen des Neuralrohres von
Wachtel-Embryonen entnommen und bei Hiihner-Kiikken 1im  selben
Entwicklungsstadium an derselben Position implantiert. Die beiden
Forschergruppen kamen dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen. Cameron-Curry
und Le Douarin beobachteten die Entstehung von Oligodendrozyten sowohl aus
den Transplantaten in der ventralen als auch der dorsalen Hilfte des
Riickenmarkes. Dem gegeniiber steht das Resultat von Pringle et al., die nur aus
den ventralen Transplantaten Oligodendrozyten entstehen sahen, wéahrend dies bei
den dorsal implantierten Geweben nicht nachweisbar war .

Auch Hardy und Friedrich [106] fiihrten diesbeziiglich
Transplantationsexperimente durch. Sie implantierten Gewebe von transgenen
Miuseembryonen (E 10,5, E 12,5, E 14,5) aus verschiedenen ZNS-Regionen in
das Gehirn von neonatalen Méusen. Platziert wurden die Transplantate in den
Bereich der Subventrikularzone nahe der Seitenventrikel, einer Region, aus der
bekannterweise Oligodendrozyten entstehen. Dabei stellen sie fest, dass sich
unabhédngig von Entnahmezeitpunkt und -ort aus allen implantierten ZNS-
Fragmenten Oligodendrozyten entwickelten. Diese Resultate legen nahe, dass das

Potential zum Hervorbringen von Oligodendrozyten-Precursorzellen in vielen
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Bereichen der ZNS-Anlage vorhanden ist, dass es aber nur an lokal begrenzten
Orten tatsdchlich zur Ausbildung dieser Zellen kommt. Lokale Einfliisse diirften

dabei die Ausschlag gebenden Faktoren sein.

1.5. Ursprungsorte im Gehirn

Auch in den verschiedenen Abschnitten des Gehirns scheint die
Oligodendrozyten-Entwicklung lokal begrenzt zu sein. Diesbeziiglich wurden
dhnliche Experimente, wie die im Bereich des Riickenmarkes beschriebenen, mit
Zellen bzw. Schnittprdparaten aus dem embryonalen Gehirn von
unterschiedlichen Spezies durchgefiihrt.

Werden Zellen aus dem ventralen Telencephalon (Striatum) von
Rattenembryonen am Tag E 13 entnommen und kultiviert, so zeigt sich, dass
daraus eine weit gro3ere Anzahl an Oligodendrozyten hervorgehen als aus Zellen
des dorsalen Telencephalons (cerebraler Cortex) [29]. Zu einem spiteren
Zeitpunkt entnommen, zeigen auch die kortikalen Zellen die Fahigkeit zur
Oligodendrogliogenese. ~ Ahnliche ~ Untersuchungen an  Zellen  aus
Maiuseembryonen ergaben, dass nur in den Kulturen der Zellen aus dem
Diencephalon (E 12,5) Oligodendrozyten entstehen, nicht jedoch in denjenigen
aus dem Mesencephalon oder dem Cortex [238].

Beim in-situ-Nachweis von PDGFR-a fand sich der erste nachweisbare Herd von
Oligodendrozyten-Precursor-Zellen ventral im Bereich der
Hypothalamusvorderregion am Tag E 13 in Rattenembryonen (E 11 bei Méusen)
[196;237]. Im Gehirn von Hiihnerkiiken konnten Perez-Villegas et al. [186] einen
entsprechenden Herd am Tag E 5 in der Entopeduncularregion nachweisen.
Woodruff et al. [256] fanden PDGFR-a+ Zellen am Boden des dritten Ventrikels
bei zwei Tage dlteren Kiiken. Dieser letztere Ursprungsort konnte bei Nager nicht

nachgewiesen werden.
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Ebenfalls am Gehirn, speziell dem Metencephalon, von Hiihnerkiiken fiihrten
Ono et al. [176] ihre Untersuchungen durch. Sie benutzten zum Nachweis der
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen die mAk O4 und Ol. Die ersten O4+ Zellen
konnten am Tag E 5 in der medialen Ventrikularzone des ventralen
Metencephalons nahe der Bodenplatte entdeckt werden. Einen Tag spéter reichte
die Zone dieser Zellen bereits bis in die lateralen Bereiche der Pons hinein, und
am Tag E 7 wurde die Kleinhirnanlage erreicht. O1-Reaktivitit trat im Bereich
der Pons am Tag E 8 auf, im Kleinhirn am Tag E 12. Um die Féhigkeit des
untersuchten ZNS-Gewebes zur Oligodendrogenese zusétzlich zu testen, wurden
aus den verschiedenen metencephalen Bereichen (mediale und laterale Pons,
Kleinhirn) vom Tag E 5 bis E 8 Proben fiir Zellkulturen entnommen. Es zeigte
sich, dass die O4+ Zellen in den Kulturen zeitgleich mit denen in den
Gehirnschnitten auftraten.

Davies et al. [60], die ebenfalls das Gehirn von Hiihnerkiiken untersuchten,
fanden die gleichen ersten Herde von O4-reaktiven Zellen im ventralen
Metencephalon und beobachteten auch das gleiche Verteilungsmuster. Dartiber
hinaus konnten sie jedoch auch noch laterale und dorsale Ursprungsorte
feststellen. In der lateralen Ventrikularzone wiesen sie am Tag E 6 O4+ Zellen
nach, und einen Tag spater dorso-lateral und dorsal, ebenfalls im ventrikuldren
Bereich. Dabei erschienen diese Ursprungsherde jeweils getrennt von den zuvor
weiter ventral aufgetretenen Herden durch Zonen, in denen keine O4-Reaktivitit
nachweisbar war, was demzufolge ausschliefft, dass sie durch Migration
entstanden waren.

Die Entnahme von Gewebe fiir Zellkulturen aus ventralen, dorsalen und
intermedidren Bereichen des Metencephalons zu unterschiedlichen Zeitpunkten,
sollte die Fahigkeit zur Oligodendrogliogenese zusétzlich dokumentieren [60]. In
den ventralen Kulturen entwickelten sich in allen Fillen (ab E 3) O4-positive
Zellen. Wihrend die intermedidren und dorsalen ZNS-Gewebe zu diesem

Zeitpunkt noch keine derartigen Zellen hervorbringen konnten, so zeigten sie
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diese Kapazitit in spéter (ab E 4) entnommenen Proben auch, allerdings immer in
geringerem Mal3e als die ventralen Gewebe. Diese Resultate weisen darauf hin,
dass intermedidr und dorsal gelegene Bereiche des Metencephalons zwischen
Stadium 20 (E 3) und 24 (E 4), im Hinblick auf ihre Fahigkeit Oligodendrozyten-
Precursorzellen zu entwickeln, weitgehend unabhéngig von ventralen Signalen
werden. Die deutlich groBlere Zahl dieser Zellen in den ventralen Zellkulturen
lasst jedoch in diesem Bereich die Hauptquelle der Oligodendroglia vermuten.
Um Migrationprozesse aus der ventralen in die weiter lateral und dorsal gelegene
Ventrikularzone auszuschlieBBen, wurden Zellen nahe der ventralen Mittellinie
angefdrbt und ihre Verteilung beobachtet. Keine dieser markierten Zellen trat je
weiter dorsal im ventrikuldren Bereich in Erscheinung.

Neben den oben beschriebenen Ursprungsorten im Metencephalon konnten Ono
et al. [178] auch Oligodendrozyten-Progenitoren im Nervus opticus anhand ihrer
positiven Reaktion auf den mAk O4 nachweisen. Sie zeigten, dass diese ihren
Ursprungsort in der ventralen Mittellinie am Boden des dritten Ventrikels hatten,
einem Fokus, den auch Woodruff et al. (s.0. [256]) gesehen hatten. Dort waren
diese Zellen erstmalig am Tag E 5 zu sehen, einen Tag spiter fanden sie sich
bereits im Bereich des Chiasmas und am Tag E 9 iiber den gesamten N. opticus
verteilt. Einen weiteren Tag spidter waren auch in der Retina O4+ Zellen
nachweisbar. Oligodendrozyten treten in der Retina von Vogeln regelméBig auf;
bei Sdugetieren, mit Ausnahme des Kaninchens, finden sich diese Zellen dort
nicht [167;177].

Hardy und Friedrich [106] untersuchten anhand der Reaktion mit den mAk O4, R
und O1 das Auftreten von Oligodendrozyten im Gehirn von Maiusen (siche
Abbildung 4). Sie fanden dabei ab dem Tag E 14,5 Zellen, die mit allen drei
Antikorpern reagierten. Lokalisiert waren sie zu diesem Zeitpunkt ausschlieBlich
im sich entwickelnden Met- und Mpyelencephalon - im Bereich der Medulla
beidseits der Medianlinie bis in die Region der Pons reichend. Nach kaudal lief3

sich die Zone der O4+/0O1+/R+ Zellen bis ins Riickenmark verfolgen, wo sie sich,
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wie bereits erwdhnt, im ventralen Bereich fortsetzte. In den weiter kranial
gelegenen Gehirnregionen waren zu diesem Zeitpunkt keine derartig reagierenden

Zellen zu finden.

kaudales rostrales

Riickenmark Pons
Prosencephalon  Prosencephalon

_/
Eas

Langsschnitt

Abbildung 4: Lokalisation von Oligodendrozyten wihrend der embryonalen

Gehirnentwicklung. Die Punkte markieren die Position von O4+/0O1+/R+-Zellen
am Tag E 14.5, 16.5, 18.5 und PO an verschiedenen Orten des Gehirns. Die
Positionen der Querschnitte sind im Léngsschnitt markiert (aus Hardy und

Friedrich, 1996 [106]).

Erst am Tag E 16,5 erschien zusétzlich zu der kaudalen Gruppe eine weitere im
ventralen Di- und Telencephalon. Sie bestand aus einigen wenigen Zellen im

Bereich des Hypothalamus nahe des dritten Ventrikels sowie in der Capsula
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interna. Zwischen diesen beiden Gruppen blieb das kaudale Diencephalon bis
zum Zeitpunkt der Geburt frei von Oligodendrozyten. Die Zellen im kaudalen
Bereich hatten an Zahl zugenommen, ihre Lokalisation war aber unveridndert.
Einige Zellen in der Ventrikularzone des vierten Ventrikels waren neu
aufgetreten. Bei einer weiteren Untersuchung zwei Tage spiter war das
Verteilungsmuster im rostralen Bereich weitgehend unverandert, die Zellen hatten
sich aber deutlich vermehrt. Die kaudale Gruppe hatte sich mittlerweile bis in die
Marginalzone ausgedehnt und im paramedianen Bereich wurden die ersten
Mpyelinscheiden nachweisbar. Um den Zeitpunkt der Geburt (P 0) hatten sich die
04+/01+/R+ Zellen im rostralen Bereich bis in das Putamen und in die Nihe der
SVZ der Seitenventrikel ausgebreitet

Timsit et al. [238] suchten mittels in-situ Hybridisation die Orte im Gehirn, an
denen Oligodendrozyten, bzw. ihre Vorlduferzellen, durch den Marker PLP/DM-
20 erstmalig in Erscheinung treten (siche Abbildung 5). Als Probenmaterial
dienten ihnen Schnitte aus dem Gehirn von Méuseembryonen vom Tag E 8,5 an
bis zum postnatalen Tag 1 (P 1). Am Tag E 9,5 wurde die erste DM-20-
Expression sichtbar. Sie beschrinkte sich auf Zellen in der Ventrikularzone der
Laterobasalplatte des Diencephalons beidseits der Mittellinie. Drei Tage spiter
(E 12,5) waren diese Zellen aus der germinalen Zone verschwunden und traten
nun in der sich ausbildenden Mantelzone auf. Dabei dehnt sich der Bereich der
markierten Zellen zum einen nach dorsal, zwischen anteriorem und posteriorem
Thalamus, zum anderen nach rostral entlang der Basalplatte des Hypothalamus
aus. Eine zweite Gruppe von DM-20+ Zellen erschien in der anterioren
Entopeduncularregion im basalen Telencephalon. Durch eine deutliche Liicke
von den genannten Zellgruppen getrennt, wurde auch im kaudalen
Rhombencephalon DM-20-Expression sichtbar. Am Tag E 14,5 wurden DM-
20+ Zellen im Bereich der Pons sowie der Medulla oblongata nachweisbar. Diese
Zellgruppe erstreckte sich bis ins Riickenmark hinein, wo auf der gesamten Linge

entsprechend reagierende Zellen sichtbar waren (siehe 1.4.). In den Schnitten aus
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den folgenden Tagen zeigte sich vor allem eine deutliche Zunahme der DM-20+
Zellen sowie Migration aus den Ursprungsorten heraus in die sich entwickelnde
graue und weille Substanz. Neben diesen Hauptherden fanden sich noch Zellen
mit DM-20-Expression im sich ausbildenden olfaktorischen System (E 12,5:
olfaktorisches Blastem und Nervenbahnen; E 14,5: zusitzlich das Riechepithel in
der Fossa nasalis). Und auch in Neuralleisten-Derivaten war ab E 12,5 eine
entsprechende Reaktion nachweisbar. Die Ganglien von Nervus trigeminus, N.

facialis und N. statoacusticus sowie ihre Wurzeln reagierten deutlich DM-20-

positiv.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Auftretens und der nachfolgenden

Migration von DM-20-positiven  Oligodendrozyten-Precursorzellen. Im
Riickenmark und dem Rhombencephalon treten sie in zwei Reihen ventral entlang
des Zentralkanals auf. Im Prosencephalon findet sich eine Gruppe entlang der
Zona limitans zwischen ventralem und dorsalem Thalamus. Eine zweite Gruppe
zeigt sich in der Bodenplatte des Diencephalons und in der Entopeduncularregion

(SC — Riickenmark, Rh — Rhombencephalon, M — Metencephalon, PT —
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Pratectum, DT — dorsaler Thalamus, VT — ventraler Thalamus, ZL — Zona

limitans intrathalamica, EP - Entopeduncularregion). Nach Timsit et al., 1995

[238].

Die vorliegenden Untersuchungsergebnissen aus den verschiedenen Studien
weisen darauf hin, dass die Oligodendrozyten des Gehirns sich aus zwei
unterschiedlichen, iiberwiegend ventral lokalisierten Precursor-Pools heraus
entwickeln. Dies ist zum einen der kaudale Pool im Rhombencephalon, der sich
bis in das Riickenmark erstreckt, zum anderen der rostrale Pool im kaudalen Teil
des Diencephalons, von dem aus Mittel- und Vorderhirn mit Oligodendrozyten

besiedelt werden.

2. Differenzierung und Proliferation

2.1. Stadien der Differenzierung

Nachfolgende Abbildung 6: Schematische Darstellung der Oligodendrozyten-

Differenzierung mit den stadienspezifischen Markermolekiilen. Nach Baumann

et al., 2001 [24]. Erlauterungen zu den Stadien und Markern siehe Text.
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2.1.1. Vorlauferstadien (Abbildungen 6 und 8)

Die fritheste heute bekannte Precursor-Zelle, die sog. Pre-GD3-Zelle (GD3 =
Gangliosid GD3) ist monopolar, besitzt Proliferationskapazitit und exprimiert auf
threr Oberfliche das Embryonic Neural Cell Adhesion Molekiil (weitere
Ausfiihrungen zu den Markermolekiilen unter 2.2.).

Sie entwickelt sich weiter zu einer ebenfalls proliferierenden, bipolaren und
hochmotilen GD3+-Precursor-Zelle, die mit Hilfe der monoklonalen Antikorper
(mAk) Anti-GD3 und A2B5 identifiziert werden kann. In Zellkulturen erweist
sich dieses Vorlduferstadium als bipotent, d.h. es kann sich daraus in
Abhiéngigkeit von den Bedingungen in der Kultur entweder ein bestimmter
Astrozytentyp (Typ 2-Astrozyt) oder ein Oligodendrozyt entwickeln. Dieses
Potential fiihrte zu der Benennung O-2A4-Progenitor. Ob allerdings diese
Differenzierungsrichtung auch in vivo vorkommen ist bis heute umstritten.

Als néchstes entsteht eine multipolare Zelle, die noch proliferativ aber nicht mehr
migratorisch aktiv ist. Dieses Stadium wird unterschiedlich benannt: Pro-
Oligodendroblast oder Pri-Oligodendrozyt. Die ldentifikation dieser Zelle
erfolgt wiederum mit Hilfe von mAk; hier kommt der mAk O4 zum Einsatz,
welcher das sulfatierte Zelloberflichen-Antigen POA (Pro-Oligodendroblast-
Antigen) markiert.

Das sich nun entwickelnde Stadium Pre-GalC ist charakterisiert durch die
Typisierbarkeit mit dem mAk R aber nicht mit dem Anti-GalC mAk O1. Diese
drei zuletzt beschriebenen Stadien werden oft zusammenfassend als O0-24-
Progenitor bezeichnet, unterscheiden sich aber neben den Reaktionen auf
biochemische Marker auch funktionell, so z.B. in ihrer elektrischen Aktivitit,
threr Empféanglichkeit fiir &duBere Einflisse und Migrationsfahigkeit
[12;24;95;188].
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2.1.2. Differenzierte Oligodendrozyten

Differenzierte Oligodendrozyten exprimieren das Gangliosid GD3 nicht mehr und
befinden sich in postmitotischem Zustand. Sie bilden weitere Fortsdtze aus und
synthetisieren Galaktocerebrosid (GalC) sowie das Enzym zyklische Nukleotid-
Phosphodiesterase (CNP). Die frithesten Formen, welche diese Charakteristika
aufweisen werden als unreife Oligodendrozyten angesehen, die sich im weiteren
zu reifen, aber noch nicht myelinisierenden Oligodendrozyten differenzieren.
Diese sind dann bereits iiber den Nachweis von Myelinproteinen wie MBP
(basisches Myelinprotein), Proteolipidprotein (PLP) oder Myelin-assoziiertes
Glykoprotein (MAGQG) identifizierbar [24;149;156;188].

2.1.3. Die reifen, myelin-produzierenden Oligodendrozyten

Die vollstindig ausgereiften Oligodendrozyten, die fiir die Bildung und Erhaltung
der Myelinscheiden im ZNS verantwortlich sind, lassen sich ebenfalls durch
Oberflichenmolekiile identifizieren. Sie exprimieren wie bereits die unreifen
Formen die Myelinproteine MBP, PLP und MAG, aber dartiber hinaus lédsst sich
auch noch das Myelin/Oligodendrocyt-Glykoprotein (MOG) sowie die aktive
Synthese von Myelinmembranen nachweisen [188].

Anhand ihrer Morphologie teilte bereits Hortega [210] die reifen
Oligodendrozyten in vier Klassen (I-IV) ein. Seine Klassifikation richtete sich
nach der GroBe der Zellen sowie Art, Lange und Komplexitit der Fortsétze:

Typ I: kleines Soma mit vielen langen und diinnen Fortsdtzen, kaum
Verzweigungen,; er stellt die haufigste Zellform dar.

Typ II: groBerer Zellkorper, wenige, dickere Fortsitze mit Verzweigung in
Sekundérfortsitze; v.a. an diinnen, myelinisierten Axonen, seltener nahe bei

Neuronen in der grauen Substanz gelegen.



44

Typ III: meist zwei Fortsitze, die sich netzartig verzweigen

Typ IV: langlicher Zellkorper, wenige Fortsétze; nahe bei Axonen liegend.

Butt et al. [42] unterscheiden ebenfalls vier Subtypen von myelinisierenden
Oligodendrozyten. Sie orientieren sich dabei an ZellgroBe und am Kaliber der
myelinisierten Axone:

Typ I: kleine Zellen, mit kurzen diinnen Myelinscheiden fiir bis zu 30 Axone
kleinen Durchmessers

Typ II und III: intermedidre Formen

Typ IV: groBle Zellen; formen dicke und lange Myelinscheiden fiir wenige, aber
groBkalibrige Axone.

Mori und Leblond [162] differenzierten mittels Elektronenmikroskopie drei
Typen: helle, mittlere und dunkle (siche Abbildung 7). Die aktiv myelinisierenden
Zellen waren dabei die grofften und wiesen ein auch schon bei
lichtmikroskopischer Betrachtung helles Zytoplasma auf, welches reich an
Zellorganellen (Mitochondrien und Golgi-Zisternen) war, was auf die hohe
Syntheseleistung dieser Zellen hinwies. Die ovalen Zellkerne waren blass,
euchromatinreich und zeigten zentral liegende, deutliche erkennbare Nukleoli.
Der fiir die Erhaltung der Myelinscheiden zustdndige Zelltyp war im Vergleich
dazu kleiner, hatte deutlich weniger Zytoplasma und Zellorganellen. Die runden
Nuklei waren dunkel und reich an Heterochromatin. Der mittlere Zelltyp stellte
das Ubergangsstadium zwischen diesen beiden Formen dar. Der Zellkern war
oval bis ldnglich und lieB in seiner Peripherie isolierte Chromatinmassen

erkennen.
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Abbildung 7: Morphologie der drei Oligodendrozytenformen nach Mori und

3. dunkler Oligodendrozyt; im

2. muittlerer,

b

1. heller

]:

Leblond, 1970 [162

Vergleich dazu Astroglia und Mikroglia.
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2.2. Marker der Differenzierung

Die exakte Unterscheidung der verschiedenen Differenzierungsstadien der
Oligodendrozyten allein aufgrund von morphologischen Kriterien gestaltet sich
schwierig. Genauere Aussagen ermoglicht die Bestimmung der bereits erwéhnten
biochemischen Marker, die sich nur in einem begrenzten Zeitraum auf, bzw. in
den Zellen nachweisen lassen und die (mehr oder weniger) spezifisch fiir ein
bestimmtes Differenzierungsstadium sind. Die Charakterisierung dieser Marker
mit Hilfe spezifischer Antikérper hat ein wesentlich genaueres Bild vom Ablauf
der Reifung von der Precursor-Zelle hin zum reifen, myelinisierenden
Oligodendrozyten ergeben. Einige von diesen Markermolekiilen treten durchaus
auch auf anderen Zelltypen auf, aber ihr Nachweis im Zusammenhang mit
anderen, gleichzeitig nachweisbaren Komponenten sowie dem Migrations- und
Mitosestatus, ergibt dann doch ein einzigartiges und zellspezifisches Muster, das
die Identifizierung einer bestimmten Zellart und ihres Reifegrades ermdéglicht

[24].

Nachfolgende Abbildung 8: Schematische Darstellung der Entwicklung der

Oligodendrozyten-Zelllinie; die gebrauchlichsten Marker sind unter dem
jeweiligen Differenzierungsstadium aufgefiihrt (fett gedruckt: erstmaliges
Auftreten, in Klammern: verwendete mAk). Ebenfalls dargestellt sind drei
mogliche, reversible Blockierungen der Progression. Nach Pfeiffer et al., 1993

[188]. Abkiirzungen siehe Glossar.
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2.2.1. Marker der Vorlauferzellen (,,Precursor®“) und der unreifen

Oligodendrozyten

Nestin: Nestin gehort zu den sog. Intermedidr-Filament-Proteinen, die mit den
Neurofilamenten eng verwandt sind. Es kann mit dem mAk Rat-401 in
neuroepithelialen Stammzellen, von denen sich auch der Name Nestin
(neuroepitheliale Stfammzelle) herleitet, nachgewiesen werden und unterscheidet
diese frithen Stammzellen von anderen, weiter differenzierten Zellen im
Neuralrohr [132]. Gallo und Armstrong [89] konnten zeigen, dass friihe
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen das Protein in hohem Malle exprimieren, reife
Oligodendrozyten hingegen nur in geringen Mengen. Auch in Radialglia und
unreifen Bergmann-Fasern im Kleinhirn ist es nachzuweisen. Nestin scheint nach
diesen Erkenntnissen ein Intermediérfilament zu sein, das bei der Gliogenese eine

wichtige Rolle spielt.

Proteolipidprotein (PLP)/DM-20: Die Splicing-Variante DM-20 des PLP bzw.
thre mRNA kann mittels RT-PCR und in-situ-Hybridisation schon wéihrend eines
sehr frithen Entwicklungsstadiums des Gehirns, vor Beginn der Myelinisierung,
nachgewiesen werden [187;238]. Dickinson et al. [65] konnten Transkripte der
DM-20-Isoform des PLP-Gens zundchst in der ventralen Ventrikularzone des
embryonalen Neuralrohres nachweisen. Nachfolgend verbreiteten sich die DM-
20-positiven Zellen iiber die weille Substanz. Zum Zeitpunkt des ersten
Auftretens der DM-20+ Zellen waren noch keine reifen Oligodendrozyten bzw.
Myelinscheiden zu erkennen. Durch den Nachweis von anderen Zelllinien-
spezifischen Markern, wie dem PDGFR-a oder dem mAk O4, konnten diese

Zellen als Oligodendrozyten-Vorldufer identifiziert werden.

Platelet-derived Growth Factor o-Rezeptor (PDGFR-a): Transkripte des
PDGFR-a, eines Rezeptors fiir den wichtigen Wachstumsfaktor in der
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Entwicklung der Oligodendrozyten (sieche 2.3.1.), dienen ebenfalls als sehr
spezifische Marker bei der Untersuchung von deren Zelldifferenzierung. Hall et
al. [104] kamen bei ihren Untersuchungen zu der Erkenntnis, dass PDGFR-a-
positive Zellen im embryonalen ZNS Oligodendrozyten-Vorldufer sind. Wurden
diese Zellen isoliert und in vitro unter entsprechenden Bedingungen weiter
kultiviert, so entwickelten sie sich ausnahmslos zu Oligodendrozyten. Spassky et
al. [229] stellten fest, dass dieser Marker bereits sehr friih, d.h. im Stadium der
Precursor-Zellen, im ZNS nachweisbar ist. Dabei machten sie die Beobachtung,
dass DM-20+ Zellen und PDGFR-o+ Zellen zwar in unmittelbarer Nachbarschaft
zueinander auftraten, dass aber nie beide Marker gleichzeitig von einer Zelle
exprimiert wurden. Es stellt sich deshalb die Frage, ob nicht eventuell
unterschiedliche Zelllinien mit verschiedener Oberflachenstruktur nebeneinander
existieren, die dann mdglicherweise auch unterschiedlich auf Wachstums- bzw.

Differenzierungsfaktoren reagieren.

PSA-NCAM: Die im Embryonalstadium auftretende, polysialylierte Form des
neuronalen Zelladhisionsmolekiils (NCAM), ist bereits in einer sehr frithen Phase
der Oligodendrozyten-Entwicklung, dem Pre-GD3-Stadium (siche 2.1.1.),
nachzuweisen. Grinspan et al. [101] wiesen nach, dass die Zellen diese
embryonale Form des NCAM bereits exprimierten, bevor sie mit Anti-
Gangliosid-3-AK (Anti-GD3) identifiziert werden konnten. Sie zeigten dariiber
hinaus, dass dieses Oberflichenmolekiil funktionelle Bedeutung fiir deren
Wanderung hat, da Zellen, auf denen man die Expression experimentell

verhindert hatte, ihre Motilitdt verloren (siche auch 3.3.).

Gangliosid GD3: Das Auftreten des Gangliosids GD3 markiert in der
Differenzierungskaskade der Oligodendrozyten — zumindest in vitro — das
Stadium des O-2A-Progenitors. Es erweist sich in Zellkulturen als sehr geeigneter

Marker, da es in hohem Maf3e von den Oligodendrozyten-Progenitoren exprimiert
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wird. Zu seinem Nachweis werden zwei unterschiedliche Antikorper eingesetzt:
R24 und LBI1 [57;198]. Die GD3-Expression nimmt mit zunehmendem Reifegrad
der Zellen ab und verschwindet schlielich im sog. Pre-GalC-Stadium (siehe
2.1.1.). Beim Einsatz von GD3 als Marker-Molekiil muss allerdings beachtet
werden, dass es nicht spezifisch fiir Oligodendrozyten ist. Es wird wihrend der
Entwicklung von mehreren Zelltypen im ZNS in unterschiedlichem Ausmall
exprimiert: von unreifen neuroektodermalen Zellen, amoboider Mikroglia sowie
Subpopulationen von Neuronen und Astrozyten. Auch im adulten ZNS ist es noch
in geringem Malle nachweisbar, da hier noch in einigen Neuronen, Mikroglia und

reaktiven Astrozyten GD3-Expression stattfindet [97].

Monoklonaler Antikorper A2B5 (mAk A2B5): Mit Hilfe des mAk A2B5 lassen
sich mehrere Ganglioside nachweisen, die bisher noch nicht alle nidher
charakterisiert wurden [85]. In vivo werden diese Ganglioside sowohl von
Neuronen als auch von Gliazellen exprimiert, d.h. auch die Reaktion mit mAk
A2B5 kann nicht als zellspezifisch fiir die Oligodendrozyten-Linie angesehen
werden. In Zellkulturen kann der Antikorper jedoch sehr gut verwendet werden
um die Reifung von Oligodendrozyten-Vorldufern zu verfolgen. Die Reaktion mit
mAk A2B5 beginnt im O-2A-Stadium und hélt bis zum Pri-Oligodendrozyten
(Pro-Oligodendroblasten) an. Die Reaktionspartner hier sind bekannt; es handelt
sich hauptsidchlich um das Gangliosid GT3 und seine O-azetylierte Form, die
beide im Zuge der Differenzierung zu reifen Oligodendrozyten herunterreguliert
werden [80]. Dass sich aus A2B5+-Zellen Oligodendrozyten entwickeln, konnten
Fok-Seang und Miller [83] nachweisen, indem sie gezielt diese Zellen aus ihren
Kulturen entfernten. In den so behandelten Zellkulturen konnte keine

Oligodendrozyten-Entwicklung nachgewiesen werden.

Proteoglykan NG2: Das Proteoglykan NG2 ist ein in die Zellmembran

integriertes Chondroitinsulfat-Proteoglykan. Es wird sowohl in vitro als auch in



51

vivo im sich entwickelnden ZNS in Nachbarschaft zum PDGFR-o auf
Oligodendrozyten-Progenitoren und Pra-Oligodendrozyten exprimiert. Es fanden
sich auch Hinweise darauf, dass die gleichzeitige Expression der beiden Antigene
auf der Zelloberflache wichtig ist fiir die Fahigkeit der Zellen auf die Stimulation
durch PDGF zu reagieren [171]. Mit der Differenzierung zur reifen Zellform
werden sowohl NG2 als auch PDGFR-a herunterreguliert. Nishiyama et al. [170]
konnten allerdings im adulten ZNS eine Zellpopulation entdecken, die ebenfalls
beide Molekiile aufwies. Diese Zellen weisen aber keine zellspezifischen
Antigene von reifen Oligodendrozyten, Astrozyten, Mikroglia oder Neuronen auf.
Sie stellen wohl eine gesonderte, dynamische Glia-Zellpopulation dar, die als
Reaktion auf bestimmte Stimuli aus der Umgebung, wie Entziindung oder

Demyelinisierung, morphologische Verdnderungen durchlaufen.

Monoklonale Antikorper 04, Ol und R (mAk 04, 01, R): Die monoklonalen
Antikorper O4, O1 und R reagieren mit den entsprechenden Antigenen auf der
Oberflaiche von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen. Bansal et al. [13] konnten
hierbei nachweisen, dass die mAk teilweise an die gleichen Antigene binden, dass
also eine Kreuzreaktivitit vorliegt. Die Reaktionspartner fiir Ol sind
Galaktocerebrosid, Monogalaktosyl-Diglycerid und Psychosine. Der mAk R
[205] bindet ebenfalls an Galaktocerebrosid, Monogalaktosyl-Diglycerid und
Psychosine, dariiber hinaus aber auch noch an Sulfatide und Seminolipide. Fiir
O4 lasst sich eine Reaktion mit Sulfatiden, Seminolipiden sowie in geringerem
Malle mit Cholesterol beobachten. AuBBerdem konnte ein weiteres Antigen fiir den
mAk O4 als Pro-Oligodendroblasten-Antigen (POA) identifiziert werden [12], ein
Glykolipid, das erstmalig auf Prid-Oligodendrozyten (= Pro-Oligodendroblast)
auftritt. Diese sind somit die ersten O4+ Oligodendrozyten-Vorlaufer. Dieses
Reaktionsverhalten wird im weiteren Verlauf der Differenzierung beibehalten,
d.h. auch ausgereifte, myelinisierende Oligodendrozyten zeigen noch O4-

Positivitét [13]. Zu beachten ist der bereits erwdhnte Unterschied im Auftreten der
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O4-Reaktivitdt zwischen Vogeln und Nagern [175] (siehe 1.4.). In der Pre-GalC-
Phase erwerben die Zellen die Reaktivitdt mit dem mAk R, bevor sie schlie3lich
als unreife Oligodendrozyten auch Ol-positiv werden. Auch die Bindung dieser
beiden Marker-Ak wird aufgrund der Reaktion mit Galaktocerebrosid bis ins

Stadium des ausgereiften Oligodendrozyten beibehalten.

Basische Helix-Loop-Helix-Proteine Oligl und Olig 2: Neuere Studien haben
gezeigt, dass die beiden basischen Helix-Loop-Helix-Proteine Olig 1 und Olig 2
moglicherweise in der frilhen Phase der Oligodendrozyten-Differenzierung eine
Rolle spielen. Die Hochregulation des Olig 1-Gens bewirkte in Kulturen von
neuralen Stammzellen eine deutliche Zunahme der Entwicklung von
Oligodendrozyten [10]. Zhou et al. [267] gelang es, diese zwei
Transkriptionsfaktoren sowohl in Zonen des Neuroepithels nachzuweisen, die als
Ursprungsorte fiir Oligodendrozyten-Vorlaufer gelten, als auch in den Precursor-
Zellen selbst. Die Expression von Olig 2 tritt sogar einige Tage vor PDGFR-a
auf, dem bisher friihesten bekannten Marker. Olig 1 und 2 sind damit nach
heutigem Stand die Markermolekiile, mit denen sich die Oligodendrozyten-

Precursoren als erstes erkennen lassen [140].

Sox-10-Protein: Die Sox-Proteine, die aufgrund ihrer DNA-bindenden Doméne
Ahnlichkeit mit den high-mobility-group-Proteinen besitzen, sind nach jiingeren
Studien ebenfalls in Oligodendrozyten bzw. deren Precursoren nachweisbar.
Kuhlbrodt et al. [126] konnten das Sox-10-Protein, das auch im peripheren
Nervensystem auftritt, im ZNS in Glia-Precursor-Zellen sowie spdter in
Oligodendrozyten nachweisen. Sox-10 steht dabei in einem funktionellen
Zusammenhang mit den vorher beschriebenen Olig-Genen. Gezeigt werden
konnte dies anhand der Tatsache, dass die ektopische Expression von Olig 2 zu

einer Hochregulation von Sox-10 flihrt [267]. Sox-10 tritt zeitgleich mit Olig 1
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und 2 in Erscheinung und konnte zusammen mit diesen einen Einfluss auf die

Expression von PDGFR-a haben [256].

2.2.2. Marker der reifen Oligodendrozyten / Myelin-Marker

2.2.2.1. Myelinlipide

Die Lipide, die in Oligodendrozyten und im Myelin auftreten, kommen in
anderen Zellmembranen des Korpers ebenfalls vor; das Mengenverhéltnis in dem
sie zueinander stehen ist hier jedoch unterschiedlich. Bei allen Sdugetieren enthélt
Myelin Cholesterin, Phospholipide und Glykolipide in einem molaren Verhéltnis
von 4:3:2 bis 4:4:2. Cholesterin und die verschiedenen Phospholipide sind nicht
zellspezifisch und sind daher auch als Markermolekiile ungeeignet, dagegen
finden die Glykosphingolipide, und hier insbesondere die Galaktocerebroside und

ihre sulfatierten Derivate als Marker Anwendung [24;203].

Glykolipide: Auf reifen Oligodendrozyten und deren Myelinmembranen lassen
sich spezifische Glykolipide nachweisen. Diese Lipidverbindungen machen einen
Grofiteil des Myelins aus, ndmlich ca. 32 %. Dabei handelt es sich um
Galaktocerebroside (GalC) und ihre sulfatierten Formen (Sulfogalaktocerebroside
oder Sulfatide). Sie erscheinen bereits wihrend des Differenzierungsprozesses auf
den unreifen Zellen und bleiben bis ins Stadium der reifen, myelinisierenden
Zelle nachweisbar, und zwar sowohl in vivo als auch in vitro [188;202]. Zum
Nachweis werden monoklonale Antikorper verwendet: O1 ist dabei der meist
verwendete, daneben auch O4 und der mAk R (Reaktionspartner siche 2.2.1.).
Die Spezifitit dieser Ak ist dabei nicht so hoch wie anfangs angenommen und
dies muss bei den Untersuchungen beriicksichtigt werden. In jlingerer Zeit
durchgefiihrte Untersuchungen an Mausen, denen das Enzym fiir die Synthese

von GalC und seinen Sulfaten fehlt, machten deren Stellenwert fiir die normale
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Myelinfunktion klarer. Die Tiere bildeten zwar Myelin aus, dies wies allerdings
im Elektronenmikroskop deutliche Unterschiede in der Ultrastruktur auf. Unter
anderem zeigten sich Verdnderungen in der paranodalen Region. Die
normalerweise vorhandene enge Verbindung zwischen den seitlichen
Zytoplasmaringen (paranodale Loops) und der axonalen Membran erschien
gelockert, was zu einem kompletten Verlust der sonst hier sichtbaren
Querstreifung fiihrte. AuBlerdem fanden sich iiberlappend myelinisierte Segmente
ebenso wie unregelméfBige Liicken zwischen den Letzteren. Die daraus
resultierenden pathophysiologischen Folgen waren gestorte Erregungsleitung,
Tremor und progressive Paralyse. Die meisten Tiere verendeten nach Abschluss
der Myelinisierung im Alter von etwa vier bis sechs Wochen. Die Ergebnisse
dieser Studien machen deutlich, dass GalC und seine sulfatierten Derivate fiir die
normale Ausbildung der Ranvier’schen Schniirringe sowie der paranodalen
Strukturen unerldsslich sind und dass sie dariiber hinaus wichtige Funktionen in

den Axon-Glia-Interaktionen haben [67;192].

2.2.2.2. Oligodendrozyten-/Myelinproteine

Die Myelinproteine machen 30 % der Trockensubstanz des Myelins aus und sind
zum groflten Teil spezifisch fiir Myelin und Oligodendrozyten. Die beiden
Hauptvertreter  dieser Gruppe, basisches Myelinprotein (MBP) und
Proteolipidprotein (PLP) mit seiner Isoform DM-20, haben ein niedriges
Molekulargewicht und machen zusammen 80 % des gesamten Myelinproteins
aus. Eine zweite Gruppe sind die sog. Wolfgram-Proteine, zu denen unter
anderem die zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase (CNP) gehort. Sie sind
unloslich in  Chloroform-Methanol-Gemisch und wurden 1966 erstmals
beschrieben. AuBBerdem treten auch noch Glykoproteine, zu denen z.B. myelin-
assoziiertes Glykoprotein (MAG) und Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

(MOG) gehoren, und andere Proteine, z.T. mit enzymatischer Aktivitit, auf. Der
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Grofiteil dieser Eiweille sind als Markermolekiile geeignet und finden nach
Synthese der passenden Antikdrper auch Verwendung fiir den Oligodendrozyten-
bzw. Myelinnachweis [24;200].

Proteolipidprotein (PLP): PLP macht mit ca. 50 % den groBten Anteil an der
Proteinfraktion im zentralen Myelin aus. Es tritt in zwei Isoformen auf: einer 25-
kDa-Form, die als PLP bezeichnet wird, sowie der Splicing-Variante DM-20
(siche 2.2.1.) mit 20 kDa (kiloDalton), die im adulten ZNS noch 10 — 20 % des
PLP ausmacht. Das PLP-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und besteht
aus sieben Exons; ein Teil von Exon 3 wird bei der DM-20-Variante durch
alternatives Splicing herausgeschnitten [168;255]. Im Jahr 1982 wurde von
Stoffel und Lees [232] die Aminosduresequenz des PLP ermittelt, die
interessanterweise zwischen Mensch, Ratte und Maus keinerlei Unterschiede
aufweist [66;131;142]. Exprimiert wird PLP von reifen, nicht-myelinisierenden
Oligodendrozyten sowie von den vollstindig ausgereiften, und zwar sowohl im
Zytoplasma als auch in den Membranen der Myelinscheiden. Nach Abschluss der
aktiven Myelinproduktion nimmt der intrazytoplasmatische Gehalt allerdings
stark ab, so dass ein Nachweis schwierig wird. Im Bereich der Myelinscheiden ist
PLP innerhalb der Zellmembran lokalisiert — es ist ein sog. integrales
Membranprotein, bestehend aus vier o-Helices, welche die Membran
durchziehen, sowie zwei extra- und drei intrazytoplasmatischen Doménen [193].
Die Funktion des PLP, die sich auch aus seiner Lage und Struktur ergibt, liegt
wohl im Bereich der Membranstabilisierung nach Bildung des kompakten
Myelins. Klugmann et al. [122] untersuchten dazu Méuse mit einer Mutation des
PLP-Gens, die unfihig zur Produktion von PLP und DM-20 waren. Dabei stellten
sie fest, dass diese trotzdem normales Myelin ausbildeten, welches aber eine

deutlich reduzierte physikalische Stabilitét aufwies.
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Basisches Myelinprotein (MBP): MBP ist eines der Hauptproteine im ZNS-
Myelin, bzw. bildet eine Familie von Hauptproteinen, die sich aus vielen
verschiedenen  Isoformen  mit  unterschiedlichem  Molekulargewicht
zusammensetzt. Sequenziert wurden die Hauptformen bereits im Jahre 1971 von
Eylar [79] aus bovinem, bzw. Carnegie [51] aus humanem Gehirnmaterial.
Mittels SDS-PAGE (Natrium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamidgelelektrophorese)
konnen die Isoformen aufgetrennt werden. Die Hauptproteine beim Menschen
haben dabei Molekulargewichte von 21,5, 20,2, 18,5 und 17,2 kDa, bei der Maus
sind es 21,5, 18,5, 17 und 14 kDa [47]. Die Isoformen entstehen durch
alternatives Splicing aus dem MBP-Gen, das aus sieben Exons besteht [61;211].
Das MBP-Gen ist dabei Bestandteil einer groeren Transkriptionseinheit, die als
Golli-MBP-Gen bekannt ist und zehn Exons beinhaltet. ,,Golli* steht fiir ,,gene
expressed in the oligodendrocyte lineage* [48]. Die erste Expression des MBP-
Gens konnte im Riickenmark der Maus schon am Tag 14,5 der
Embryonalentwicklung (E 14,5) festgestellt werden [187]. MBP ist in unreifen
Oligodendrozyten im gesamten Zytoplasma zu finden und wird von dort auch
aktiv in den Kern transportiert. Diese Beobachtung weist auf eine regulatorische
Funktion im Ablauf des Myelinisierungsprogrammes hin [184]. Nach Beginn der
Mpyelinproduktion verbreitet sich MBP in den Zellfortsdtzen auf der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran. Dort hat es wichtige Aufgaben bei der
Bildung und Stabilisierung der kompakten Myelinscheiden, was durch Interaktion
mit Membranphospholipiden sowie MBP-Molekiilen der gegeniiberliegenden
Seite erreicht wird [188].

Zyklische Nukleotidphosphodiesterase (CNP): Das Enzym CNP ist auch
auBBerhalb des ZNS in vielen Geweben nachweisbar, allerdings in deutlich
geringerer Konzentration als im Nervensystem, wo es 4 % der
Mpyelinproteinfraktion ausmacht. Es kommt in zwei Isoformen mit 46 (CNP 1)

bzw. 48 kDa (CNP 2) vor und wird von einem Gen bestehend aus vier Exons



57

codiert [230]. Wahrend der Oligodendrozyten-Entwicklung wird CNP als erstes
der Myelinproteine exprimiert und da es im ZNS ausschlieflich auf der
Oligodendroglia vorkommt, kann es gut als Marker fiir die frithen Stadien
verwendet werden [207]. Innerhalb der Oligodendrozyten kann CNP sowohl im
Zellsoma als auch in den Fortsidtzen nachgewiesen werden. In kompakten
Myelinscheiden allerdings ist es nicht mehr zu finden [239]. Unklarheit herrscht
bis heute {iber die genaue Aufgabe des Enzyms. Da innerhalb des Nervengewebes
kein Substrat fiir seine enzymatische Aktivitit vorhanden ist, scheidet eine
katalytische Funktion aus. Untersuchungen von Gravel et al. [100] an transgenen
Maiusen, die das Protein iiberexprimieren, ergaben aber Hinweise darauf, dass
CNP zum einen eine regulatorische Rolle hat, da bei diesen Tieren die
Oligodendrozyten vorzeitig ausdifferenzierten. Zum anderen scheint es bei der
Myelinbildung einen wichtigen Part zu iibernehmen, denn die Miuse wiesen
deutliche Verdnderungen im Myelin auf. Es fanden sich darin Vakuolen, die
Bildung des kompakten Myelins war gestort und iiberzéhlige Myelinscheiden

wurden ausgebildet.

Mpyelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG): MAG ist quantitativ betrachtete ein
kleiner Bestandteil des Myelinproteins; es macht nur 1 % davon aus. Das MAG-
Gen, bestehend aus 13 Exons konnte sowohl beim Menschen als auch bei der
Maus lokalisiert werden [21]. MAG tritt in zwei Isoformen auf: L(large)-MAG
mit 72 kDa und S(small)-MAG mit 67 kDa. Diese Molekulargewichte geben den
Zustand vor der Glykosylierung wieder; danach betriagt die Masse ca. 100 kDa, da
der Kohlenhydratanteil ca. 30 % ausmacht. Die MAG-Molekiile bestehen aus
einer membrandurchspannenden Doméne, einem intra- sowie einem
extrazelluliren Anteil. Der Letztere besitzt eine auffallende Ahnlichkeit mit
Immunglobulinen, den extrazelluldr gelegenen Partien des NCAM (neuronales
Zelladhdsionsmolekiil) sowie anderen Mitgliedern der Immunglobulin-Gen-

Superfamilie [217].
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Die Funktion von MAG wurde an MAG-knock-out Miusen untersucht [136].
Dabei fanden Li et al. [136], dass diese Tiere in der Lage waren, fast normales
ZNS-Myelin auszubilden. Es fanden sich Defekte bei der Ausbildung des
periaxonalen Zytoplasmasaumes, der in den meisten Féllen ganz fehlte und zum
Teil waren Zellorganellen im Bereich der Myelinscheiden zu finden, was auf eine
Storung bei der Bildung des kompakten Myelins hinweist. Aullerdem waren
einige Axone mehrfach oder iibermiBig myelinisiert worden — MAG hilft
offenbar den Oligodendrozyten bereits myelinisierte Nervenfortsitze zu erkennen
[135]. Eine weitere wichtige Rolle des MAG ist die Kontaktaufnahme zwischen
Axon und Oligodendrozyt [82;153]. Ein Hinweis darauf ergibt sich bereits aus der
Lokalisation innerhalb der Zelle. MAG findet sich in myelinisierenden Zellen
ausschlieBlich in der periaxonalen Membran im Bereich der Internodien. Vor
Beginn der Myelinisierung ist es auch noch im Zytoplasma der Oligodendrozyten
nachweisbar [231]. Das Glykoprotein fungiert als Rezeptor fiir bestimmte
Zelloberflaichenmolekiile der Neuriten. Yang et al. [261] konnten anhand der
Primérstruktur und in-vitro Untersuchungen das MAG den Sialinsdure-bindenden
Lektinen zuordnen. Als Liganden identifizierten sie verschiedene Ganglioside, die
auf Neuronen exprimiert werden. Umemori et al. [244] konnten dariiber hinaus
zeigen, dass die Bindung zwischen L-MAG und einem neuronalen Liganden im
Zusammenhang mit der Aktivierung der Fyn-Tyrosin-Kinase steht, einer Non-
Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der Src-Familie, die in Oligodendrozyten
nachweisbar ist. Sie zeigt ihre hochste Aktivitit mit Beginn der Myelinisierung;
Fyn-defiziente Méuse weisen eine gestorte Myelinogenese auf. Auch Osterhout et
al. [181] zeigten eine Verbindung zwischen der Fyn-Tyrosin-Kinase und der
Mpyelinproduktion. Sie wiesen bereits eine sehr frithe Aktivitit der Kinase in
Oligodendrozyten-Progenitoren nach. Aus der experimentellen Blockade dieser
Aktivitit  resultierte eine  Reduktion der Zellfortsitze sowie der

Myelinmembranen. Diese Resultate weisen auf eine Zusammenhang zwischen
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MAG und den initialen Schritten der Myelinogenese hin, der tiber die Aktivierung
der Fyn-Tyrosin-Kinase fiihrt.

Mpyelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG): Der Anteil von MOG an der
Proteinfraktion des ZNS-Myelins betridgt nur 0,05 %. Es wurde erstmals durch
einen polyklonalen Antikorper, der gegen das sog. M2-Antigen gerichtet war,
identifiziert. Die parenterale Applikation dieses Antigens induzierte beim
Meerschweinchen eine Autoimmunenzephalitis mit Demyelinisierung. Erst spiter
erkannte man es als ZNS-spezifischen Myelin-Bestandteil [128;129]. Das
gereinigte MOG-Protein hat ein Molekulargewicht von 25 kDa; es tritt nach
Glykosylierung aber offenbar als Dimer mit 52 — 54 kDa in Erscheinung [5]. Das
Gen, bestehend aus acht Exons, konnte beim Menschen und bei der Maus
identifiziert werden [189]. MOG wird von myelinisierenden Oligodendrozyten
wihrend der spiten Phase der Myelinogenese exprimiert und ist auf deren
Zelloberflache, sowie auf der dullersten Lamelle der ausgebildeten Myelinscheide
nachweisbar. Es besitzt zwei potentielle Transmembran-Doménen und einen
extrazellulidr gelegenen Anteil, der in seiner Struktur grofe Ahnlichkeit mit der
variablen Doméne von Immunglobulinen besitzt [62;189]. MOG findet neben
seiner Funktion als Oligodendrozyten-Marker Anwendung in der Untersuchung
von demyelinisierenden Erkrankungen. Es ist als einziges ZNS-Protein in der
Lage, im Tiermodell eine Entziindungsreaktion einschlieBlich damit
einhergehender  AntikOrper-vermittelter ~ Demyelinisierung, die  sog.

experimentelle Autoimmunenzephalitis (EAE) hervorzurufen [6].
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der wichtigsten ZNS-Myelinproteine und
ihrer Lokalisation (aus Pfeiffer et al., 1993 [188]).

Kleine basische Proteine:

-Basisches Myelin-assoziiertes Oligodendrozytenprotein (MOBP): Y amamoto et
al. [259] entdeckten 1994 das MOBP. Es wird von myelinisierenden
Oligodendrozyten in drei Isoformen mit 8,2, 9,7 und 11,7 kDa exprimiert und ist
zundchst in den Zellkorpern, spéter im gesamten kompakten Myelin nachweisbar.
GroBe Ahnlichkeit ist zu MBP vorhanden, was die Vermutung nahe legt, dass es
auch dhnliche Aufgaben bei der Ausbildung des kompakten Myelins libernimmt.
Im Gegensatz zu MBP kommt MOBP ausschlieSlich im ZNS, nicht aber im
peripheren Nervensystem (PNS) vor, und wird deutlich spéter exprimiert

[109;161].
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-P 2: P2, ein basisches Protein von 13,5 kDa, das hauptsdchlich im PNS auftritt,
wurde von Trapp et al. [240] auch im ZNS nachgewiesen. Hierbei fanden sie
grofle Unterschiede hinsichtlich der Verteilung. Das meiste P2-Protein ist im
Riickenmark zu finden, nur sehr geringe Konzentrationen hingegen im GroBhirn.
Dariiber hinaus sind Speziesunterschiede vorhanden. Wéhrend beim Kaninchen
und Menschen das P2 gefunden wurde, war dies weder bei Ratten noch bei

Maiusen moglich.

Familie der Tetraspan-Proteine: Die Tetraspan-Familie umfasst Proteine mit
vier intramembrands gelegenen a-Helices. Dazu gehdren das PLP, das periphere
Myelinprotein 22 (PMP22), sowie weitere Vertreter, die in Oligodendrozyten

vorkommen und nachfolgend kurz vorgestellt werden.

-Oligodendrozytenspezifisches Protein (OSP): OSP rangiert mengenméfig nach
PLP/DM20 und MBP an dritter Stelle unter den ZNS-Myelinproteinen — es macht
7 % des Proteinanteils aus. Seine Verteilung entspricht der von MBP, wihrend es
in seiner Zusammensetzung grofe Ahnlichkeit mit dem peripheren Myelinprotein
22 (PMP22) besitzt [38]. Morita et al. [163] konnten OSP als Tight-Junction-
Protein Claudin-11 identifizieren, das parallel angeordnete Reihen dieser

Zellverbindungen innerhalb der Myelinscheiden ausbildet.

-Connexine 32 und 45 (Cx32 und 45): Die Connexine 32 und 45 gehoren zur
Familie der Gap-Junction-Proteine und konnten in Oligodendrozyten und dem
von ihnen gebildeten Myelin nachgewiesen werden. Die Vertreter Cx 32 sowie
Cx 45 wurden dabei in den Zellkorpern, im proximalen Bereich der Zellfortsétze
sowie entlang myelinisierter Nervenfasern mittels Immunfluoreszenz entdeckt.
Sie bildeten dort gap junctions zwischen Oligodendrozyten sowie zwischen

diesen und Astrozyten aus [64;127;137].
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-Tetraspan-2: Birling et al. [30] identifizierten ein neues Mitglied der Tetraspan-
Protein-Familie: Tetraspan-2. Sie wiesen es in einer Oligodendrozyten-Zellline
nach, wo es bei Ratten einige Tage postnatal erstmalig auftritt und anschlieSend
eine starke Hochregulation erfahrt. Die ermittelten Daten weisen darauf hin, dass
Tetraspan-2 wahrscheinlich eine Rolle in der Signaliibermittlung innerhalb der
Oligodendrozyten am Ende der Differenzierung spielt und moéglicherweise auch

an der Stabilisierung der Myelinscheide beteiligt ist.

Sonstige Myelinproteine:

-Oligodendrozyten-Myelin Glykoprotein (OMgp): OMgp ist ein glykosyliertes
Protein mit unbekannter Funktion, das zuerst im ZNS des Menschen identifiziert
werden konnte. Zunéchst als myelinspezifisch angesehen, konnte es mittlerweile
im ZNS von Mausen auch auf anderen Zellen, wie Pyramidenzellen des
Hippocampus, Purkinje-Zellen des Kleinhirns und Motoneuronen im Hirnstamm
oder in Vorderhorn-Motoneuronen des Riickenmarkes, nachgewiesen werden
[102]. Im Myelin ist die Verteilung von OMgp auf die paranodale Region
beschriankt. Seine genomische Lokalisation bei Mensch und Maus als auch die

Aminosauresequenz konnten ermittelt werden [154;155].

-Myelin/Oligodendrozytenspezifisches Protein (MOSP): MOSP ist ein ZNS-
spezifisches  Zelloberflichenprotein, das auf Oligodendrozyten und
Mpyelinscheiden nachzuweisen ist. Sein Molekulargewicht wurde mit 48 kDa

bestimmt [69].

-RIP-Antigen: Das RIP-Antigen wird durch einen monoklonalen Antikérper, der
gegen Oligodendroglia aus dem Bulbus olfactorius der Ratte entwickelt wurde,

erkannt [86]. Der Antikorper reagiert mit einem unbekannten Epitop auf der
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Oberflache von Oligodendrozyten sowie ihren Fortsdtzen. Er erwies sich in

mehreren Studien als sehr spezifisch fiir Oligodendroglia [27].

-NI35/250-Proteine: Auf der Suche nach Ursachen fiir die Inhibition von
Axonregeneration im ZNS konnten Caroni und Schwab zwei Protein-Fraktionen
von 35 und 250 kDa (NI-35 und NI-250) identifizieren [53]. Nach der
Entwicklung von monoklonalen Antikorpern gegen die Proteine (IN-1-Ak und
IN-2-Ak) konnten sie zeigen, dass sich diese an die Oberfliche von
differenzierten Oligodendrozyten anlagerten [52]. GrandPre et al. [99] wiesen
nach, dass nach Anwendung von IN-1-Antikdrpern an experimentell
durchtrennten Axonen im ZNS eine gewisse Regeneration ermoglicht wurde und

identifizierten NI-250 als Mitglied der Reticulon-Familie.

-Transferrin: Das Eisentransportprotein Transferrin wird im ZNS von
Oligodendrozyten und Epithelzellen des Plexus choroideus produziert [31]. Vor
Etablierung der Blut-Hirn-Schranke werden die Gehirnzellen mit Transferrin aus
der Leber versorgt, danach jedoch sind sie auf diese Quelle innerhalb des ZNS
angewiesen. Uber den Eisentransport hinaus beeinflusst Transferrin Wachstum
und Uberleben von Astrozyten und Neuronen. Oligodendrozyten scheinen damit
also eine weitere wichtige Funktion im ZNS neben der Myelinproduktion zu

haben [78].

-S100-Proteine: Bei Untersuchungen an den Kalzium- und Zink-bindenden
Proteinen S100 stellten Rickmann und Wolff [208] fest, dass diese neben ihrem
Hauptvorkommen in Astrozyten auch in einer kleinen Subpopulation von
Oligodendrozyten nachweisbar sind. Diese wiesen Merkmale von aktiv
myelinisierenden Zellen auf. Dariiber hinaus entdeckten sie auch eine S100-
Immunoreaktivitit auf Teilen von Myelinscheiden. Das Auftreten von S100 in

Oligodendrozyten scheint nach diesen Untersuchungsergebnissen im
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Zusammenhang mit Zell-Turnover und Myelinreparatur im adulten ZNS zu

stehen.

Enzyme:

-Carboanhydrase Il (CAII) : Carboanhydrase II kommt als einziges von sieben
CA-Isoenzymen im ZNS vor, und zwar in Oligodendrozyten. Es kann in allen
Entwicklungsstadien dieser Zelllinie nachgewiesen werden, vom Precursor bis
hin zur reifen Zelle [46]. Allerdings weisen auch andere Gliazellen, wie unreife
Astrozyten, Radialglia und Mikroglia, das Enzym auf. Butt et al. [42] stellten bei
Untersuchungen am Gehirn von Ratten fest, dass zwei biochemisch
unterschiedliche Subtypen von reifen Oligodendrozyten existieren. Sie
untersuchten die gleichzeitige Expression von RIP-Antigen und CAII. Dabei
fanden sie RIP+ CAII+ Zellen, die eine Vielzahl von Myelinscheiden fiir diinne
Axone bildeten. Demgegeniiber standen RIP+ CAIl- Zellen, die nur wenige

groBkalibrige Axone mit Myelin umhiillten.

-Glutamin-Synthetase: D’Amelio et al. [58] konnten in einer kleinen
Oligodendrozyten-Subpopulation eine  Immunoreaktivitit beziiglich der
Glutamin-Synthetase nachweisen. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung
von Glutamat in Glutamin in der Anwesenheit von ATP und Ammonium. Sein
Hauptvorkommen ist im Zytoplasma von Astrozyten. Bei dieser Untersuchung
fand es sich aber auch in perineuronalen Oligodendrozyten in der grauen Substanz
von GroBhirn, Kleinhirn, Hirnstamm und Riickenmark, die wohl spezielle

Funktionen iibernehmen.

-UDP-Galaktose: Ceramid-Galaktosyl-Transferase (CGT): CGT katalysiert die
Bildung von Galaktosylceramid aus Galaktose aus der UDP-Galaktose und einem

Ceramid. Thre Enzymaktivitdt konnte in Myelin nachgewiesen werden. Dabei
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wird die Expression der CGT-Transkripte offenbar zeitlich geregelt und tritt
parallel mit der von MBP auf. Schulte et al. [222] konnten zeigen, dass CGT im
Grof3- und Kleinhirn nur in den Schichten auftritt, in denen sich auch MBP-
produzierende Oligodendrozyten finden. In geringen Mengen ist das Enzym im
adulten ZNS auch in einigen Neuronen-Subtypen zu finden [220]. Die Bedeutung
dieses Enzyms konnte durch Untersuchungen an CGT-knock-out Méusen
demonstriert werden. Coetzee et al. [55] sowie Bosio et al. [35] zeigten, dass
diese mikroskopisch normale Myelinscheiden ausbildeten, die lediglich im
Bereich des Riickenmarkes etwas diinner waren. Darin wurden GalC und seine
sulfatierten Derivate durch Glukocerebrosid ersetzt, welches normalerweise nicht
im Myelin vorkommt. Es resultierte eine deutlich verlangsamte Erregungsleitung
und damit im Zusammenhang stehend ein generalisierter Tremor sowie Ataxie
und progressive Paralyse mit meist letalem Ausgang. GalC und seine Sulfate sind
offenbar essentiell fiir die normale Myelinfunktion und ein Mangel an dem
Enzym, das ihre Produktion katalysiert, ist daher ein Letalfaktor.

Neben diesen erwihnten Enzymen lassen sich nach Isolierung des Myelins mittels
Ultrazentrifugation noch viele andere darin nachweisen: Neuraminidasen,
Cholesterinester-Hydrolasen, Enzyme, die Phospholipide synthetisieren oder

katabolisieren, Proteasen, Protein-Kinasen und Phosphatasen [169].

2.3. Einflussfaktoren auf Differenzierung und Proliferation

Der Ablauf der Differenzierung sowie die Proliferation der Zelltypen wird von
vielen Faktoren beeinflusst, die iiberwiegend von den Neuronen, aber auch von
Astrozyten produziert werden. Dabei scheint es so zu sein, dass Proliferation und
Differenzierung Prozesse sind, die sich zueinander antagonistisch verhalten, d.h.
dass mitotisch hochaktive Zellen wenig Tendenz zeigen, sich weiter zu
differenzieren, wihrend bei Zellen, die gerade einen Differenzierungsschritt

durchlaufen, weniger Zellteilungen zu beobachten sind [188]. Welches Programm
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wann ablauft, wird durch die in der Umgebung der Zelle vorhandenen
Einflussfaktoren bedingt, wobei die iberwiegend auf in-vitro Studien basierenden
Erkenntnisse nur schwierig auf in-vivo Bedingungen iibertragbar sind, da hier oft
eine Vielzahl an Faktoren gleichzeitig einwirken, die sich gegenseitig
beeinflussen und im Zusammenspiel ganz andere Wirkungen erzielen konnen als
bei alleinigem Auftreten [149]. Dariiber hinaus muss auch betont werden, dass die
an Zellkulturen von Nagern und Kiiken erzielten Ergebnisse nicht ohne weiteres
auf das menschliche Gehirn libertragen werden kénnen. Im Folgenden werden die
bei der Proliferation und Differenzierung der Oligodendrozyten Einfluss

nehmenden Faktoren im Einzelnen néher besprochen.

2.3.1. Wachstumsfaktoren

Platelet derived growth factor (PDGF): PDGF wird wihrend der ZNS-
Entwicklung von Typl-Astrozyten sowie Neuronen produziert und ist ein
Hauptregulator des Entwicklungsprozesses von Oligodendrozyten. Die Wirkung
wird {iber den PDGF-a-Rezeptor (PDGFR-a) vermittelt, einer Zellmembran
durchspannenden, monomeren Typ-3 Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die eine
extrazellulire Domine zur Bindung des PDGF aufweist. Die Bindung des
Wachstumsfaktors fithrt zur Dimerisierung und Autophosphorylierung des
Rezeptors und nachfolgend zur Phosphorylierung von fiinf Tyrosinresten, die in
der Néhe des intrazelluldren katalytischen Zentrums liegen und ihrerseits
wiederum als Andockstellen fiir Zielproteine dienen, die dann die Signalkaskade
fortfiihren. Der PDGFR-a tritt im Stadium des Precursors und Progenitors auf
und verschwindet bei den O4+-Zellen wieder von der Zelloberfliche [75]. Die
rezeptorvermittelten Effekte lassen aber bereits vor dessen Verschwinden nach,
was auf eine Blockade der intrazelluldren Signaliibermittlung zum Zellkern

zuriickzufiihren ist [107]. PDGF wirkt auf die Oligodendrozyten-Vorlaufer
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mitogen [201], chemotaktisch, stimuliert die Motilitdt und bewirkt eine liangere
Uberlebenszeit der Zellen [14;95]. Dies konnte gezeigt werden bei Miusen mit
einem Mangel an PDGF-A, bei denen eine deutlich gestorte Entwicklung der
Oligodendrozyten mit reduzierter Anzahl von PDGFR-o+-Progenitoren und
reifen Zellen, sowie eine daraus resultierende gravierende Hypomyelinisierung
auffiel [88]. Gleichzeitig verzogert PDGF das Fortschreiten des

Differenzierungsprozesses [41].

Basischer Fibroblast growth factor (bFGF): Der basische FGF (auch als FGF2
bezeichnet) ist ein weiterer, v.a. auf die Oligodendrozyten-Progenitoren mitogen
wirkender Faktor [70]. Die Wirkung erfolgt zum Einen indirekt, indem bFGF die
Expression des PDGFR-a hochreguliert und somit die Empfinglichkeit der
Oligodendrozyten-Vorldufer fir PDGF verbessert und auch zeitlich verldngert
[145]. In Zellkulturen kann unter bFGF-Einflu3 sogar ein Riickschritt vom Pra-
Oligodendrozyten in das Progenitor-Stadium erfolgen, wenn sich bFGF und
PDGF gleichzeitig im Kulturmedium befinden [32]. Die Wirkung des bFGF ist
allerdings abhdngig von der Art der Rezeptoren an die er bindet, und deren
Expression auf den Oligodendrozyten wihrend der Embryogenese, die durch den
Liganden selbst mit reguliert wird. So findet man den FGF-Rezeptor-1 in
zunechmendem MalBle je weiter die Entwicklung der Zelllinie fortschreitet. Die
Bindung des bFGF an diese Rezeptorform bewirkt eine verldngerte
Proliferationsphase und beglinstigt die Migration v.a. von frithen Progenitoren.
Dagegen wird FGF-Rezeptor-3 vor allem auf spiten Progenitor-Zellen exprimiert
und bewirkt hier bei Ligandenbindung Proliferation und gleichzeitige
Differenzierungsverzogerung. Im reifen Oligodendrozyten findet sich schlielich
v.a. der FGF-Rezeptor-2, iiber den in diesen Zellen die endgiiltige
Ausdifferenzierung aber keine weitere Zellteilungsaktivitit mehr vermittelt wird
[11]. Die FGF-Rezeptoren entsprechen in ihrer Bauart den PDGF-Rezeptoren,

d.h. sie sind ebenfalls monomere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, allerdings vom
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Typ 4 mit extrazellulirer Bindungsstelle fiir den Liganden, einer
Transmembrandoméne sowie einem intrazelluldr gelegenen katalytischen

Zentrum.

Insulin-like growth factor-I (IGF-I): 1GF-I stimuliert die Proliferation sowohl
von Oligodendrozyten-Precursorzellen als auch von O4+-Progenitor-Zellen [148]
und verlingert die Uberlebenszeit der genannten Zellen [14]. Ein Hinweis auf die
Bedeutung dieses Wachstumsfaktors ergibt sich aus der Tatsache, dass er in der
Subventrikularzone genau zur gleichen Zeit nachweisbar ist, zu der dort die
Oligodendrozyten-Vorldufer entstechen [20]. Um seine Rolle zu {iberpriifen
wurden Versuche an transgenen Maiusen durchgefiihrt; eine Gruppe mit
vermehrter Expression von IGF-I, die andere mit Expression von IGF-I
bindendem Protein (IGFBP-I), welches die Wirkung von IGF-I blockiert, wenn es
im Uberschuss vorliegt. Es zeigte sich, dass in der Gruppe der IGF-I transgenen
Maiuse sowohl die Dicke der produzierten Myelinscheiden als auch deren Anzahl
deutlich erhoht war. Auch war die Anzahl der nachweisbaren Oligodendrozyten
grofler als in Kontrollgruppen. Hingegen wiesen die IGFBP-I transgenen Méuse
genau entgegengesetzte Befunde auf, ndmlich reduzierte Myelinscheidendicke
und verminderte Anzahl an myelinisierten Axonen [54]. IGF-I beeinflusst
offenbar sowohl die Zellzahl als auch die Myelinproduktion jeder einzelnen Zelle
positiv. Shinar et al. [223] konnten an kultivierten Ratten-Oligodendrozyten-
Progenitoren zeigen, dass diese selbst IGF-1 exprimierten. Dies bedeutet, dass die
Oligodendrozyten-Entwicklung durch IGF-I teilweise einer Autoregulation
unterliegt. Der IGF-I-Rezeptor dhnelt in seinem Bau stark dem Insulin-Rezeptor,
einer Typ-2-Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die im Gegensatz zu den im Vorfeld

beschriebenen Rezeptoren bereits ohne Bindung des Liganden als Dimer vorliegt.

IGF-bindende Proteine (IGFBP): Wie voraus beschrieben fungiert IGF-I als
Wachstumsfaktor fiir Oligodendrozyten-Vorlduferzellen und begiinstigt deren
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Uberleben. Kuhl et al. [125] konnten in neueren Studien an Ratten zeigen, dass
IGFBP-6 in Oligodendrozyten-Progenitoren (O-2A) erstmalig exprimiert wird. In
den frithen Stadien ist es nur in geringem Mal3e vorhanden, wird aber im Zuge der
Differenzierung hochreguliert. Seine Expression wird durch bFGF oder
Progesteron reduziert, Ostrogen hat den gegenteiligen Effekt, wihrend IGF-I,
PDGF und Insulin hierbei keine Wirkung zeigen. Nach Zufuhr von auflen
vermindert IGFBP-6 die Uberlebenszeit der unreifen Oligodendrozytenformen in
Abwesenheit von IGF-I, bzw. blockiert dessen positive Wirkung diesbeziiglich.
AuBerdem ist unter IGFBP-6 eine Abnahme der Myelinproteine CNP und MAG,
deren Produktion von IGF-I stimuliert wird, zu verzeichnen. Bei der
Untersuchung der Effekte von IGFBP-1 und -2 zeigte sich ebenfalls eine
Reduktion der Uberlebenszeit von O-2A-Progenitorzellen als Reaktion auf die
Zufuhr dieser Proteine, und zwar sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit
von IGF-I [124]. Zusammenfassend lassen sich die IGF-bindenden Proteine als
negative Effektoren im Hinblick auf die Differenzierung und das Uberleben von

Oligodendrozyten charakterisieren.

Neurotrophin-3 (NT-3): Im Nervus opticus wurde mit Neurotrophin-3 ein
weiteres Mitogen nachgewiesen. Produziert von Astrozyten, stimuliert es die
Zellteilungsaktivitit von Oligodendrozyten-Progenitoren und verléngert in vitro
deren Uberlebenszeit. Die Wirkung tritt allerdings nur ein wenn gleichzeitig
Insulin, PDGF oder die beiden in Kombination im umgebenden Milieu vorliegen
[14;17;18]. Mc Tigue et al. [150] konnten am Riickenmark von Ratten, an denen
vorher kiinstlich eine Léision (Kontusion) gesetzt worden war, zeigen, dass NT-3
in Kombination mit brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in der Lage war,
die Proliferation der vorhandenen Oligodendrozyten so zu stimulieren, dass eine
Myelinisierung der sich regenerierenden Axone einsetzte. Die Bindungsstelle fiir
NT-3 auf den Oligodendrozyten ist der TrkC-Rezeptor; Méuse denen dieser oder

der Wachstumsfaktor selbst fehlt, weisen einen deutlichen Mangel an
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Oligodendrozyten-Progenitor-Zellen auf. Als Nebenbefund findet sich bei diesen
Tieren ein erheblich reduziertes Kaliber des Riickenmarkes, was darauf hinweist,
dass aufler den Gliazellen auch noch andere Zellpopulationen des ZNS in ihrer
Entwicklung von dem Mangel an NT-3 oder seinem Rezeptor betroffen sind

[119].

Glial growth factor (GGF): Aus der Familie der Neureguline, einer Gruppe von
Wachstumsfaktoren, entsteht durch alternatives Splicing unter anderem der GGF.
Er wird von Neuronen produziert und wirkt auf Oligodendrozyten-
Precursorzellen, indem er ihre Mitoseaktivitit steigert, die Uberlebenszeit
verlangert sowie den Differenzierungsprozess verzogert [49;50]. Vartanian et al.
[247] untersuchten M&use mit einem Mangel an den Faktoren der Neuregulin-
Familie und stellten fest, dass sich hierber 1m Riickenmark keine
Oligodendrozyten entwickeln konnten. In vitro zeigte sich, dass die Zufuhr von
rekombinantem Neuregulin zu derartigen Riickenmarks-Explantaten wieder eine

normale Entwicklung der Oligodendroglia bedingte.

Ciliary neurotrophic factor (CNTF): Im Zusammenspiel mit PDGF wirkt CNTF
als Mitogen auf die Vorlduferzellen der Oligodendrozyten und begiinstigt ihr
Uberleben. Bei Tieren mit einem Mangel an CNTF wurde eine verminderte Zahl

an diesen mitotisch aktiven Zellen festgestellt [19].

Interleukin-6 (IL-6): Auch Interleukin-6 beeinflusst offenbar die Uberlebenszeit
von Oligodendrozyten positiv; dhnliche Wirkung wird dem Leukemia Inhibitory
Factor (LIF) zugeschrieben [94].

Barres et al. [19] stellten bei ihren Untersuchungen fest, dass fiir die
Verhinderung des programmierten Zelltodes in vitro Faktoren aus drei Gruppen
erforderlich sind: 1. Insulin oder IGF-I; 2. Neurotrophine, v.a. NT-3; 3. CNTF,
Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) und IL-6. Wenn einer bzw. mehrere Faktoren
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aus nur einer Gruppe vorlagen, so bewirkte dies nur einen kurzen Aufschub des
Apoptoseprogrammes. Kombinationen aus allen drei Gruppen ermoglichten
hingegen ein langfristiges Uberleben der Oligodendrozyten-Vorliuferzellen in

Kultur.

Interleukin-2 (IL-2): Gliazellen, aber auch Neuronen werden durch IL-2 in ihrer
Entwicklung beeinflusst. Dieses Lymphokin wird von T-Lymphozyten produziert
und in Abhédngigkeit von anderen Umgebungsfaktoren bewirkt es Proliferation
und Differenzierung von Oligodendrozyten. Benveniste et al. [25] konnten eine
deutliche Steigerung der MBP-Expression nach IL-2-Stimulation verzeichnen.
Eitan et al. [72;73] fanden hingegen, dass bei niederen Wirbeltieren ein Dimer des
IL-2 eine zytotoxische Wirkung auf Oligodendrozyten ausiibte. In verletzten
Nerven wurde dadurch eine Regeneration mdglich, die sonst durch diese
Gliazellen verhindert wird. Eizenberg et al. [74] konnten den zytotoxischen Effekt
dieses Dimers, dessen Bildung durch eine Nerven-Transglutaminase katalysiert
wird, in-vitro an Ratten-Oligodendrozyten zeigen. Sie stellten dabei fest, dass die
kultivierten Zellen in einem Apoptoseprogramm, welches durch das Tumor-
Suppressor-Gen p53 vermittelt wird, untergingen. IL-2 konnte daher im
Zusammenhang mit entzlindlichen Verdanderungen oder Verletzungen des Gehirns

eine Rolle spielen [26;182].

Transforming growth factor (TGF): Die durch PDGF induzierte Proliferation
kann in vitro durch TGF-B unterdriickt werden. Asakura et al. [8] zeigten, dass
TGF-B in seinen zwei Isoformen 1 und 2 von Neuronen im ZNS von Ratten,
zusammen mit PDGF exprimiert wird. Die Blockade der PDGF-Wirkung in O-
2A-Progenitor-Zellkulturen, welche diese Neuronen enthielten, reduzierte die
Proliferation der Oligodendrozyten-Progenitoren. Positiv wirkt sich dieser Faktor
hingegen auf die Differenzierung dieser Zellen aus [149]. Besnard et al. [28]

untersuchten den Einfluss von TGF-f3 in Kombination mit bFGF. Dabei zeigte
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sich, dass niedrige Dosen des Ersteren den mitogenen Effekt von bFGF

potenzierten, wihrend hohe Dosen diesen teilweise blockierten.

Hepatocyte growth factor (HGF): Der HGF wurde urspriinglich in seiner
Funktion als potentes Mitogen fiir reife Hepatozyten identifiziert. Er iibt aber
dariiber hinaus auch Effekte auf andere Zellen aus. Yan et al. [260] untersuchten
den Einfluss dieses Wachstumsfaktors auf Oligodendrozyten-Precursorzellen aus
dem Gehirn von neonatalen Ratten. Dabei zeigte sich, dass HGF ebenso wie sein
Rezeptor auf diesen Zellen exprimiert wurde. Thre Proliferationsrate verdoppelte
sich als Reaktion auf die HGF-Stimulation und auch die Migrationsfahigkeit

wurde beeinflusst.

Sonic hedgehog (Shh): Der Sonic hedgehog Signalweg, der v.a. die Entstehung
der Oligodendrozyten-Precursorzellen aus neuroepithelialen Stammzellen
induziert (siehe 1.3.4.), beeinflusst auch die Proliferation und Differenzierung der
Ersteren. Davies et al. [60] wiesen in ihren Zellkultur-Experimenten nach, dass
die Zugabe von Shh-Protein die Zahl der sich entwickelnden Oligodendrozyten
deutlich steigert. Ursache dafiir ist einerseits eine gesteigerte Proliferationsrate,
andererseits wird das Uberleben der proliferierenden Zellen begiinstigt. Rowitch
et al. [215] zeigten dariiber hinaus, dass die Zelldifferenzierung der
Precursorzellen behindert wird, wenn der Einfluss von Shh iiber den
physiologischen zeitlichen Rahmen hinaus ausgedehnt wird. Das Verharren der
Zellen im undifferenzierten Zustand kann dann sogar die Ausbildung von

Tumoren begiinstigen.

2.3.2. Hormone

Neben den oben beschriebenen Wachstumsfaktoren beeinflussen auch Hormone

den Differenzierungs- und Proliferationsprozess der Oligodendrozyten.
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Schilddriisenhormon: Das von der Schilddrise produzierte Hormon
3,3",5-Trijodthyronin (T3) beeinflusst sowohl den Differenzierungs- als auch den
Myelinisierungsprozess. In Zellkulturen kann beobachtet werden, dass
Oligodendrozyten-Progenitoren unter Ts-Einwirkung die Proliferation beenden
und sich zu differenzieren beginnen. Almazan et al [3] konnten dies anhand einer
deutlichen Steigerung der Enzymaktivitit der CNP, sowie einer mittelgradigen
Erhéhung der Expression von MBP — beides Marker von differenzierten
Oligodendrozyten — mnachweisen. Dieses Hormon scheint ein wichtiger
regulatorischer Faktor fiir den zeitlichen Ablauf der Reifungsvorginge zu sein,
denn sein Fehlen bewirkt in Zellkulturen, in denen Wachstumsfaktoren die
Proliferation fordern, unaufhorliche Zellteilungen aber keinerlei Tendenz zu
weiterer Differenzierung [15]. Auch nach dem Abschluss der Proliferation hat T
noch wichtigen Einfluss, indem es die Ausreifung der postmitotischen
Oligodendrozyten hin zu aktiv myelinisierenden Zellen fordert und somit deren
Zahl erhoht, und gleichzeitig das Langenwachstum der Zellfortsdtze sowie deren
Verzweigung fordert [9]. Funktionsstorungen der Schilddriise haben demzufolge
deutlichen Einfluss auf die Entwicklung der weilen Substanz im ZNS. Wie zu
erwarten ist bei Vorliegen einer Hyperthyreose die Myelinisierung beschleunigt,
wihrend bei hypothyreoter Stoffwechsellage eine Verlangsamung und
Reduzierung dieses Vorganges auffillt [250].

Die Wirkung von T; wird vermittelt durch die Bindung des Hormons an seinen
Rezeptor (TR). Dieser tritt in unterschiedlichen Isoformen (o, ; und ;) auf,
deren Vorkommen in den Zellen der Oligodendrozyten-Linie in Abhédngigkeit
von deren Differenzierungsstatus wechselt. So findet man in Progenitor-Zellen
tiberwiegend die o;-Form, aber auch [,-Rezeptoren treten auf. Reife
Oligodendrozyten exprimieren die - und 3;-Variante und es kann wihrend der
Gehirnentwicklung mit Einsetzen der Myelin-Gen-Expression ein deutlicher
Anstieg der [j-Isoform registriert werden [9;15]. Der TR liegt

intrazytoplasmatisch und fungiert nach der Bindung des Liganden als
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Transkriptionsfaktor, indem er an eine regulatorisch wirkende DNA-Sequenz, das
sog. Thyroid Hormone Responsive Element (TRE) bindet und dadurch die
Genexpression reguliert. Bekannte Zielorte sind die Gene fiir MBP, PLP, MAG
und CNP [81;112].

Wachstumshormon (GH): Man sicht sowohl bei Neuronen als auch bei
Gliazellen eine Beeinflussung der Proliferation und Reifung durch
Wachstumshormon. Méause mit einem Mangel an GH weisen ein deutlich
geringeres  Gehirnvolumen mit reduziertem  Neuronenwachstum  und
Hypomyelinisierung auf; letztere ist auf eine reduzierte Proliferation der

Oligodendrozyten zuriickzufiihren [172].

Steroidhormone: Jung-Testas et al. [118] konnten zeigen, dass Oligodendrozyten
Steroidhormone (Progesteron, Pregnenolon und ihre sulfatierten Metabolite)
produzieren konnen und untersuchten deshalb an Kulturen von Oligodendrozyten
aus dem GroBhirn von neugeborenen Ratten den Effekt dieser Hormone auf das
Wachstum der Gliazellen und die Produktion von myelinspezifischen
Komponenten. Progesteron erwies sich dabei als hemmender Faktor auf die
Zellproliferation. Diese Wirkung konnte vom Progesteron-Antagonisten RU 486
aufgehoben werden, was fiir eine rezeptorvermittelte Proliferationshemmung
spricht. Die Expression von MBP in reifen Oligodendrozyten wurde durch das
Progesteron deutlich gesteigert. Dieser Effekt lief3 sich durch RU 486 jedoch nicht
blockieren und verstirkte sich durch die gleichzeitige Applikation von Insulin
sogar noch. Fine entsprechende Reaktion ergab sich nach Progesteron-Zufuhr
beziiglich der Produktion von CNP, wohingegen keinerlei Verdnderung bei der
GalC-Expression zu beobachten war. Die Zugabe von Ostradiol zum
Kulturmedium erhohte ebenfalls die Zahl der MBP+-Zellen — hier war aber nur
ein geringfligiger Synergismus zu Insulin zu vermerken. Die Steroidhormone

Dexamethason, Dehydroepiandrostenon und Pregnenolon zeigten hingegen
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keinerlei Wirkung auf die Proliferation der Oligodendrozyten-Precursorzellen

oder die Produktion von Myelin-Bestandteilen.

2.3.3. Neurotransmitter

Daten aus neueren Untersuchungen ergaben Hinweise darauf, dass
Neurotransmitter mit ihren Rezeptoren im Nervensystem auler der Fortleitung
von Erregung noch andere Aufgaben iibernehmen und moglicherweise
Zellproliferation und/oder —differenzierung innerhalb der Oligodendrozyten-

Zellinie mit beeinflussen [24].

Glutamat: Der bei Sdugetieren haufigste, erregende Neurotransmitter Glutamat
ist nach den Ergebnissen neuerer Studien an der Entwicklung der Oligodendroglia
mit beteiligt. Yuan et al. [264] iiberpriiften dies, indem sie Kulturen von
Kleinhirnschnitten in-vitro mit Glutamat-Rezeptor-Agonisten bzw. —Antagonisten
behandelten und deren Wirkung durch den Nachweis von zellspezifischen
Markern Uberpriiften. Die  Glutamat-Rezeptor-Agonisten Kainat oder
o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure  (AMPA) reduzierten
nach ihrem Einbringen in die Kultur signifikant den Anteil an NG2+ und O4+
Zellen, sowie deren Mitoseaktivitit, was durch das Ausmal} an Bromdeoxyuridin-
Aufnahme gemessen wurde. Der genau gegenteilige Effekt wurde mit Hilfe
des  Non-N-Methyl-D-Aspartat-(nonNMDA )-Glutamat-Rezeptor-Antagonisten
6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dion erzielt. Die Expression von CNP-RNA wurde
ebenfalls gemessen und es zeigte sich bei Behandlung mit den Agonisten ein
deutlicher Abfall, unter den Antagonisten hingegen eine Zunahme. Der NMDA-
Rezeptor-Antagonist 2-Amino-5-phosphopentansidure verdnderte weder die
Proliferationsaktivitdt noch den Anteil an O4+-Zellen, ebenso wie der y-Amino-
Butyrat-(GABA)-Rezeptor-Antagonist ~ Bicucullin.  In  Oligodendrozyten-

Progenitor-Kulturen wurde nachgewiesen, dass Glutamat-Rezeptor-Agonisten
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Kalium-(K")-Kanile blockierten und damit gleichzeitig Zellproliferation und
Differenzierungsfortschritt. Mittels des K'-Kanal-Blockers Tetraethylammonium
(TEA) wurde gleichfalls die Proliferation unterbunden. Zusammenfassend ergab
die Studie, dass Glutamat die Entwicklung der Oligodendroglia durch die
selektive  Aktivierung von AMPA-Rezeptoren  spezifisch  beeinflusst
(Astrozytenentwicklung wurde nicht beeintrdchtigt) und dass Zelldepolarisation
und Blockade von spannungsabhiingigen K'-Kandlen die auslosenden

Mechanismen sind [90].

Dopamin: Unreife Oligodendrozyten und Precursor-Zellen (A2B5+, Ol-)
exprimieren im Gegensatz zu den reifen Zelltypen (A2B5-, O1+) den Dopamin-
Rezeptor D3 (D3R). Der Einsatz eines Dopamin-Agonisten fithrte zu einer
reduzierten Anzahl an Ol+ Zellen bei gleichzeitiger Zunahme der Precursor-
Zellen. Durch den Dopamin-Antagonisten Haloperidol lieB sich dieser Effekt
verhindern [33]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Dopamin oder ein

anderer D3R-Ligand eine Rolle in der Oligodendrozyten-Differenzierung spielen.

Opioide: Oligodendrozyten exprimieren Opioid-Rezeptoren; p-Rezeptoren finden
sich schon auf sehr frithen Vorlduferstadien, wihrend der k-Typ erst zu einer Zeit
nachweisbar ist, wenn MBP produziert wird. Knapp et al [123] fanden bei in vitro
Untersuchungen, dass der u-Rezeptor Agonist PLO17
(H-Tyr-Pro-Phe(N-Me-)D-Pro-NH,) eine deutliche Zunahme der DNA-Synthese
in O4+ Zellen bewirkte. Dieser Effekt, der bet MBP+ Zellen nicht mehr zu sehen
war, lieB sich durch den Einsatz des Antagonisten Naloxon vollstindig
blockieren. Der k-Rezeptor scheint die Proliferation nicht zu beeinflussen -
Agonisten steigern aber offenbar die Myelin-Synthese. Die Beobachtung, dass die
sog. Jimpy-Maus, eine Mutante mit fast volligem Fehlen von Myelin und mit
verkiirzter Lebensdauer der Oligodendrozyten, praktisch keine k-Rezeptoren

aufweist, unterstiitzt diese These weiterhin.
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2.3.4. Sonstige Einflussfaktoren

Elektrische Aktivitit der Axone: Nachdem Oligodendrozyten fiir die
Mpyelinscheidenbildung um die Axone verantwortlich sind, wire es nur sinnvoll,
wenn die Nervenzellfortsdtze selbst auch an der Regulation der
Gliazellentwicklung beteiligt sind. Barres und Raff [16] konnten zeigen, dass im
sich entwickelnden Nervus opticus von Ratten die Proliferation von
Oligodendrozyten-Precursor-Zellen von der elektrischen Aktivitit in den
benachbart liegenden Axonen abhingig ist. Der Weg auf dem dies geschieht,
scheint eine Beeinflussung der Produktion und/oder Freisetzung der
Wachstumsfaktoren zu sein, die wie bereits beschrieben, die Vermehrung der
Gliazellen fordern. Auch nach Abschluss der Differenzierung ist die elektrische
Aktivitdt der Axone flir die Myelinsynthese von Bedeutung. Nach experimenteller
Durchtrennung der Nervenfasern ist im Bereich distal der Lasion der Gehalt an
Myelinprotein  mRNA  deutlich reduziert [121]. Eine Steigerung der
Myelinproduktion durch Stimulation der Aktionspotentiale konnte ebenso
demonstriert werden, wie der gegenteilige Effekt bei Blockade der

Nervenimpulse [63].

Anzahl der Axone: Burne et al. [40] fanden bei einer Untersuchung an transgenen
Mausen, die aufgrund der Expression des humanen bcl-2-Gens unter der
Kontrolle eines neuronen-spezifischen Enolase-Promotors eine erhohte Zahl an
Axonen im Nervus opticus aufwiesen, dass die Tiere auch deutlich mehr
Gliazellen (Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia) in ithrem Sehnerv
besalen. Im Hinblick auf die Oligodendrozyten beruhte diese Zunahme zum
Einen auf der verstarkten Proliferation der Vorlaufer-Zellen, zum Anderen auf der
Reduktion des normalerweise ablaufenden Apoptose-Programmes. Die Anzahl
der vorhandenen, zu myelinisierenden Axone beeinflusst also offenbar direkt die

Entwicklung der dafiir zustindigen Zellen.
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Notch-Rezeptor: Laut einer Studie von Wang et al. [252] ist iiber den Notch
Signalweg eine wirksame Inhibition der Oligodendrozyten-Differenzierung
moglich. Sie wiesen Notchl-Rezeptoren auf Oligodendrozyten und ihren
Vorldufer-Zellen im Sehnerv von Ratten wihrend der Entwicklung nach.
Gleichzeitig exprimierten retinale Ganglienzellen den Notchl-Liganden Jaggedl
entlang ihrer Axone, wobei diese Expression zeitlich parallel zur Myelinisierung
der Axone herunterreguliert wurde. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der
Zeitpunkt der Differenzierung der Oligodendrozyten und damit das Einsetzen der

Myelinproduktion durch den Notch Signalweg kontrolliert wird.

Tenascin-C: Das Extrazelluldre-Matrix-Glykoprotein  (ECM-Glykoprotein)
Tenascin-C wird in vielen Bereichen des ZNS von Wirbeltieren wihrend der
Entwicklung und bei Gewebsreparatur exprimiert. Obwohl in Zellkultur viele
Effekte dieses ECM-Molekiils bekannt sind, fanden sich in Tenascin-C-knockout-
Maiusen keine offensichtlichen ZNS-Abnormititen, was die Frage nach seiner
Bedeutung in-vivo aufwarf [93]. Garcion et al. [93] fiihrten diesbeziiglich
Untersuchungen an einem derartigen Mdusestamm durch, wobei sie insbesondere
den Einfluss auf Oligodendrozyten-Proliferation und —Migration untersuchten.
Die knockout-Miuse =zeigten in verschiedenen ZNS-Regionen reduzierte
Proliferationsaktivitit der Precursor-Zellen, ebenso wie reduzierte Apoptose von
spateren Differenzierungsstadien. Dartliber hinaus war die Reaktion auf den
mitogen wirkenden Faktor PDGF nahezu aufgehoben. Garcion et al. [93] wiesen
aullerdem nach, dass die Stimulation der Proliferation durch Tenascin-C durch
das Integrin a3 vermittelt wird, da nach der Blockade dieses Rezeptors keine
vermehrte Proliferationsaktivitit mehr zu verzeichnen war. Garwood et al. [96]
konnten ebenfalls an Tenascin-C-Null-Mausen zeigen, dass die Expression dieses
ECM-Proteins durch LIF und CNTF hochreguliert werden kann. In der

Abwesenheit von Tenascin-C fand sich aulerdem eine beschleunigte Reifung der
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Oligodendrozyten-Vorlduferzellen und damit verbunden ein fritherer Verlust der

Reaktivitit auf die Signale von PDGF.

Zell-intrinsische ,, Uhr“: Wie viele andere Precursor-Zellen, durchlaufen auch die
Oligodendrozyten-Vorlaufer eine definierte Anzahl von Zellteilungen, héren dann
auf sich zu teilen und differenzieren sich zu reifen Zellen. Die Frage nach den
Mechanismen, die diesen Proliferationsprozess limitieren und das Ende der
Mitoseaktivitdt bedingen, war Gegenstand neuerer Untersuchungen [15]. Gao et
al. [92] fanden bei ihren Studien an Oligodendrozyten aus Sehnerven von Ratten
heraus, dass ein intrinsischer ,,Uhr*-Mechanismus diese Abliufe reguliert. Er
besteht aus einem ,Zihler* und einem Effektor-Mechanismus, der die
Zellteilungen unterbindet, sobald der definierte Zeitpunkt erreicht ist. Durch den
Vergleich der Zellteilungsaktivitit bei unterschiedlichen Temperaturen (33°C und
37°C) konnten sie zeigen, dass offenbar nicht die Anzahl der Teilungen, sondern
die dabei verstrichene Zeit der Ausschlag gebende Faktor ist, da die Zellen, die
sich bei der niedrigeren Temperatur langsamer und seltener teilten, friiher, d.h.
nach weniger Zellteilungen, begannen sich zu differenzieren. Bei der Suche nach
den Mechanismen untersuchten verschiedene Studien [68;92] die
Kontrollsysteme des Zellzyklus. Durand et al. [68] fanden dabei, dass Cyclin D1
und Cdc-2-Kinase, zwei Komponenten dieser Systeme, in proliferierenden
Oligodendrozyten nachweisbar waren, nicht aber in ausgereiften. Auflerdem
konnten sie nachweisen, dass der Spiegel des Inhibitors p27 fiir die Cyclin-
abhingige Kinase (CdK) wihrend der Zellteilungen der Vorlduferzellen deutlich
anstieg und in den reifen Zellen in hohem MaBle vorhanden war. Diese
Erkenntnisse weisen darauf hin, dass p27 ein wichtiger Faktor sowohl des
Zahlmechanismus als auch des Effektors ist, der den Zellzyklus zum richtigen
Zeitpunkt anhélt. Auch Schilddriisenhormon scheint iiber seinen 3;-Rezeptor am

,»T1ming* des Differenzierungsprozesses entscheidend beteiligt zu sein [15;91].
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3. Migration

Wie in Kapitel 1, Ursprung und Entwicklung, ausfiihrlich dargestellt, entstehen
die  Oligodendrozyten-Precursorzellen an  wenigen, lokal begrenzten
Ursprungsorten. Im adulten ZNS sind sie jedoch iiber die gesamte weille und auch
graue Substanz von Riickenmark und Gehirn verteilt zu finden. Um zu ihren
Zielorten zu gelangen, miissen die Zellen teilweise betrachtliche Distanzen
tiberwinden. Die dazu notwendige Migration findet statt bevor die Zellen die
letzten Differenzierungsschritte durchlaufen. Differenzierte Oligodendrozyten
sind nicht mehr migratorisch aktiv (siche auch 2.1.). Die Oligodendrozyten des
Nervus opticus beispielsweise entstehen in einer germinalen Zone nahe des
Chiasma opticum, d.h. auBlerhalb des Nerven und besiedeln diesen erst postnatal
[225]. Im Riickenmark liegen die Ursprungsorte in den ventralen Ventrikular- und
Subventrikularzonen. Die migratorischen Oligodendrozyten-Precursoren wandern
von dort aus in ventro-dorsaler und zentral-peripherer Richtung um die
entstehende weile Substanz zu besiedeln [175]. Und auch in den weiter rostral
gelegenen  Gehirnregionen ist ein ganz dhnliches Entstehungs- und

Verteilungsmuster zu beobachten [133;265].

3.1. Migrationswege im Gehirn

Timsit et al. [238] untersuchten in ihrer bereits zitierten Studie am Gehirn von
Maiuseembryonen (siche 1.5.) nicht nur das erstmalige Auftreten der
Oligodendrozyten-Precursoren, sondern beobachteten auch deren nachfolgende
Verteilung (sieche nachfolgende Abbildung 10). Die ersten auftretenden Zellen,
charakterisiert anhand ihrer DM-20-Expression, waren am Tag E 9,5 im Bereich
der lateralen Grundplatte des Diencephalons zu sehen. Von ihrem Ursprungsort in
der ventrikuldren Zone wanderten diese in Richtung der sich entwickelnden
Mantelzone. Anhand von Sagittalschnitten am Tag E 12,5 liel sich eine

Ausbreitung entlang von zwei Achsen zeigen. Zum einen erstreckte sich eine
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diinne Linie von radial ausgerichteten, DM-20 positiven Zellen zwischen
anteriorem und posteriorem Thalamus nach dorsal. Die zweite Achse war nach
rostral gerichtet, entlang der Basalplatte des Hypothalamus. Zwei Tage spiter
waren nahezu alle DM-20 positiven Zellen aus der ventralen Germinalzone
verschwunden, dafiir erschienen zunehmend solche Zellen in der Mantelzone, wo
sie sich wiederum drei Tage spiter in der &ulleren Schicht sowie in der
Nachbarschaft von groBBen Nervenfaserstringen nachweisen lieen. Am Tag P 1
fanden sich auch Oligodendrozyten-Precursoren im Bereich des dritten Ventrikels
[238].

Das Telencephalon wird von dem Ursprungsort im Bereich der medialen und
lateralen Ganglieneminenz sowie der vorderen Entopeduncularregion (ab E 12,5
Oligodendrozyten-Precursoren nachweisbar) aus mit Oligodendrozyten besiedelt
[174;228]. Am Tag P1 waren DM-20 positive Zellen in der supralentikuldren
Capsula interna sowie in der subcorticalen weillen Substanz zu sehen. Diese
Zellen waren zum Einen dorsomedial in Richtung Corpus callosum orientiert,
zum anderen ventrolateral, in den Cortex piriformis hinein [238]. Die
Oligodendrozyten des Nervus opticus entstammen einem Fokus nahe der
ventralen Mittellinie des dritten Ventrikels, oberhalb des Chiasma opticum. Von
hier aus wandern sie in den Nerven ein und besiedeln ihn auf seiner gesamten
Léange [178;225].

Im Rhombencephalon waren die ersten Oligodendrozyten-Vorlduferzellen am
Tag E 12,5 nachzuweisen. Sie bildeten zwei Zellsdulen in der Ventrikularzone
beidseits des Zentralkanals. Im Zeitraum vom Tag E 14,5 bis P 1 wanderten diese
Zellen in dorsaler Richtung aus der ventrikuldren Zone aus und besiedelten die
weille und graue Substanz. Am Tag P 1 war nahezu der gesamte Hirnstamm
durch Oligodendrozyten-Precursoren infiltriert. Sie waren dabei in besonders
hohem Mafe im ventralen Bereich der Pons, in absteigenden Nervenbahnen wie
dem Nervus trigeminus, sowie in der weilen Substanz des Cerebellums zu finden

[238].
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3.2. Migrationswege im Riickenmark

Auch die Migrationswege im Bereich des Riickenmarks wurden von Timsit et al.
[238] aufgezeigt (siche nachfolgende Abbildung 10). Sie fanden hierbei ein ganz
dhnliches Verteilungsmuster wie im Rhombencephalon (s.0.). Die ersten
Vorlduferzellen, die hier am Tag E 14,5 in zwei Reihen ventrobasal mit Kontakt
zum Lumen des Zentralkanals aufgetreten waren, wanderten in dorsale Richtung
in die graue und weille Substanz ein. Auch hier fand sich am Tag P 1 eine nahezu
vollstindige Besiedlung, wobei im Bereich der ventralen Marginalschicht eine

besonders intensive DM-20-Expression auftiel.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Auftretens und der nachfolgenden

Migration von DM-20-positiven Oligodendrozyten-Precursorzellen. (SC —
Riickenmark, Rh — Rhombencephalon, M — Metencephalon, PT — Priatectum, DT
— dorsaler Thalamus, VT - ventraler Thalamus, ZL - Zona Ilimitans

intrathalamica, EP - Entopeduncularregion) Nach Timsit et al., 1995 [238].
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Ono et al. [175] untersuchten am Riickenmark von Hithnerembryonen die
Migration von Oligodendrozyten-Precursoren. Sie verwendeten den mAk O4, der
bei Vogeln bereits ab dem Tag E 6 fiir den Nachweis von friihen
Oligodendroglia-Zellen geeignet ist. Von E 7- und E 8-Embryonen wurden dazu
Sagittalschnitte des Riickenmarks angefertigt. Im Paramedianschnitt waren dabei
O4-positive Zellen ausschliellich in einem schmalen Band in der ventralen
Region sichtbar. Weiter lateral, d.h. in der sich entwickelnden grauen Substanz,
war dieses Band deutlich breiter und die Zellen zeigten sich iiberwiegend
ventrodorsal ausgerichtet, im ventralen Bereich allerdings auch rostrokaudal. Die
ventrodorsal orientierten Zellen waren langgestreckt und wiesen einen kolbig
endenden Fortsatz auf. Am Tag E 8 war der Anteil dieser Zellen in der dorsalen
Riickenmarkshilfte im Vergleich zum Vortag deutlich hoher. Morphologisch
identische Zellen fanden sich auch in der Peripherie des Riickenmarks, der
spiateren weilen Substanz. Hier war die Zellorientierung aber iiberwiegend
rostrokaudal, entsprechend der Richtung der dort verlaufenden Axone.

Auch Pringle et al. [197] fanden bei ihren Untersuchungen Hinweise auf
rostrokaudale Migration von Oligodendrozyten-Precursoren. Sie untersuchten
Maiuseembryonen mit einer Mutation, welche die diskontinuierliche Ausbildung
der Chorda dorsalis in kaudalen Regionen zur Folge hat. In den Regionen ohne
Chorda waren am Tag E 13, im Gegensatz zu weiter kranial gelegenen
Abschnitten mit normaler Embryonalentwicklung, keine PDGFR-a positiven
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen zu finden. Bei Kontrolluntersuchungen sechs
Tage spater waren aber auch in den verdnderten Riickenmarksabschnitten diese
Zellen zu finden, allerdings nie in der ventrikuldren Zone. Dies weist darauf hin,
dass sie nicht in diesem Riickenmarkssegment entstanden, sondern aus

benachbarten Abschnitten eingewandert waren.
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3.3. Einflussfaktoren

Die Faktoren, welche die Migration der Oligodendrozyten-Precursorzellen
beeinflussen waren in jlingerer Zeit Gegenstand von vielen Studien. Diese
konzentrierten sich auf den Bereich des Riickenmarkes und des Nervus opticus.
Die richtungsweisenden Einfliisse im Bereich des Gehirns hingegen sind noch
weitgehend unklar. Die bislang identifizierten Einflussfaktoren sind zum einen
Komponenten der extrazelluliren Matrix (ECM), zum anderen sind sie
sekretorischer Art. Zu unterscheiden sind des weiteren die Reichweiten des
Einflusses (kurze oder lange Distanz), sowie die Richtung der Wirkung

(anziehend oder abstoBend) [113].

Einfliisse, die iiber kurze Distanz wirken: Die iiber kurze Distanzen wirksamen
Einflussfaktoren sind entweder an eine Oberfliche gebunden oder verbleiben in

unmittelbarer Nachbarschaft ihres Ursprungsortes.

-Extrazellulire Matrix (ECM): Zu dieser Gruppe gehoren die Komponenten der
ECM. Substratgebundenes Laminin, Vitronectin oder Fibronectin begiinstigten
die Migration von Oligodendrozyten-Precursoren, wahrend Kollagen und
Tenascin-C (TN-C) diese behinderten [87;157]. In geloster Form hatten jedoch
weder Laminin noch Fibronectin eine sichtbare Wirkung [7].

Der Einfluss von TN-C, einem ECM-Glykoprotein, auf migratorische
Oligodendrozyten-Precursorzellen wurde von Garcion et al. [93] am Sehnerv von
TN-C-knock-out-Méusen ndher untersucht. Sie konnten dabei zeigen, dass bei
den Mutanten eine deutlich friihere und schnellere Besiedlung des Nerven mit
einer hoheren Anzahl an PDGFR-a-positiven Zellen erfolgt als in den
Kontrolltieren. Dieser Unterschied war ab Tag P 5 jedoch nicht mehr erkennbar.
Die Zufuhr von TN-C reduzierte die Migration nicht auf das Mal3 der Wildtyp-
Mause. Dies weist darauf hin, dass direkte und indirekte Auswirkungen des TN-

C-Mangels existieren. Das Glykoprotein interagiert beim Aufbau der ECM mit
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anderen ECM-Molekiilen. Das Fehlen des TN-C bedingt eine Verdnderung der
dreidimensionalen Ausbildung der ECM und beeinflusst so auch die Interaktionen
mit den darin befindlichen Zellen. Die Inhibition der Oligodendrozyten-Migration
durch TN-C wurde in fritheren Studien [22] als mdgliche Ursache fiir die fehlende
Mpyelinisierung in zwei ZNS-Bereichen, der Retina und der cerebellaren
Molekularschicht, vermutet. Da jedoch auch bei den TN-C-Null-Méausen keine
Oligodendrozyten in diesen Zonen zu finden waren, war diese These nicht zu

bestétigen [93].

-Integrine: Die a,B1-Integrine, die auf Oligodendrozyten-Precursoren exprimiert
werden, scheinen ebenfalls Einfluss auf deren Migration zu nehmen. Sie binden
Fibronectin und Vitronectin und bei Blockade ihrer Funktion wurde auch die
Wanderung der Oligodendrozyten-Vorlduferzellen behindert [158]. AuBerdem
zeigte sich, dass der Verlust der Migrationsfahigkeit im Lauf der Differenzierung
zeitgleich mit der Herunterregulierung der Expression der o,1-Integrine erfolgt

[158].

-PSA-NCAM: Das polysialylierte neuronale Zelladhidsionsmolekiil findet sich auf
der Oberfliche der hochmotilen O-2A-Progenitorzellen [225]. Im weiteren
Verlauf der Differenzierung verlieren die Zellen dieses Oberflichenmolekiil bei
gleichzeitiger Reduzierung ihrer Migrationsfahigkeit. Wang et al. [251]
behandelten O-2A-Progenitorzellen mit einer Endoneuraminidase, welche die
PSA von der Zelloberfliche entfernte. Daraus resultierte eine vollstindige
Blockade der Zellwanderung. Die Bindung der PSA verdndert die Interaktionen
zwischen den NCAM-Molekiilen und den umgebenden Strukturen und fiihrt so zu
einer verminderten Zelladhdsion. Dies ist moglicherweise die Ursache fiir die

Begiinstigung der Migration durch PSA-NCAM [216].

-Oberflichenstruktur: Die Wirkung von Oberflichenstrukturen auf migratorische
Oligodendrozyten untersuchten Webb et al. [254] in ihrer Studie. Sie
beobachteten das Verhalten von O-2A-Oligodendrozyten-Progenitorzellen auf
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einer strukturierten Oberfliche im Gegensatz zu einer glatten. Dabei fanden sie,
dass die Zellen bei Kultivierung auf gefurchten Fliachen ihre Fortsitze
entsprechend der vorgegebenen Matrix ausrichteten. Im Gegensatz dazu wiesen
die Zellen auf den glatten Oberflidchen eine radiale Ausrichtung ihrer Fortsétze

auf.

Einfliisse, die iiber liingere Distanzen wirken: Uber lingere Distanzen wirkende
Einflussfaktoren sind Wachstumsfaktoren, Netrine, Semaphorine sowie

bestimmte Chemokine.

-Wachstumsfaktoren: Die beiden Hauptmitogene in der Oligodendrozyten-
Entwicklung, PDGF und bFGF, haben offenbar auch bei der Migration
Funktionen zu iibernehmen. In mehreren Studien [7;158;224] zeigte sich ein
positiver Effekt dieser beiden Wachstumsfaktoren auf die Wanderung von
Oligodendrozyten-Precursorzellen. Bei der gleichzeitigen Zufuhr beider Faktoren
lieB sich aber keine additive Wirkung nachweisen. Wéhrend des Zeitraumes, in
dem Oligodendrozyten-Migration zu beobachten ist, wird PDGF sowohl von
Astrozyten im Nervus opticus [165] als auch von Neuronen im sich
entwickelnden Gehirn und Riickenmark [262] exprimiert. In PDGF-knock-out-
Mausen ist die Anzahl von Oligodendrozyten und ihren Vorlduferzellen deutlich
reduziert [88]. Diesbeziiglich lassen sich jedoch die mitogenen Effekte nicht von
den Einfliissen auf die Migration trennen [44].

Auch fiir den Hepatocyte growth factor (HGF) lieB sich eine migrationsférdernde
Wirkung aufzeigen. Nach der Zufuhr von HGF zeigte sich eine deutliche

Steigerung der Motilitit von Oligodendrozyten-Precursorzellen [260].

-Netrine: Netrine sind eine Familie von sekretorischen Proteinen, welche die
Migration von Neuronen und die Entwicklung ihrer Axone beeinflussen. Sie
wirken beim gerichteten Wachstum der Neuriten auf bestimmte Axontypen

anziehend, auf andere hingegen abstoBBend [143]. Netrin-1 wird im Riickenmark
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von Bodenplattenzellen, d.h. in unmittelbarer Nachbarschaft zu den
Ursprungsorten der Oligodendroglia sezerniert [114]. Und auch im Gehirn ist
seine Expression in der Nihe solcher Herde, sowie im Chiasma opticum und dem
Nervus opticus zu finden. Diese Lokalisationen lieBen eine Funktion bei der
Migration der Oligodendrozyten-Precursoren vermuten. Auflerdem konnten auf
der Oberfliche dieser Zellen im Riickenmark und im Sehnerven die Netrin-
Rezeptoren DCC und Unc5H1 nachgewiesen werden [114;227;243]. In
Zellkulturen bzw. Migrations-Assays zeigte sich, dass migratorische
Oligodendrozyten-Precursoren von Netrin-1-Quellen wegwanderten und dass die
Blockade der Netrin-Rezeptoren diese Wirkung aufheben konnte [114;233;243].
Jarjour et al. [114] zeigten anhand von Miusen mit einem Mangel an Netrin-1
bzw. seinem Rezeptor DCC, dass die Migration von ventralen in dorsale Bereiche
des Riickenmarks beeintrachtigt wurde und wiesen somit deren Notwendigkeit fiir
diesen Prozess nach. Tsai et al. [243], die ebenfalls die ventrodorsale Migration
als Antwort auf die repulsive Wirkung von Netrin-1 im kaudalen Neuralrohr
beobachtet hatten, fanden hier zusétzlich ventral wandernde Oligodendrozyten-
Precursoren. Sie prisentierten dafiir zwei mogliche Erkldrungen: zum Einen die
unterschiedliche Reaktion von zwei verschiedenen Oligodendrozyten-Zelllinien
auf den gleichen Einflussfaktor, zum Anderen die Einwirkung von lokalen
Signalen, die es einer kleinen Zellgruppe erlaubt, dem Einfluss von Netrin-1 zu
entgehen. Im Bereich des Sehnerven erscheint es naheliegend, dass Netrin-1
durch seine abstoBende Wirkung auf Oligodendrozyten-Precursoren die
Wanderung dieser Zellen vom Chiasma in Richtung Retina bewirkt. Das
Vorkommen des Proteins in der Retina verhindert dann wiederum das
Einwandern in diese Schicht [113]. Spassky et al. [227] fanden im Gegensatz zu
den anderen Studien eine geringe Anziehung zwischen Oligodendrozyten-
Precursorzellen und Netrin-1 in vitro. Sie beobachteten diese Wirkung fiir die
Interaktion zwischen dem Protein und seinem DCC-Rezeptor, bei der Bindung

von Netrin-1 an Unc5H1 wurde jedoch ebenfalls ein repulsiver Effekt registriert.
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Dieses, von den anderen abweichende Resultat ist moglicherweise auf
Unterschiede im Alter der verwendeten Gewebe bzw. in der Durchfiihrung der
Experimente zuriickzufiihren. FEine zweite mogliche Erklarung ist die
Verwendung von unterschiedlichen Oligodendrozyten-Zelllinien, deren Existenz

von Spassky et al. [229] bereits friiher propagiert wurde.

-Semaphorine: Semaphorine sind eine groBBe Familie von Proteinen, die sowohl
in sezernierter Form, als auch als Transmembranproteine vorkommen.
Gemeinsam i1st allen Vertretern die aminoterminale ,,Sema‘“-Domaéne. Klasse 3-
Semaphorine werden sezerniert und fungieren, dhnlich wie die Netrine als
abstoBend bzw. anziehend wirkende Faktoren auf Neuriten und frithe
Oligodendroglia-Zellen. Thre Bindungspartner sind Rezeptorenkomplexe, die sich
aus Neuropilinen und Plexinen zusammensetzen [206]. Semaphorin-3A
(Sema3A) wird ebenso wie Netrin-1 zur Zeit der Oligodendrozyten-Migration im
Chiasma opticum, in der Umgebung des Nervus opticus und im ventralen Bereich
des Riickenmarks exprimiert [152;233]. Die Expression der Rezeptor-Molekiile
Neuropilin-1 und -2 wurde im sich entwickelnden Nervus opticus auf
migratorischen Oligodendrozyten-Precursorzellen nachgewiesen. Auch in der
Zellkultur waren sie nachweisbar und wurden im Laufe der fortschreitenden
Differenzierung deutlich herunterreguliert [227;233]. Der Einfluss der Klasse-3-
Semaphorine wurde in drei Studien untersucht — mit Unterschieden in den
Resultaten. Spassky et al. [227] sfanden eine abstoBende Wirkung von Sema3A
auf migratorische Oligodendrozyten-Precursoren in Explantaten aus dem Sehnerv
von Méauseembryonen. Diesen Effekt konnten Sugimoto et al. [233] an dhnlichem
Gewebsmaterial aus Rattenembryonen nicht beobachten. Cohen et al. [56] zeigten
anhand von Zellkulturexperimenten, dass Oligodendrozyten-Precursorzellen aus
dem Gehirn von neugeborenen Ratten von Sema3A, 3B, 3C und 3F abgestof3en
wurden. Demgegeniiber steht das Resultat von Spassky et al. [227], die fiir
Sema3F in der Retina eine anziehende Wirkung auf Oligodendrogliazellen im

Sehnerven von Madusen registrierten. Auch hier sind wohl unterschiedliche
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Entnahmezeitpunkt der Gewebe, speziesspezifische Unterschiede sowie
voneinander abweichende Untersuchungsbedingungen als wahrscheinlichste

Ursache der Diskrepanzen zu sehen.

- Chemokin CXCL 1: Tsai et al. [242] konnten in einer Studie zeigen, dass das
Chemokin CXCL 1, welches von Astrozyten in der sich entwickelnden weillen
Substanz produziert wird, die Migration von Oligodendrozyten-Precursorzellen
stoppt. Nach der Zugabe von exogenem CXCL 1 zu Kulturen von
Riickenmarksexplantaten wurde die Motilitédt dieser Zellen behindert und auch die
diesbeziigliche Reaktion auf PDGF wurde unterdriickt. Die Wirkung des
Chemokins wird iiber die Bindung an seinen Rezeptor CXCR 2 vermittelt, der auf
Oligodendrozyten nachgewiesen werden konnte. Bei Maiusen, denen dieser
Rezeptor fehlte, zeigte sich eine abnorme Verteilung von Oligodendrozyten.
Diese fanden sich im Riickenmark konzentriert in den duflersten Schichten direkt
unter der Pia mater - ein Hinweis darauf, dass CXCL 1 im Zusammenspiel mit
seinem Rezeptor flir das rechtzeitige Anhalten von migratorischen
Oligodendrozyten-Precursorzellen zustindig ist und so die physiologische

Verteilung mit bedingt.
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I11. Glossar

Antikorper

fibroblast
Wachstumsfaktor

basischer growth  factor; auch FGF 2;

basisches Helix-Loop-Helix-Protein

Bone morphogenic proteins; Induktionsfaktoren, u.a. bei der

dorsoventralen Segmentierung des Neuralrohres beteiligt

Carboanhydrase II; in allen Differenzierungsstadien der

Oligodendroglia nachweisbar

cAMP-response element binding protein; Transkriptions-

Coaktivator

UDP-Galaktose: Ceramid-Galaktosyl-Transferase;
Myelinenzym

Entwicklungskontrollgen

Marker fiir

zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase;

Oligodendroglia
Ciliary neurotrophic factor; Wachstumsfaktor

Connexine 32 und 45; Gap-Junction-Proteine  auf

Oligodendrozyten
Chemokin, beeinflusst Zellmigration

Rezeptor fiir CXCL 1



Dbx 1 und 2

DM-20

DNA

Dsl-1

ECM

En 1

Evx 1/2

FP

GalC

GD 3

GGF

GH

GT3

Hes

HGF

IGF-I
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Klasse-I Homoo-Domaénen-Transkriptionsfaktoren in den

neuroepithelialen Doménen des Neuralrohres

Splicing-Variante des Proteolipidproteins; Marker fiir

Oligodendrozyten-Precursoren
Desoxyribonukleinsdure

Dorsalin-1; Mitglied der TGF-B-Genfamilie; spezifisch fiir

dorsale Segmente des Neuralrohres
Extrazelluldre Matrix

Entwicklungskontrollgen
Entwicklungskontrollgene

Floor plate, Bodenplatte

Galaktocerebrosid; wichtiges Myelin-Glykolipid
Gangliosid GD3; frither Oligodendroglia-Marker

Glial growth factor; Wachstumsfaktor aus der Gruppe der

Neureguline

Growth hormone; Wachstumshormon, beeinflusst Proliferation

und Reifung von Gliazellen

Gangliosid GT3; Reaktionspartner fiir mAk A2B5
Hairy/enhancer of split; Repressor fiir bHLH-Proteine
Hepatocyte growth factor; Wachstumsfaktor

Insulin-like growth factor I; Wachstumsfaktor



IGFBP

IL-2und 6

Irx 3

Isl 1

JAK/STAT

LB1

LIF

MAG

mAk A2B5

mAk O1 und 4

mAk R

MBP

MOBP

MOG

MOSP
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IGF-bindende Proteine; blockieren IGF-Wirkung, negative

Wirkung auf Oligodendrozyten-Differenzierung
Interleukin 2 und 6, Wachstumsfaktoren
Klasse-1 den

Homdo-Doménen Transkriptionsfaktor in

neuroepithelialen Doméanen des Neuralrohres
Entwicklungskontrollgen

Janus kinase/signal transducers and activators of transcription;

Transkriptions-Signalweg
Antikorper zum GD3-Nachweis
Leukemia inhibitory factor; Wachstumsfaktor

Myelin-assoziiertes Glykoprotein; Myelinprotein

monoklonaler  Antikdrper A2B5; Marker fiir unreife
Oligodendrozytenformen
monoklonale Antikorper Ol und 0O4; Ak, die an

Oberflichenmolekiile auf Oligodendrozyten-Precursoren binden

monoklonaler Antikérper R; bindet an Oberflachenmolekiile auf

Oligodendrozyten-Precursoren
basisches Myelinprotein; eines der Hauptmyelinproteine

basisches Myelin-assoziiertes Oligodendrozytenprotein; kleines

basisches Myelinprotein
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; Myelinprotein

Myelin/Oligodendrozytenspezifisches Protein; Myelinprotein



mRNA
NCAM

Nestin

NG2
Ngn
NI 35/250

Nkx

NT-3

0-2A

Olig 1/2

OLP
OMgp

OSP

P2
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Messenger-Ribonukleinsidure
neuronales Zelladhasionsmolekul

Intermedidr-Filament-Protein; Marker fiir Oligodendrozyten-

Precursoren

Proteoglykan NG2; Marker fiir Oligodendrozyten-Progenitoren
Neurogenin

Proteine auf differenzierten Oligodendrozyten

Klasse-Il' Homdo-Doménen Transkriptionsfaktoren in den

neuroepithelialen Doménen des Neuralrohres
Neurotrophin-3; Wachstumsfaktor

bipotente Progenitorzelle, kann sich zu Oligodendrozyten oder

Typ-2-Astrozyten entwickeln; nur in-vitro vorkommend

bHLH-Proteine; wichtige Aufgaben bei Regulation der
Oligodendrozyten-Entstehung; fritheste Marker der Zelllinie

Oligodendrozyten-Precursorzelle
Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein; Myelinprotein

Oligodendrozyten-spezifisches Protein; drittgrofte
Myelinprotein-Fraktion

neuroepitheliale Doménen im ventralen Neuralrohr, die

bestimmte Arten von Neuronen hervorbringen

kleines basisches Myelinprotein



Pax 3, 6 und 7

PDGF

PDGFR-a

PLP

POA

Pre-GD3

PSA-NCAM

R24
RIP-Antigen
RNA
RT-PCR

SCIP

SDS-PAGE

Sema
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Klasse-I Homoo-Doménen-Transkriptionsfaktoren; in den

neuroepithelialen Doménen des Neuralrohres
post conceptionem

Platelet derived growth factor; wichtiger Wachstumsfaktor fiir
die Oligodendrozyten-Entwicklung

o-Rezeptor fiir den platelet derived growth factor; wichtiger

Marker fiir frithe Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
Proteolipidprotein; wichtigstes Myelinprotein
Motoneuron-Progenitor-Doméne im ventralen Neuralrohr

Pro-Oligodendroblast-Antigen;  sulfatiertes Zelloberfldchen-
Antigen; reagiert mit mAk O4

frithestes Differenzierungsstadium der Oligodendroglia

polysialylierte Form des neuronalen Zelladhédsionsmolekiils; im

Embryonalstadium vorkommend

Antikorper zum GD3-Nachweis

Antigen auf unreifen und reifen Oligodendrozyten
Ribonukleinsédure

Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

Transkriptionsfaktor; auf  Oligodendrozyten-Precursoren

nachweisbar
Natrium-Dodecyl-Phosphat Polyacrylamidgelelektrophorese

Semaphorine; Einflussfaktoren auf Migration



Smad

Shh

Sim 1
Sul
SVZ

T;

TGF-B
TN-C
Vim
VZ

ZNS
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Sma-Mad-homolog Transkriptionsfaktor

Sonic hedgehog; Genort fiir den wichtigsten Induktionsfaktor

der dorsoventralen Segmentierung des Neuralrohres
Entwicklungskontrollgen

Sulfatide; sulfatierte Myelinglykolipide
Subventrikularzone; germinale Zone im embryonalen ZNS

Trijodthyronin; Schilddriisenhormon, beeinflusst

Differenzierung von Oligodendrozyten sowie Myelinisierung
Transforming growth factor 3; Wachstumsfaktor
Tenascin-C; Glykoprotein in der extrazellularen Matrix
Vimentin, Intermedidrfilamentprotein

Ventrikularzone; germinale Zone im embryonalen ZNS

zentrales Nervensystem
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IV. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Literatur aus vielen aktuellen
Forschungsarbeiten zur Entwicklung der Oligodendrozyten und der dabei
einwirkenden Faktoren wéhrend der embryonalen und frithen postnatalen Phase
gesammelt und kritisch ausgewertet. Die Neuronen und Gliazellen des ZNS
entstethen im sich entwickelnden Neuralrohr aus multi- bzw. pluripotenten
neuroepithelialen Stammzellen. Dabei ist die Genese dieser unterschiedlichen
Zellarten einer strengen zeitlichen Regulation unterworfen: zunéchst bildet sich
die Radialglia aus, die als Leitschiene flir die Neuronenmigration fungiert.
Nachfolgend entwickeln sich Neuronen, Astrozyten und zuletzt die
Oligodendrozyten. Die Ursprungsorte dieser myelinbildenden Zellen sind die
ventrikuldren bzw. subventrikuldren Zonen im ventralen Neuroepithel. Die
Hochregulation von Sonic hedgehog, einem Signalprotein, welches von der
mesodermalen Chorda dorsalis bzw. der Prichordalplatte exprimiert wird, spielt
dabei eine entscheidende Rolle. Es bedingt sowohl die dorsoventrale
Segmentierung des Neuralrohres als auch die Entstehung der ersten
Oligodendrozyten-Precursorzellen in Interaktion mit einer Vielzahl anderer
Einflussfaktoren. Von ihren Ursprungsorten aus besiedeln die Zellen die gesamte
weille und, in geringerem Malfle, auch die graue Substanz des ZNS. Dabei miissen
teilweise betrdchtliche Distanzen iiberwunden werden. Auch hier ist wiederum
das ungestorte Zusammenspiel vieler Faktoren, z.B. Molekiile der extrazelluldren
Matrix, Zelladhasionsmolekiile und sekretorische Proteine, erforderlich, um eine
physiologische  Verteilung der  Oligodendrozyten-Vorliuferzellen  zu
gewdhrleisten. Zeitgleich entwickeln sich die Precursorzellen iiber eine Reihe von
Differenzierungsstadien weiter bis hin zum reifen, myelinproduzierenden
Oligodendrozyten. Uber den Nachweis stadienspezifischer Markermolekiile

lassen sich die verschiedenen Phasen unterscheiden. Die Differenzierungs- und
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Proliferationsvorgdnge  unterliegen  ebenfalls der  Kontrolle  vieler
Regulationsmechanismen.

Untersuchungen aus jlingerer Zeit zeigten u.a. die Fihigkeit von bereits
determinierten Oligodendrozyten-Precursorzellen auf, sich unter bestimmten
Bedingungen zu Stammzellen zuriick zu entwickeln. Aullerdem fanden sich in
jingsten Studien vermehrt Hinweise auf eine wesentlich engere Verflechtung von

Gliazellen und Neuronen als bislang angenommen.
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Summary

ORIGIN, DEVELOPMENT AND DIFFERENTIATION OF
OLIGODENDROCYTES

This thesis reviews recent literature on development of oligodendrocytes during
embryogenesis and early postnatal life, and the influencing factors. In the
developing neural tube neurons and glial cells originate from multi- or pluripotent
neuroepithelial stem cells. The development of the different cells is strictly
temporally regulated. The first cells to appear are radial glia, followed by neurons,
astrocytes and finally oligodendrocytes. The sites of origin of these myelin
forming cells are the ventricular and subventricular zones within the ventral
neuroepithelial regions. Sonic hedgehog, a signalling protein expressed by the
notochord and the prechordal plate plays a crucial role in this process. Together
with many other factors, it influences the dorsoventral patterning and the
emergence of the first oligodendrocyte precursor cells. These cells migrate away
from their sites of origin and populate the developing white and grey matter of the
CNS. This process again is influenced by many cues, e.g. the extracellular matrix,
cell adhesion molecules and secreted proteins. At the same time the
oligodendrocyte precursor cells begin to proliferate and go through several stages
of differentiation under the control of numerous regulatory mechanisms. These
distinct phenotypic stages of differentiation are correlated to the expression of a
number of specific biochemical marker molecules within the oligodendrocytes
and on their surfaces.

Recent research revealed the ability of differentiated oligodendrocyte precursor
cells to switch back to the stem cell stage. In addition there is evidence from most

recent studies for a very close entwinement of glial cells and neurons.
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