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1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose
1.1.1 Epidemiologie

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch entziindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Die Anzahl der MS-Patienten in
Deutschland belauft sich auf ca. 122.000, was einer Pravalenzrate von 149,1 auf
100.000 Einwohner entspricht (Hein und Hopfenmdiller 2000).

Die MS stellt die haufigste Ursache fiir eine dauerhafte Behinderung im jungen
Erwachsenenalter dar. Der Gipfel des Erstmanifestationsalters liegt zwischen
dem 20. und 40. Lebensjahr. Es hat sich ebenfalls gezeigt, dass Frauen mit
einem Verhaltnis von ca. 2,5 : 1 haufiger von der Erkrankung MS betroffen sind
als Manner (Flachenecker et al. 2008).

Auch bei der globalen Verteilung der Erkrankungshaufigkeit gibt es deutliche
Unterschiede:

Wahrend die MS am haufigsten bei der weiRen Bevolkerung Nordeuropas und
Nordamerikas auftritt, so erkranken z. B. die schwarze Bevdlkerung Afrikas
oder die Menschen in Japan oder China nur selten (Acheson 1977). Gleichzeitig
fallt auf, dass die Erkrankung MS besonders haufig in Regionen auftritt, in
denen Menschen mit skandinavischer Abstammung leben und dass unabhangig
davon auch innerhalb eines Landes bzw. einer Region die MS-Pravalenz bei den
Einwohnern mit unterschiedlicher ethnischer Abstammung stark variieren kann
(Poser 1994). Dieses gehaufte Auftreten von MS innerhalb bestimmter
geographischer Gebiete wird auch als Cluster bezeichnet (Hogancamp et al.
1997).



1. Einleitung

1.1.2 Atiologie

Die MS ist eine Autoimmunerkrankung (Lutton et al. 2004) mit bislang
ungeklarter Atiologie (Hogancamp et al. 1997).

Als Ursache fir die Erkrankung werden sowohl eine genetische Veranlagung als
auch der Einfluss der Umweltbedingungen in den verschiedenen Regionen der
Erde diskutiert.

Es gibt Hinweise dafiir, dass eine genetische Pradisposition fir die Erkrankung
an MS mitverantwortlich ist. So z. B. die Tatsache, dass die MS unabhangig vom
jeweiligen Kontinent am haufigsten bei der weillen Bevdlkerung vorkommt,
insbesondere im Falle nordeuropaischer Abstammung, wahrend andere
ethnische Gruppen, wie die schwarze Bevolkerung Afrikas (Poser 1994) oder
die Bevolkerung des Orients, deutlich seltener betroffen sind (Hogancamp et al.
1997).

Ebenso zeigt sich, dass Verwandte von MS—Erkrankten in Abhdngigkeit vom
Verwandtschaftsgrad ein erhoéhtes Erkrankungsrisiko haben. Im Vergleich zur
Normalbevdlkerung ist das Erkrankungsrisiko bei Verwandten ersten Grades
15- bis 25-fach, bei zweieiigen Zwillingen ebenfalls 15- bis 25-fach und bei
eineiigen Zwillingen 190-fach erhoht. Im Gegensatz dazu haben Adoptivkinder
erkrankter Menschen ein Erkrankungsrisiko, das dem der Normalbevdlkerung
entspricht (Sadovnick 2002). Aufgrund dieser Zahlen und der Tatsache, dass
bisher keine MS-spezifischen Gene identifiziert werden konnten, wird von einer
polygenetischen Vererbung ausgegangen, die im Gegensatz zu klassischen
Erbkrankheiten nicht den Mendelschen Regeln folgt (Ebers und Sadovnick
1994). Allerdings ist eine Assoziation mit HLA DR2 sowie mit Polymorphismen
in nicht-HLA-Genen wie dem Interleukin-2-Rezeptor-a-Gen (IL2RA) und dem
Interleukin-7-Rezeptor-a-Gen (IL7RA) (Hafler et al. 2007) belegt. Hingegen ist
eine X-chromosomale Vererbung ausgeschlossen, da die Erkrankungsrate bei
vaterlichen und miutterlichen Onkeln von MS-Erkrankten gleich hoch ausfallt
(Hogancamp et al. 1997).

Auf der anderen Seite gibt es Daten, die die Bedeutung der
Umweltbedingungen betonen. So zum Beispiel die Konkordanz von MS bei

2



1. Einleitung

eineiigen Zwillingen, welche mit 26% zu gering fiir eine rein genetische Genese
ausfallt (Hogancamp et al. 1997).

Auch Migrationsstudien belegen den Einfluss der Umwelt auf das
Erkrankungsrisiko, da sie zeigen, dass sich das Erkrankungsrisiko von Migranten
dem der neuen Heimat anzugleichen scheint. Hierbei fallt allerdings auf, dass
das Ausmal} der Risikoanderung augenscheinlich sowohl vom Lebensalter zum
Zeitpunkt der Migration als auch von der ethnischen Abstammung abhdngig ist.
So hat es den Anschein, dass sich das Risiko v. a. bei unter 15-jahrigen
Migranten an das des neuen Heimatlandes angleicht, wahrend es bei tiber 15-
jahrigen Migranten weiterhin dem der Herkunftsregion zu entsprechen scheint.
Die Erkrankungshaufigkeit fir MS bei den im neuen Heimatland geborenen
Kindern von Migranten entspricht der der dort lebenden Normalbevélkerung,
wie Elian et al. 1990 z. B. fir die Kinder von Migranten aus Asien, Afrika und
Westindien in England belegen konnten. Detels et al. konnten 1977 allerdings
zeigen, dass sich das urspriinglich geringe Erkrankungsrisiko von Japanern nach
Auswanderung in die USA nur in unerwartet geringem AusmaR dem der US-
Blrger angleicht.

Dies ldsst darauf schlieRen, dass die Atiologie fiir eine Erkrankung an MS in
einer genetischen Pradisposition in Kombination mit unter anderem
geographisch bedingten Umwelteinflissen insbesondere wahrend der ersten
15 Lebensjahre zu sehen ist.

Vor diesem Hintergrund haben sich zahlreiche Untersuchungen damit
beschaftigt, inwiefern friih im Leben durchgemachte Infektionen mit Viren, wie
dem Epstein-Barr-Virus oder dem humanen Herpesvirus 6, an der Entstehung
von MS mitbeteiligt sein konnten. Bisher konnte allerdings nicht belegt werden,
dass tatsachlich ein bestimmtes Virus spezifisch flir die Erkrankung MS ist
(Cermelli und Jacobson 2000). Gleiches gilt fur die Infektion mit Chlamydia
pneumoniae (Gieffers et al. 2001).

Dennoch scheint ein Zusammenhang von MS mit diversen Viruserkrankungen,
bzw. einer Infektion mit Chlamydia pneumoniae, denkbar. Dies ware auch mit
dem Umstand vereinbar (Cermelli und Jacobson 2000), dass sich die MS durch
eine sowohl klinische als auch pathologische Heterogenitat auszeichnet
(Lucchinetti et al. 2000).



1. Einleitung

1.1.3 Pathogenese

Die MS ist eine komplexe Autoimmunerkrankung des ZNS und gekennzeichnet
durch Entzindung, eine vermutlich dadurch bedingte Zerstorung der
Markscheiden (Demyelinisierung) sowie durch Schadigung bis hin zu volligem
Funktionsverlust von Axonen, welche sowohl mit dem Ausmall der
entziindlichen Aktivitat als auch der Schwere der chronischen Behinderung
einhergeht. Eine Storung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) sowie der Untergang
von Oligodendrozyten und die reaktive Gliose sind weitere Wesensmerkmale
der MS (Dutta und Trapp 2007).

Zurzeit wird davon ausgegangen, dass es hierzu durch Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen im Rahmen einer Autoimmunitat kommt (Lucchinetti et
al. 2000), womoglich aber auch ausgelost durch den Kontakt mit einem bisher
noch unbekannten infektiosen Agens (Cermelli und Jacobson 2000).

Aufgrund der Tatsache, dass bei der MS sehr unterschiedliche klinische
Verlaufe ebenso wie eine unterschiedliche Darstellung der Lasionen in
neuroradiologischen Untersuchungen und z. B. auch ein sehr unterschiedliches
Ansprechen auf verschiedene Therapieformen beobachtet werden kdnnen,
entsteht der Eindruck, dass dieser Erkrankung von Patient zu Patient jeweils
unterschiedliche  pathophysiologische = Mechanismen zugrunde liegen
(Lucchinetti et al. 2000).

Pradilektionsstellen der MS sind der optische Nerv, die unmittelbar subpial
gelegenen Cortexareale (Bg et al. 2003), die periventrikuldaren Areale, der
Hirnstamm, das Kleinhirn und die Kleinhirnstiele sowie das Rickenmark
(Gleixner 2007/2008).

Folge der Demyelinisierung ist das Ausbleiben einer schnellen saltatorischen
Erregungsleitung. Stattdessen kommt es zu einer langsamen Ausbreitung der
Erregung, bei der auch Verluststrome auftreten. Eine vollstandige
Leitungsunterbrechung resultiert aus einer axonalen Schadigung.
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1.1.3.1 Pathophysiologie

Die der MS zugrundeliegende Pathophysiologie ist bis heute groRtenteils
ungeklart (Trebst et al. 2006). Allem Anschein nach kommt es bei der MS zu
einer  Aktivierung autoreaktiver T-Zellen durch Prasentation von
Myelinbestandteilen durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) in peripheren
lymphatischen Organen wie z. B. den Lymphknoten (de Vos et al. 2002).
Daneben wird auch eine Aktivierung im Rahmen einer Kreuzreaktivitat mit
viralen oder bakteriellen Antigenen in Betracht gezogen (Molekulares Mimikry;
dies beschreibt die Ahnlichkeit von Antigenen menschlicher und mikrobieller
Herkunft) (Oldstone 1998; Benoist und Mathis 2001).

Nach Wingerchuk et al. (2001) gelingt es den autoreaktiven T-Zellen im
weiteren Verlauf auf bisher noch nicht vollstandig geklarte Art und Weise, die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu tGberwinden, welche aus zerebralen Endothelzellen
(CEC), Perizyten, deren Basalmembran, sowie aus Astrozyten und
perivaskuldren Makrophagen/Mikroglia besteht (Minagar und Alexander 2003)
und normalerweise eine immunologische Barriere darstellt (Risau et al. 1990).
Es scheint jedoch, dass es hierbei durch von aktivierten T-Zellen und
Makrophagen/Mikroglia  ausgeschittete, proinflammatorisch  wirkende
Zytokine und Chemokine zur Aktivierung zerebraler Endothelzellen (CEC) und
dadurch zur Expression von u. a. vaskuldaren Zelladhasionsmolekilen (vascular
cell adhesion molecule, VCAM), interzellularen Adhasionsmolekilen
(intercellular adhesion molecule, ICAM) und MHC-Klasse-lI-Molekiilen, sowie
zur Beeinflussung der endothelialen Tight Junctions kommt. Auf der anderen
Seite exprimieren aktivierte T-Zellen selbst Integrine wie das very late antigen
(VLA-4, auch als a4-Integrin bezeichnet), das lymphozytare Funktions-
assoziierte Antigen-1 (LFA-1) und CD4 und binden dann Uber diese an die
Adhdsionsmolekile der Endothelzellen, bevor es zur Diapedese der T-Zellen
durch die Endothelzellen kommt. Im Anschluss hieran miissen die T-Zellen noch
die extrazellulare Matrix der BHS durchdringen. Hierzu sezernieren sie
sogenannte Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), welche Kollagen IV, einen
Bestandteil der extrazelluldren Matrix, abbauen (Steinman 2001).
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Nach der Migration ins ZNS werden die T-Helfer-Zellen reaktiviert, wodurch es
letztlich zur Entziindung kommt. Die Reaktivierung der T-Helfer-Zellen erfolgt
durch Kontakt mit Autoantigenen, wobei es sich mutmaRlich u. a. um das aB-
Crystallin (heat shock-protein) (van Noort et al. 1995), das Myelin-assoziierte
Glykoprotein (MAG), das basische Myelinprotein (MBP), das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) bzw. das Proteolipidprotein (PLP)
handelt (de Rosbo et al. 1993). Dies geschieht im Rahmen einer Interaktion von
T-Helferzellen mit Antigen-prasentierenden Zellen (APC) (z. B. dendritische
Zellen, Makrophagen, Mikroglia, Astrozyten) Gber deren MHC-II-Komplex mit
dem prasentierten Antigen und dem T-Zell-Rezeptor (TCR). Im Anschluss hieran
produzieren die aktivierten T-Helferzellen proinflammatorische Zytokine
(Abbas et al. 1996).

Typ1l-Helferzellen produzieren typischerweise Interferon-y (IFN-y), Interleukin-
2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Diese wirken direkt toxisch auf
Myelin und Oligodendrozyten. Sie aktivieren aber auch
Makrophagen/Mikroglia, welche dann mittels Phagozytose wesentlich zur
Demyelinisierung beitragen (Lassmann et al. 2001). Die genannten Zytokine
bewirken aber auch, dass Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten u. a.
Stickstoffmonoxid (NO) freisetzen, welches ebenfalls zytotoxisch wirkt
(Steinman 2001).

Typ2-Helferzellen hingegen produzieren u. a. die Interleukine (IL) 4, 5, 6, 10 und
13, welche die Differenzierung von B-Lymphozyten zu Antikorper-
sezernierenden Plasmazellen bewirken. Diese Antikorper binden im weiteren
Verlauf an diverse Epitope der Myelinscheiden und Oligodendrozyten und
konnen dann Uber verschiedene Mechanismen die Demyelinisierung
vorantreiben, z. B. mittels Veranlassung von Phagozytose oder Aktivierung des
Komplementsystems.

Zytotoxische, CD8-positive T-Zellen werden einerseits durch Antigen-
Prasentation (ber den MHC-I-Komplex auf Myelinscheiden und
Oligodendrozyten aktiviert, andererseits aber auch durch IFN-y und entfalten
daraufhin direkt ihre zytotoxische Wirkung.
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Aus dem Zusammenspiel der hier genannten Mechanismen resultiert allem
Anschein nach schlieBlich die Zerstérung der Myelinscheiden und Phagozytose
durch Makrophagen/Mikroglia (Steinmann 2001). Zusatzlich wird diskutiert,
inwieweit z. B. auch Sauerstoffradikale (Toshniwal und Zarling 1992) oder ein
gestorter Glutamat-Stoffwechsel (Pitt et al. 2000) am Untergang von Myelin
und Oligodendrozyten beteiligt sein konnen.

Bei der MS kommt es auch zu Axonschaden bis hin zum Verlust von Axonen.
Dieser Vorgang kann bereits zu Beginn der Erkrankung beobachtet werden und
geht wahrscheinlich mit dem Ausmald der Entziindung einher. Der Untergang
der  Myelinscheiden aber auch eine Stérung der axonalen
lonenkonzentrationen oder des Energiehaushaltes sowie eine Ca*-
Akkumulation scheinen u. a. ursachlich zu sein (Dutta und Trapp 2007).

Die Entzindung bzw. die beteiligten Immunzellen kdnnen augenscheinlich
neben destruktiven Effekten auch eine neuroprotektive Wirkung entfalten und
zur Remyelinisierung beitragen. Es wird davon ausgegangen, dass dies
beispielsweise durch Sekretion neuronaler Wachstumsfaktoren, wie BDNF
(brain-derived neurotrophic factor), durch T-Zellen und andere Immunzellen
erfolgt (Hohlfeld et al. 2000).

Im Rahmen der hier dargestellten Hirnschadigung kommt es auch zu einer
Astrozytenproliferation, aus der letztlich eine Gliose, also eine Narbenbildung,
resultiert (Norton et al. 1992).

1.1.3.2 Histopathologie

Lucchinetti et al. konnten im Jahr 2000 durch die histopathologische
Untersuchung von Biopsien und Autopsien unterschiedlicher Patienten zeigen,
dass bei der MS vier unterschiedliche histopathologische Lasionsmuster
vorkommen. Diese kdnnen anhand diverser Kriterien voneinander abgegrenzt
werden. Hierzu gehoren das Ausmal’ des Myelinverlustes, die Lokalisation und
Ausdehnung der Plaques, das Muster der Oligodendrozytenzerstérung, sowie
die Aktivierung des Komplementsystems:
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Typ 1:

Typ 2:

Typ 3:

Typ 4:

Es zeigen sich entziindliche, aktiv demyelinisierende, scharf
begrenzte und hauptsachlich neben Venen und Venolen
lokalisierte Areale mit einer Prasenz von v. a. T-Lymphozyten und
Makrophagen.

Dieses Schadigungsmuster weist die gleichen Merkmale wie Typ 1
auf. Zusatzlich fallt allerdings eine ausgepragte Ablagerung von
Antikérpern und Komplementfaktoren im Randbereich der
Lasionen auf.

Hier zeigen sich entzlindliche, aktiv demyelinisierende Lasionen,
die aber unscharf begrenzt sind. Es dominieren T-Lymphozyten,
Makrophagen und aktivierte Mikroglia, wahrend eine Ablagerung
von Antikorpern oder Komplementfaktoren nicht beobachtet
werden kann. Innerhalb demyelinisierter Plaques zeigt sich am
Rand entzindlich veranderter Gefdale ein Erhalt von Myelin.
Typisch ist das Vorkommen zahlreicher apoptotischer
Oligodendrozyten. AulRerdem ist ein selektiver, friiher Verlust von
Myelin-assoziiertem Glykoprotein (MAG) zu beobachten.

Entzindliche, aktiv demyelinisierende, scharf begrenzte Lasionen,
dominiert von T-Lymphozyten und Makrophagen aber ohne
Ablagerung von Antikdrpern oder Komplementfaktoren. Es zeigt
sich ein Oligodendrozytenuntergang in der die Lasion umgebenden
weillen Substanz.

Am haufigsten kann das Lasionsmuster Nr. 2 beobachtet werden, gefolgt von
Nr. 3, Nr. 1 und Nr. 4.
AuBerdem fallt auf, dass bei jedem Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt

immer nur eines der verschiedenen Lasionsmuster gefunden werden kann.
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1.1.4 Verlaufsformen der MS

Die Einteilung der MS erfolgt nach Lublin und Reingold (1996) anhand der
Verlaufsformen. Maligebende Kriterien sind hierbei zeitlicher Verlauf und
Merkmale der Symptome.

Die schubférmige MS (relapsing-remitting multiple sclerosis, RR-MS) ist mit 85%
die haufigste Form. Hier kommt es nach Auftreten von Symptomen jeweils zu
einer vollstandigen oder unvollstandigen Remission, gefolgt von einem Intervall
vollstandiger oder teilweiser Beschwerdefreiheit, bevor sich ein neuer Schub
ereignet.

Bei dem sekundar chronisch-progredienten Verlauf (secondary-progressive
multiple sclerosis, SP-MS) kommt es nach einem anfanglich schubformigen
Krankheitsverlauf zu einem Ubergang in einen chronisch-progredienten
Verlauf. Dabei kann es auch zu Schiiben und leichten Remissionen kommen. Ca.
50% der Patienten mit RR-MS entwickeln im Verlauf eine SP-MS.

Ca. 15% der MS-Erkrankten zeigen einen primar chronisch-progredienten
Krankheitsverlauf (primary-progressive multiple sclerosis, PP-MS). Bei dieser
Form der MS kommt es von Beginn an zu einem steten Voranschreiten der
Erkrankung ohne Schiibe und Remissionen. Phasen, in denen keine neuen
Beschwerden hinzu kommen bzw. Symptome voriibergehend weniger werden,
sind dabei moglich.

Bei dem progredient-schubférmigen Verlauf (progressive-relapsing multiple
sclerosis, PR-MS) kommt es ebenfalls von Beginn an zu einem steten
Voranschreiten der Erkrankung, hier allerdings mit Schiiben und - bezogen auf
den vorangegangenen Schub - kompletter oder teilweiser Remission.

Zwei weitere Varianten der MS sind der Marburg-Typ und die konzentrische
Sklerose Bald. Hierbei handelt es sich um schwere akute Verlaufe, die innerhalb
von Wochen oder Monaten zum Tode fiihren (Capello und Mancardi 2004).
Darliber hinaus zahlt man auch die Neuromyelitis optica Devic (Cree et al.
2002), die myelinoklastische Sklerose Schilder (Poser et al. 1986) und die akute
disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM) (Hartung und Grossman 2001) zum
Formenkreis der MS. Durch die Identifizierung von Aquaporin 4 als Zielantigen
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der humoralen Immunantwort konnte kirzlich die Neuromyelitis optica als
eigenstandiges Krankheitsbild definiert werden (Lennon et al. 2005). Liegt nach
Uber 10 Jahren Krankheitsdauer ein EDSS von < 3 vor, so spricht man von einem
benignen Verlauf der MS (Hawkins und McDonnell 1999).

Schibe neurologischer Beeintrachtigungen sind vor allem verursacht durch die
Entziindung und die Demyelinisierung, wahrend permanente neurologische
Beeintrachtigung durch Schadigung und Verlust von Axonen verursacht wird
(Lassmann et al. 2001).

1.1.5 Klinik

Da die MS das gesamte Zentralnervensystem befallen kann, ist eine grolSe
Bandbreite sowohl neurologischer als auch psychiatrischer Symptome maoglich.
So werden je nach Lokalisation der Lasionen beim jeweiligen MS-Patienten z. B.
psychische Stérungen, Sehstérungen, zerebellire Symptome, wie eine Ataxie
und Dysarthrie, vegetative Storungen, wie eine Blasenentleerungs- oder
Darmstorung, schlaffe Paresen oder auch Sensibilitatsstorungen beobachtet
(Gleixner 2007/2008).

Grundsatzlich ist jede Symptomkombination moglich. Es gibt allerdings einige
Symptomkombinationen, die haufiger beobachtet werden als andere:

Die Marburg-Trias beschreibt die Kombination aus Paraspastik, Erldschen der
Bauchhautreflexe und temporaler Papillenabblassung.

Bei dem Nackenbeugezeichen nach Lhermitte kommt es bei Nackenbeugung zu
Parasthesien im Bereich der Wirbelsdule, welche in Arme und Beine
ausstrahlen. Die von Marburg und Lhermitte beschriebenen Symptome treten
haufig schon im  Anfangsstadium der MS auf, ebenso wie
Augenmotilitatsstorungen und eine Retrobulbarneuritis.

Eher selten ist hingegen die Charcot-Trias mit Nystagmus, Intentionstremor und
skandierender Sprache.
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Kommt es infolge einer Nackenbeugung zu einem verstarkten spastischen
Schwachegefiihl in den Beinen zusammen mit einer gesteigerten Gangstorung,
so wird dies als McArdle-Zeichen bezeichnet.
Ein Symptom, unter dem ein Groldteil der MS-Patienten leidet, ist ein
ausgepragtes Empfinden von Erschopfung. Dies wird als Fatigue-Syndrom
bezeichnet (Krupp und Christodoulou 2001).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der MS ist das Uhthoff-Zeichen. Es
beschreibt den Effekt, dass ein Anstieg der Korpertemperatur, beispielsweise
durch korperliche Anstrengung, Fieber, ein heiRes Bad oder einen
Saunabesuch, zu einer Verschlechterung der Symptome fihrt.

Die Schwere der MS-bedingten Behinderung im Alltag lasst sich mittels der
expanded disability status scale (EDSS) nach Kurtzke (1983) bewerten. Hierbei
werden acht funktionelle Systeme des ZNS im Hinblick auf eine mogliche
Beeintrachtigung hin untersucht. Bei den funktionellen Systemen handelt es
sich um die pyramidale, die zerebellare, die zerebrale, die sensorische, die
visuelle, sowie die Hirnstamm-, die Darm- und die Blasenfunktion und eine
Gruppe anderer Funktionen.

1.1.6 Diagnose

Die Diagnose der MS ist im Wesentlichen eine klinische Diagnose, d. h., dass bei
der Diagnosestellung der zeitliche Verlauf sowie Art und Ausprdagung
neurologischer Stoérungen im Vordergrund stehen. Hierbei sind nach wie vor
die im Jahr 1983 von Poser et al. veroffentlichten Diagnosekriterien von
Bedeutung (Poser und Brinar 2000). Die 2001 von McDonald et al.
veroffentlichten und 2005 sowie zuletzt 2010 (veroffentlicht im Jahr 2011) von
Polman et al. revidierten Diagnosekriterien legen zusatzlich besonderes
Augenmerk auf die radiologische Untersuchung der Patienten mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) sowie auf andere paraklinische
Untersuchungsmethoden, wie die Untersuchung des Liquors (CSF) und die
Ableitung visuell evozierter Potentiale (VEP). Diese revidierten
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Diagnosekriterien sollen unter

Aufrechterhaltung einer

angemessenen

Sensitivitat und Spezifitat die Diagnosestellung erleichtern und beschleunigen.

Klinische Prasentation

Fiir die Diagnosestellung zusatzlich
erforderliche Kriterien

> 2 Schube; keine
> 2Lasionen (klinisch objektivierbar) oder

1 Lasion (klinisch objektivierbar) mit

1 friheren Schub (mit begriindeter historischer

Evidenz)

>2 Schiibe; DIS'
1 Lasion (klinisch objektivierbar)

1 Schub; DIT
> 2Lasionen (klinisch objektivierbar)

1 Schub; DIS'
1 Lasion (klinisch objektivierbar) DIT

(klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated
syndrome, CIS)

Schleichender, auf eine MS-Erkrankung
hindeutender neurologischer Verlauf (PP-MS)

Krankheitsprogression fiir 1 Jahr (retrospektiv
oder prospektiv bestimmt) plus 2 der folgenden
3 Kriterien:

1. DIS?

2.DIS’

3. positiver Liquorbefund (liegt vor, wenn
oligoklonale Banden und/oder ein erhohter IgG-
Index festgestellt werden)

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien der MS nach McDonald, revidiert nach Polman et al.

(2011), S. 297

Das Vorliegen der hier genannten Kriterien setzt dabei u. a. Folgendes voraus:

Raumliche Dissemination (dissemination in space, DIS) wird demonstriert

durch:

-DIS*: > 1 T2-Lasion in mindestens 2 von 4 MS-typischen ZNS-Regionen

(periventrikular, juxtakortikal, infratentoriell oder Riickenmark) oder
1 weiterer klinischer Schub (ein anderes Gebiet des ZNS einbeziehend)

-DIS* > 1 T2-Lision in MS-charakteristischen Hirnarealen (periventrikulir,
juxtakortikal oder infratentoriell)

-DIS®: > 2 T2-Lisionen im Riickenmark
12
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Zeitliche Dissemination (dissemination in time, DIT) wird demonstriert durch:

-DIT: Gleichzeitiges Vorhandensein asymptomatischer Gadolinium-
anreichernder und nicht anreichernder Lasionen oder
eine neue T2 und/oder Gadolinium-anreichernde Lasion in der Verlaufs-
MRT (unabhdngig vom zeitlichen Abstand zur Referenz-MRT) oder
1 weiterer klinischer Schub

Ein Schub beschreibt eine fir einen akuten entziindlichen und
demyelinisierenden Prozess im ZNS typische neurologische Storung
(gegenwartig vorliegend oder in der Vergangenheit) und muss vom Patienten
berichtet oder durch objektive neurologische Untersuchungsmethoden
festgestellt werden. Die Ursache darf hierbei nicht in einer Erhéhung der
Korperkerntemperatur oder einer Infektion liegen. AuBerdem muss die Dauer
der Stérung mindestens 24 h betragen. Um die Diagnose ,MS“ definitiv stellen
zu konnen, ist es notwendig, dass wenigstens 1 Schub durch entsprechende
neurologische  Untersuchungsergebnisse  untermauert werden kann,
beispielsweise durch einen pathologischer Befund bzgl. der visuell evozierten
Potentiale eines Patienten mit vorausgegangenen Sehstorungen oder einen
pathologischen MRT-Befund, der mit den vom jeweiligen Patienten in der
Vergangenheit beschriebenen neurologischen Symptomen vereinbar ist.

Fir die Diagnosestellung gilt allgemein, dass bei Zutreffen der oben
aufgefihrten Kriterien die Diagnose ,,MS” gestellt werden kann, vorausgesetzt,
es lasst sich keine bessere Erklarung fur die klinische Prasentation finden.
Treffen die Kriterien bei bestehendem Verdacht auf eine MS nur teilweise zu,
so lautet die Diagnose ,moglicherweise MS”. Trifft hingegen keines der
Kriterien zu oder ergibt sich wahrend der Untersuchung eine Diagnose, welche
die klinische Prasentation besser zu erklaren scheint, so lautet die Diagnose
,nicht MS“.
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1.1.7 Therapie

Eine kausale Therapie der MS ist bis heute nicht bekannt (Haas et al. 2005). Ziel
der aktuell zur Verfliigung stehenden Therapie ist es, Symptome der MS zu
mindern oder zu beseitigen und dadurch eine moéglichst hohe Lebensqualitat
und Selbstandigkeit im Alltag zu gewahrleisten und Folgeschaden zu
verhindern. Bestandteile der Therapie sind zum einen eine Immunsuppression
bzw. eine Immunmodulation und zum anderen eine symptomatische Therapie
(Henze 2004).

Akute Schibe werden standardmallig mit Glukokortikoiden, vorzugsweise
Methylprednisolon oder Dexamethason hochdosiert und intravenos
verabreicht, behandelt (Grauer et al. 2001). Diese wirken
entzindungshemmend und scheinen protektive Effekte auf die Blut-Hirn-
Schranke zu haben (Gaillard et al. 2001). Melcangi et al. (2000) konnten zeigen,
dass Glukokortikoide in der Lage sind, Oligodendrozyten vor einer TNFa- und
IFNy-induzierter Apoptose zu schitzen. AuBerdem scheinen Glukokortikoide
die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) durch Mikroglia zu senken (Golde et
al. 2003).

Die Therapie mit Glukokortikoiden sollte moglichst innerhalb von 3-5 Tagen
nach dem Auftreten der ersten neurologischen Symptome begonnen werden.
Ublicherweise erhalten die Patienten je 1 g an 3 aufeinander folgenden Tagen.
Wenn keine ausreichende Besserung eintritt, kann die Therapie auf insgesamt
5 Tage verlangert werden.

Bei unzureichendem Therapieerfolg durch Glukokortikoide kann als Therapie
der 2. Wahl eine Plasmapherese durchgefiihrt werden.

Vor dem Hintergrund, dass es bei der MS bereits sehr friih zu axonalen Schaden
kommen kann (Ferguson et al. 1997), wird deutlich, dass die Behandlung von
Schilben einen wichtigen Bestandteil der MS-Therapie darstellt (Rieckmann
und Toyka 2002).

Neben dieser Therapie im akuten Schub erhalten MS-Patienten eine
immunmodulierende bzw. immunsupprimierende Basistherapie, die der
Schubprophylaxe dienen und das Voranschreiten der Erkrankung bremsen soll.
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Zur Gruppe der immunmodulierenden Medikamente gehoren Interferon (IFN)B
(Comi et al. 2001; The IFNB Multiple Sclerosis Study Group 1993) und
Glatirameracetat (Johnson et al. 1995). Eine deutliche Verminderung der
Krankheitsaktivitat und ein Hinauszogern korperlicher Behinderung durch diese
beiden Medikamente gilt fir Patienten mit einer RR-MS als gesichert. In
welchem Ausmald dies auch fir Patienten mit einer SP-MS gilt, konnte noch
nicht abschlielend geklart werden. Therapeutische Effekte von IFN-B bei
Patienten mit einer SP-MS sind allerdings beschrieben worden (European Study
Group on Interferon B-1b in Secondary Progressive MS 1998). Auch der genaue
Wirkmechanismus beider Medikamente ist nicht bzw. nur teilweise bekannt. Es
gibt Hinweise, dass IFN-B u. a. die Proliferation von T-Zellen, die Produktion von
IFN-y (Noronha et al. 1993) sowie von TNF-a (Brod et al. 1996) hemmen
konnte, ebenso wie die Sekretion von MMP-9 durch T-Lymphozyten und
infolgedessen ihre Passage Uiber die BHS (Stlive et al. 1996). IFN-B scheint
auBerdem die Sekretion von Interleukin-10 steigern zu kénnen (Rudick et al.
1996).

Ist eine Therapie mit Interferon-B oder Glatirameracetat kontraindiziert, so
wird fir die RR-MS als Therapie der 2. Wahl eine intravendse Verabreichung
hochdosierter Immunglobuline (IVIG) empfohlen (Rieckmann und Toyka 2002).
Verlauft die Basistherapie einer RR-MS oder SP-MS mit IFN-B, Glatirameracetat
bzw. IVIG frustran, so erfolgt eine Therapie-Eskalation durch Verabreichung
immunsupprimierender Medikamente. Hierzu gehéren Mitoxantron (Hartung
et al. 2002), Azathioprin (Yudkin und Ellison 1991), Cyclophosphamid (Weiner
und Cohen 2002) und Methotrexat (MTX) (Currier et al. 1993).

Ein weiteres fir die Eskalationstherapie der schubférmigen MS zur Verfliigung
stehendes Medikament ist Natalizumab. Hierbei handelt es sich um einen
monoklonalen Antikorper gegen a4-Integrin, der die Adhasion aktivierter T-
Zellen an Endothelzellen der BHS blockiert (Ropper 2006). Eine Therapie der
primar progressiven MS steht bislang noch nicht zur Verfligung (Leary und
Thompson 2005; Thompson et al. 1997).

Gegenstand der symptomatischen Therapie ist z. B. die Behandlung von
Spastiken, Fatigue, Schmerzen oder einer Dysphagie. Dabei kommen ebenfalls
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Medikamente zum Einsatz, darliiber hinaus aber u. a. auch Physiotherapie,
funktionelle Therapie oder palliative Therapie (Henze 2004).

Neue Therapieansatze, die sich aktuell noch in der Entwicklung befinden,
zukiinftig aber eine Rolle in der Therapie der MS spielen kdénnten, sind
beispielsweise weiterentwickelte immunmodulatorische Wirkstoffe, der Einsatz
weiterer monoklonaler Antikérper gegen verschiedene Molekile, DNA-
Vakzinierungen oder zelltherapeutische Ansatze. Auch neuroprotektive und
-reparative Therapieansdtze koénnten in der Zukunft zum Einsatz kommen
(Martin et al. 2008).

1.2 Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Durch experimentelle Tiermodelle der MS ist es moéglich, Demyelinisierung im
ZNS hervorzurufen und Remyelinisierung bzw. die an ihr beteiligten zellularen
und molekularen Prozesse zu erforschen. Dabei wird auch zu ergriinden
versucht, warum Remyelinisierung bei der MS offensichtlich nicht vollstandig
gelingt und welche Moglichkeiten existieren, sie zu stimulieren (Miller und
Rodriguez 1995). Hierzu kann Demyelinisierung auf toxischem (Cuprizon
(Blakemore 1973), Ethidium-Bromid (Yajima und Suzuki 1979), Lysolecithin
(Hall 1972)), autoimmunem (Kabat et al. 1947; Lublin 1992) oder viralem
(Theiler 1937) Wege hervorgerufen werden.

1.2.1 Toxisch induzierte Demyelinisierung per Cuprizon

Kupfer ist ein Spurenelement und essenzieller Bestandteil diverser
Metalloenzyme (Simi¢ und Budi¢ 2003). Cuprizon (Biscyclohexanon
Oxalyldihydrazon) ist ein Kupferchelator, der zur quantitativen Bestimmung
von Kupfer verwendet werden kann (Peterson und Bollier 1955). Cuprizon
wurde erstmals in den 1960er Jahren als toxisches Agens im Rahmen von
Tierexperimenten an Mausen genutzt (Carlton 1966). Durch Verflitterung von
Cuprizon an die Versuchstiere entwickelten diese in Abhangigkeit von der
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jeweiligen Dosierung u. a. mikroskopische Lisionen in Form von Odemen und
einer nichtentzliindlichen Demyelinisierung im ZNS und darlber hinaus auch
eine verminderte KorpergrolRe, Schwache und Paresen. Aulerdem verstarben
auch Tiere.

Das Cuprizon-Tiermodell eignet sich sehr gut zur Untersuchung der direkt an
der De- und Remyelinisierung beteiligten zellularen Prozesse (Ludwin 1978).
Gegenliber anderen Tiermodellen besitzt es den Vorteil, dass das Muster des
Oligodendrozytenunterganges und der Demyelinisierung, welche u. a. im
Corpus callosum - in diesem Teil des ZNS kann das Ausmall der
Demyelinisierung auch am einfachsten bestimmt werden (Hiremath et al. 1998)
- besonders ausgepragt ist, innerhalb bestimmter Mausstamme ein hohes Mal}
an Reproduzierbarkeit aufweist. Es kommt weder zu einer Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke (Bakker und Ludwin 1987) noch zu einer wesentlichen
Infiltration von Lymphozyten (Komoly 2005). Das Immunsystem wird in den
Lasionen lediglich durch aktivierte Mikroglia reprasentiert (Hiremath et al.
1998; Remington et al. 2007).

Anscheinend ist die Demyelinisierung eher durch das Zugrundegehen der
Oligodendrozyten als durch eine direkte Zerstérung der Myelinscheiden
bedingt. AuBerdem scheint sich die Schadigung von Zellen im ZNS auf
Oligodendrozyten zu beschranken (Blakemore 1972).

Welche Mechanismen  dem  Cuprizon-bedingten Untergang  der
Oligodendrozyten zugrunde liegen, ist nicht abschlieRend geklart. Es ist aber
bekannt, dass sich wahrend der Verfitterung von Cuprizon enorm grole
Mitochondrien, sogenannte Megamitochondrien, in den Hepatozyten bilden
(Wakabayashi und Green 1974). Dies konnte die Folge des veranderten
Stoffwechsels der Mitochondrien sein (Hoppel und Tandler 1973). Tatsachlich
hat sich gezeigt, dass Cuprizon zu einer verminderten Aktivitat der
mitochondrialen Metalloenzyme Monoaminooxidase und Cytochromoxidase
im Gehirn und der Leber und dariiber hinaus auch zu einem verminderten
Kupfergehalt im Gehirn fuhrt. Wird Kupfer-gebundenes Cuprizon verfiittert, so
bleiben diese Effekte aus (Venturini 1973). Wird Kupfer den Tieren hingegen
gesondert verabreicht, so hat dies keinen Einfluss auf die Toxizitat von Cuprizon
(Carlton 1967).
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Die Toxizitat von Cuprizon scheint also durch die Bindung von Kupfer an
Cuprizon mit nachfolgendem Kupfermangel im Gehirn und einer daraus
resultierenden Funktionsstorung von Mitochondrien mit konsekutivem
Energiemangel glialer Zellen bedingt zu sein (Venturini 1973).

Der Cuprizon-bedingten Demyelinisierung scheinen neben der Bindung von
Kupfer jedoch noch andere Mechanismen zugrunde zu liegen. So hat sich
gezeigt, dass wunter Cuprizon auch die enzymatische Aktivitat des
zinkabhangigen (Coleman 1984) Metalloenzyms Carboanhydrase Il (CA Il) von
Oligodendrozyten abfallt, bevor es zur Demyelinisierung kommt (Komoly et al.
1987). Dieses Enzym scheint an der Bildung und dem Erhalt von Myelin im ZNS
beteiligt zu sein (Kida et al. 2006). Die Ursache fiir den ausschlieRlichen
Untergang von Oligodendrozyten konnte darin liegen, dass Oligodendrozyten
groBe Mengen von Myelin aufrechterhalten missen und dies mit einem
entsprechend hohen Energiebedarf verbunden ist, was wiederum dazu flihren
konnte, dass gerade Oligodendrozyten besonders empfindlich auf einen
gestorten Energiehaushalt reagieren und in Apoptose gehen, sobald nicht mehr
genug Energie zur Aufrechterhaltung der Zellfunktionen verfligbar ist
(Matsushima und Morell 2001). Hierfiir spricht der Befund, dass sich bei der
Verflitterung von Cuprizon an 8 Wochen alte C57BL/6J Mause schon nach einer
Woche ein deutlicher Rickgang der Expression myelinspezifischer Gene in den
Oligodendrozyten zeigt und diese nach 3 Wochen lediglich noch 10% des
Ausgangswertes betragt. In der 2. Woche der Cuprizon-Verfitterung ist dann
bereits ein betrachtlicher Anteil der reifen Oligodendrozyten apoptotisch
(Mason JL et al. 2000 b), und nach 3 Wochen zeigt sich schliefSlich eine
umfangreiche Demyelinisierung im Corpus callosum (Morell et al. 1998).

Acht Wochen alte C57BL/6J Mause, die 6 Wochen lang 0,2% Cuprizon erhalten,
entwickeln eine komplette Demyelinisierung des Corpus callosum und weisen
in diesem Bereich des ZNS bestimmte Muster bzgl. der quantitativen
Entwicklung diverser Zellpopulationen sowie von Wachstumsfaktoren auf:

Innerhalb der ersten 2 Wochen nach Beginn der Cuprizon-Verflitterung kommt
es zu keiner bemerkenswerten Demyelinisierung. Diese zeigt sich erst ab der 3.
Woche und schreitet ab diesem Zeitpunkt schnell voran, bis sie etwa in der 5.
Woche ihr Maximum erreicht hat (Hiremath et al. 1998). Wird die Cuprizon-
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Verfltterung nach 6 Wochen beendet, so kommt es innerhalb von 6 Wochen
zu einer nahezu vollstandigen Remyelinisierung (Armstrong et al. 2006).

Die Anzahl der reifen Oligodendrozyten beginnt ab der 2. Woche nach Beginn
der Cuprizon-Verfiitterung zu sinken, bis sie etwa in der 5. Woche nahezu
vollstandig verschwunden sind. Diese Verkleinerung der
Oligodendrozytenpopulation ist zu einem erheblichen Anteil auf Apoptose
zurlickzufiihren. Ab der 6. Woche steigt die Anzahl dann wieder an, bis die
Dichte der reifen Oligodendrozyten etwa in der 10. Woche wieder den gleichen
Wert erreicht hat wie vor der Cuprizon-Verfltterung.

Ab der 2. Woche scheinen auch Oligodendrozyten-Progenitorzellen
benachbarter Hirnregionen zu proliferieren und in das Corpus callosum
einzuwandern. In der 3. Woche zeigt sich dann ein starker Anstieg der
Akkumulation der Oligodendrozyten-Progenitorzellen im Corpus callosum,
welche etwa in der 4. Woche ihr Maximum erreicht. Diese Zellen beginnen zu
differenzieren, kurz bevor die Population der reifen Oligodendrozyten wieder
deutlich ansteigt. Diese Beobachtung erhartet den Verdacht, dass die
eingewanderten  Progenitorzellen die Quelle der neuen reifen
Oligodendrozyten bilden (Mason JL et al. 2000 b).

Die Demyelinisierung des Corpus callosum geht mit einer Akkumulation von
Mikroglia sowie mit einer Astrogliose einher. Die Anzahl der Mikroglia sowie
die der Astrozyten zeigt ab der 3. Woche einen deutlichen Anstieg im Corpus
callosum und erreicht ihr Maximum etwa um die 4. bis 5. Woche. Wahrend der
ersten 2 Wochen bleibt die Anzahl der Astrozyten unverandert klein. Im
Gegensatz dazu akkumulieren Mikroglia bereits in der 1. und 2. Woche, also
schon bevor Demyelinisierung festgestellt werden kann. Dies erweckt den
Eindruck, dass Mikroglia nicht nur als Reaktion auf die Demyelinisierung
akkumulieren, etwa zur Phagozytose von Myelinbestandteilen (Smith 1999),
sondern auch ursachlich an diesem Prozess mitbeteiligt sein kdnnten (Hiremath
et al. 1998).

Mikroglia scheinen aber auch am Prozess der Remyelinisierung beteiligt zu sein.
Es gibt Hinweise, dass dieser Mechanismus durch die Aktivierung einer
Oligodendrozytenproliferation und -differenzierung mittels Zytokinen und/oder
Wachstumsfaktoren vermittelt wird (Diemel et al. 1998). So zeigt sich zwischen
der 3. und 6. Woche nach Beginn der Cuprizon-Verfiitterung ein massiver
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Anstieg von IL-1, einem aus Makrophagen (Scheibenbogen und Andreesen
1991) und Mikroglia (Giulian et al. 1986) stammenden Zytokin und kurz danach
von IGF-1 (insulin-like growth factor-1), welcher sowohl von Mikroglia als auch
von Astrozyten sezerniert wird. Dabei erweckt die leichte Verzogerung des IGF-
1-Anstiegs gegenuber dem von IL-1 den Eindruck, dass die Sekretion von IL-1
durch Mikroglia die Sekretion von IGF-1 initileren kéonnte. Da der massive
Anstieg der IGF-1-Spiegel in der 3. Woche zeitlich mit der ausgepragten
Akkumulation der Oligodendrozyten-Progenitorzellen (Mason JL et al. 2000 b)
und der Regeneration der Expression myelinspezifischer Gene, wohl ein
Indikator fiir remyelinisierende Oligodendrozyten (Morell et al. 1998),
zusammenfallt, und auch gezeigt werden konnte, dass erhdhte IGF-1-Spiegel
Oligodendrozyten vor Cuprizon-bedingter Apoptose schiitzen kénnen (Mason
JL et al. 2000 a), erscheint es als wahrscheinlich, dass IGF-1 sich beglinstigend
auf die Differenzierung bzw. das Uberleben von Oligodendrozyten und damit
auch den Prozess der Remyelinisierung auswirkt (Matsushima und Morell
2001).

Diese Darstellung beschreibt die Initiierung einer "akuten" Demyelinisierung.
Wird die Cuprizon-Verfltterung nicht nach 6 Wochen gestoppt, sondern auf
insgesamt 16 Wochen ausgeweitet, so kommt es zu einer "chronischen"
Demyelinisierung (Matsushima und Morell 2001). Bei der "chronischen"
Demyelinisierung zeigt sich nach Absetzen des Cuprizon allerdings nur eine sehr
geringfligige Remyelinisierung (Armstrong et al. 2006).

1.2.2 Viral induzierte Demyelinisierung

In den 1930er Jahren gelang es Max Theiler, den Theiler's Murine
Encephalomyelitis Virus (TMEV) aus dem ZNS von Mausen mit schlaffer Parese
der Hinterbeine zu isolieren (Theiler 1937). 1952 berichteten Daniels et al. von
Demyelinisierung bei mit TMEV infizierten Mausen. Circa 20 Jahre spater
berichtete dann Lipton (1975) von einer zu einer Demyelinisierung fiihrenden
Erkrankung des ZNS bei Mausen, die zuvor eine intrazerebrale Injektion von
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TMEV erhalten hatten. Seither ist die viral induzierte Demyelinisierung durch
TMEV ein gangiges Tiermodell zur Untersuchung der MS.

1.2.3 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Die EAE ist eine entzlindliche und demyelinisierende Erkrankung des ZNS, die
durch eine Immunisierung mit Myelinantigenen hervorgerufen werden kann.
Bei den bisher verwendeten Tierspezies handelt es sich vorwiegend um Affen,
Ratten und Mause (Martin und McFarland 1995).

Historisch geht die EAE u. a. auf Thomas Rivers zurlick, der bereits im Jahr 1933
zeigen konnte, dass es bei Affen zu einer Demyelinisierung im ZNS kommt,
wenn ihnen Hirngewebe von Kaninchen injiziert wird (Rivers et al. 1933).

Bisher im Rahmen der EAE untersuchte Faktoren, die mutmalilich auch bei der
MS eine Rolle spielen, sind z. B. die Beteiligung von T-Zellen und
Myelinbestandteilen.

Vor dem Hintergrund, dass sich nicht nur die MS, sondern auch die EAE sehr
heterogen darstellt, je nach verwendeter Tierspezies und Antigenen, muss
kritisch beurteilt werden, inwieweit die jeweiligen Untersuchungsergebnisse
der EAE auf die MS Ulbertragen werden kénnen. Dennoch scheint die EAE
grundsatzlich von grollem Nutzen zu sein, wenn es darum geht, bestimmte
Einzelaspekte der MS zu untersuchen (Gold et al. 2006).

1.3 Remyelinisierung

Bereits vor Uber 100 Jahren wies Marburg (1906) darauf hin, dass es im ZNS
von MS-Patienten zu Remyelinisierung kommen kdnnte. Als morphologisches
Korrelat hierflir vermutete er von ihm beobachtete Nervenfasern mit sehr
dinnen Myelinscheiden in MS-Plaques. Spatere Untersuchungen mittels
Elektronenmikroskopie in den 1960er Jahren bestatigten und erganzten
Marburgs Beobachtungen (Périer und Grégoire 1965; Suzuki et al. 1969). 1909
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beschrieb Schlesinger als erster Markschattenherde (Shadow-Plaques) als
Ausdruck von Remyelinisierung.

Es wurde lange davon ausgegangen, dass Remyelinisierung im ZNS
vernachlassigbar ist. Inzwischen ist bekannt, dass Remyelinisierung in einigen
Fallen nur in sehr geringem Ausmal} stattfindet, wahrend es in anderen Fallen
durchaus zu einer umfangreichen Remyelinisierung kommen kann.
Augenscheinlich korreliert das AusmaR der Remyelinisierung mit verschiedenen
Faktoren. Untersuchungen hierzu weisen allerdings uneinheitliche bzw.
widerspruchliche Ergebnisse auf.

Patrikios et al. konnten in einer neueren Untersuchung von Hirngewebsproben
von 51 MS-Patienten im Jahr 2006 zeigen, dass das Alter zum Todeszeitpunkt
und die Erkrankungsdauer Einfluss auf den Umfang der Remyelinisierung zu
haben scheinen. Je alter die MS-Patienten gestorben waren bzw. je langer die
MS-Erkrankung bestanden hatte, desto hoher war das vorgefundene Mal3 an
Remyelinisierung. Das Geschlecht oder das Erkrankungsalter hingegen schienen
keinen Einfluss zu haben. Remyelinisierung in akuten MS-Plaques wurde kaum
beobachtet. Desweiteren haben sie festgestellt, dass Remyelinisierung bei allen
Formen der MS stattfindet, tendenziell aber haufiger bei der RR-MS und der
PP-MS als bei der SP-MS. Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich
hier allerdings nicht.

Die Mehrzahl der bisherigen Studien ergab allerdings, dass Remyelinisierung
vor allem in friihen Krankheitsstadien der MS stattfindet und mit zunehmender
Erkrankungsdauer deutlich abnimmt. Beispielsweise haben Raine und Wu
(1993) bei der Untersuchung von Hirngewebsproben von vier MS-Patienten
Remyelinisierung in allen akuten MS-Lasionen festgestellt und Périer und
Grégoire (1965) sowie Suzuki et al. (1969) haben Anzeichen von
Remyelinisierung in spaten Stadien progressiver Krankheitsverlaufe nur in
geringem Ausmals und v. a. im Randbereich inaktiver Lasionen beobachtet.

Offensichtlich korreliert das Ausmal der Remyelinisierung mit der Anzahl der

vorhandenen Oligodendrozyten in den jeweiligen Plaques (Brick et al. 1994;
Ozawa et al. 1994).
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Es ist weitestgehend anerkannt, dass die Anzahl der Oligodendrozyten in
chronischen MS-Lasionen in der Regel ausgesprochen gering ist (Mews et al.
1998). Auch die Dichte der Oligodendrozyten-Progenitorzellen ist in
chronischen MS-Lasionen deutlich geringer als in akuten MS-Lasionen
(Kuhlmann et al. 2008).

Lucchinetti et al. (1999) konnten zeigen, dass akute MS-Lasionen hingegen ein
hohes Mal} an Heterogenitat bzgl. der Anzahl der in ihnen enthaltenen
Oligodendrozyten aufweisen (siehe auch 1.1.3.2. Histopathologie). Dabei reicht
die Bandbreite von einem nahezu vélligen Verlust der Oligodendrozyten bis hin
zu einer Dichte, die hoher ist als die der angrenzenden weiRen Substanz.

In aktiv demyelinisierenden Lasionen kommt es zu einer deutlichen
Reduzierung der Oligodendrozyten. Da aber selbst nach Tagen und Wochen
demyelinisierender  Aktivitat  teilweise noch funktionell intakte
Oligodendrozyten zu finden sind, ist davon auszugehen, dass innerhalb
demyelinisierender Lasionen auch Faktoren vorhanden sind, die
Oligodendrozyten stimulieren bzw. schiitzen (Raine und Wu 1993). In inaktiven
bzw. remyelinisierenden Plaques steigt die Anzahl der Oligodendrozyten
wieder an. Ca. '/; der MS-Patienten weist allerdings auch inaktive Plagues ohne
Oligodendrozyten und ohne Anzeichen von Remyelinisierung auf.

Es fallt auf, dass das Ausmald des Oligodendrozytenverlustes von Patient zu
Patient stark variiert, wahrend es beim einzelnen Patienten konstant ist. Es fallt
ebenfalls auf, dass sich die Anzahl der Oligodendrozyten und die von
Makrophagen/Mikroglia in den Plagues umgekehrt proportional zueinander
verhalten. Dementsprechend zeigt sich die hochste Dichte an
Makrophagen/Mikroglia in aktiv demyelinisierenden Plaques, wahrend
inaktive, demyelinisierte und remyelinisierte Plaques weniger
Makrophagen/Mikroglia enthalten (Briick et al. 1995; Schonrock et al. 1998).
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Oligodendrozytendichte und der
Anzahl der T-Zellen, Plasmazellen oder der Dichte der Axone in den einzelnen
Lasionen zeigt sich hingegen nicht. Makrophagen/Mikroglia sind offensichtlich
entscheidend am Untergang von Oligodendrozyten und der Demyelinisierung
beteiligt (Sriram und Rodriguez 1997). Andere Untersuchungen wiederum
haben ergeben, dass Makrophagen/Mikroglia augenscheinlich auch dazu in der
Lage sind, einen Beitrag zur Remyelinisierung zu leisten, indem sie
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wahrscheinlich lGber Zytokine oder Wachstumsfaktoren Oligodendrozyten zur
Proliferation und Differenzierung anregen (Diemel et al. 1998).

Bisher konnte noch nicht abschlieBend geklart werden, was genau mit den
verschwindenden Oligodendrozyten in den demyelinisierenden Plaques
geschieht und woher die wieder zunehmende Anzahl von Oligodendrozyten
stammt. Gensert und Goldman (1997) konnten beobachten, dass
Progenitorzellen in  demyelinisierten  Plaques zu  myelinisierenden
Oligodendrozyten differenzieren. Andere Studien wiederum konnten zeigen,
dass auch ausgereifte Oligodendrozyten, die nicht im Rahmen der
Demyelinisierung zerstort wurden, durchaus in der Lage sein kdnnen, zu
proliferieren und zur Remyelinisierung beizutragen (Ludwin 1984; Ludwin und
Bakker 1988).

Ein Grund dafiir, dass Remyelinisierung in den meisten Fallen letztlich doch
fehlschlagt, konnte u. a. eine mehrfach wiederkehrende Demyelinisierung
derselben Areale sein (Prineas et al. 1993). Als weitere Griinde werden
beispielsweise ein progredienter Verlust von Oligodendrozyten und
Progenitorzellen (P6hlau et al. 1998), eine Abnahme der Axondichte (Wood
und Bunge 1986) oder eine Storung der Progenitorzellen-Rekrutierung bzw.
-Differenzierung (Franklin 2002) in den Lasionen diskutiert.

Eine Stimulation der Remyelinisierung in MS-Lasionen kommt als moglicher
Therapieansatz der MS infrage (Lassmann et al. 1997). Vor diesem Hintergrund
wurde bereits untersucht, inwieweit sich z. B. der Einsatz von
Wachstumsfaktoren (D'Souza et al. 1996), die Transplantation Myelin-
bildender Zellen (Blakemore und Franklin 1991) oder die intravendse
Applikation von Immunglobulinen (IVIG) (Rodriguez et al. 1996) positiv auf den
Krankheitsverlauf auswirken kénnen.

1.4 Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen)

Tyrosin-Phosphorylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die fir die
Regulation fundamentaler Zellprozesse wie Signaltransduktion, Stoffwechsel,
Wachstum und Differenzierung von grundlegender Bedeutung ist. Tyrosin-
Phosphorylierung ist ein reversibler Prozess und wird durch das Gegenspiel von
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Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) und Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs)
gesteuert. Dabei bewirkt die enzymatische Aktivitat der Protein-Tyrosin-
Kinasen die Tyrosin-Phosphorylierung, wahrend die Protein-Tyrosin-
Phosphatasen eine Tyrosin-Dephosphorylierung katalysieren (Hunter 1995;
Denu und Dixon 1998).

Kommt es infolge von Funktionsstérungen von Protein-Tyrosin-Kinasen bzw.
Protein-Tyrosin-Phosphatasen zu  einer  dauerhaften  Storung  des
Phosphorylierungsgleichgewichtes, so kdnnen schwere Erkrankungen
entstehen wie z. B. Morbus Alzheimer (Shapiro et al. 1991), Insulinresistenz
(Ahmad et al. 1995) bzw. Diabetes (Hotamisligil et al. 1994) oder Krebs (Seo et
al. 1997).

Die Superfamilie der PTPasen setzt sich aus mehreren Untergruppen
zusammen. Man unterscheidet zwischen den Tyrosin-spezifischen
Phosphatasen (phosphotyrosin  (pTyr)-specific phosphatases) und den
dualspezifischen Phosphatasen (DSPs). Tyrosin-spezifische Phosphatasen
dephosphorylieren ausschlieBlich Tyrosinreste. Dualspezifische Phosphatasen
dephosphorylieren hingegen sowohl Tyrosin- als auch Threonin- und
Serinreste. Tyrosin-spezifische Phosphatasen lassen sich in zwei Untergruppen
unterteilen. Bei diesen handelt es sich zum einen um die membranstandigen
Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen (RPTPasen, receptor-like PTPs, RPTPs)
und zum anderen um die intrazellularen PTPasen (non rezeptor-protein-
tyrosine-phosphatases, NRPTPs).

Membranstandige  Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen  weisen eine
extrazellulare rezeptorartige Domane, eine transmembrane Region und einen
intrazellularen Teil mit zwei (D1 bzw. D2), in einigen wenigen Fallen aber auch
nur einer Phosphatasedomane auf (Li und Dixon 2000). Die enzymatische
Aktivitat scheint ausschlieRlich von der membranseitigen Phosphatasedomane
(D1) geleistet zu werden, wahrend die zweite Phosphatasedomane (D2) wohl
eher nur regulatorisch aktiv ist (Streuli et al. 1989, 1990).

Die extrazellularen Domanen weisen unterschiedliche Groflen und
Strukturelemente - namentlich Carboanhydrase(CA)-Domane,
Immunglobulin(lg)-ahnliche Domane, Fibronektin(FN)lll-dhnliche Doméane und
Meprin-A5 Antigen-PTP-u(MAM)-Domane - auf, anhand derer die Rezeptor-
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Protein-Tyrosin-Phosphatasen in finf verschiedene Klassen unterteilt werden
konnen (Mourey und Dixon 1994).

Vertreter der Klasse | der RPTPasen ist CD45 (Charbonneau et al. 1988) und
wird ausschlieRlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert (Hermiston et al.
2003). Die Klasse Il wird u. a. reprasentiert durch LAR (leukocyte antigen-
related protein) (Streuli et al. 1992), RPTPS (Mizuno et al. 1993) und RPTPg (Yan
et al. 1993) sowie RPTPu (Gebbink et al. 1991), RPTP«k (Jiang et al. 1993) und
PCP-2 (Wang et al. 1996). RPTPB (Krueger et al. 1990), DEP-1 (Ostman et al.
1994), SAP-1 (Matozaki et al. 1994) und GLEPP-1 (Wiggins et al. 1995) werden
zur Klasse lll der RPTPasen gezahlt. RPTPa (Pallen 1993) und RPTPe bilden die
Klasse IV und die RPTPasen RPTPy und RPTPZ die Klasse V (Krueger et al. 1990).

1.4.1 Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase { (RPTPZ, RPTPB)

RPTPT gehort zur Superfamilie der Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Sie wird auch
als RPTPB bezeichnet (Krueger et al. 1990; Krueger und Saito 1992). Der
extrazelluldare Teil von RPTPC besteht aus einer Carboanhydrase(CA)-ahnlichen
Domane, gefolgt von einer Fibronektin(FN)IlI-dhnlichen Doméane und einer
langen Spacer Region (S) (Barnea et al. 1993). Der intrazellular gelegene Teil
besteht aus ein oder zwei PTPase-Domanen (D1 bzw. D2). Durch alternatives
MRNA-Spleillen entstehen drei Isoformen von RPTPZ. Dabei handelt es sich um
eine  membrangebundene Ausfihrung in vollstandiger Lange, um eine
membrangebundene verkirzte Ausfiihrung und um eine I6sliche, ausschlieRlich
aus dem extrazellularen Abschnitt bestehende Form, welche als Phosphacan
bezeichnet wird (Levy et al. 1993; Maurel et al. 1994; Krueger und Saito 1992).
RPTPZ wird hauptsachlich im ZNS aber auch im peripheren Nervensystem
exprimiert (Krueger und Saito 1992; Snyder et al. 1996). Zu den Zellen, die
RPTPT exprimieren, gehoren Oligodendrozyten (Canoll et al. 1996; Ranjan und
Hudson 1996), Astrozyten und Neurone (Snyder et al. 1996; Shintani et al.
1998).

RPTP bindet mit seiner extrazellularen Domane an  diverse
Zelladhasionsmolekile (cell adhesion molecules, CAMs), Matrixmolekile und
Wachstumsfaktoren. Als Beispiele sind hier Tenascin (Barnea et al. 1994),
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Midkine (Maeda et al. 1999), Pleiotropin (Maeda et al. 1996), L1 (Ohyama et al.
1998), Contactin (Peles et al. 1995), Nr-CAM (Sakurai et al. 1997), N-CAM, Ng-
CAM (Grumet et al. 1993) und Caspr(contactin-associated protein) (Peles et al.
1997) zu nennen. Es gibt Hinweise, dass hierdurch Prozesse wie Wachstum,
Migration und Differenzierung von Nervenzellen reguliert werden, die fir die
Entwicklung des Nervensystems von groller Bedeutung sind. Mit welchen
intrazellularen Proteinen RPTPZ interagiert und auf welche Art und Weise diese
Prozesse vermittelt werden, ist bisher nicht bekannt. Allerdings wurde
festgestellt, dass die intrazellulare Domane von RPTP{ mit Proteinen der PSD-
95/SAP90 Familie interagiert, sodass wohl davon ausgegangen werden kann,
dass RPTPC u. a. an der Regulation von Funktionen im Bereich von Synapsen
beteiligt ist (Kawachi et al. 1999).

Die Bedeutung von RPTPC fiir verschiedene Reifungsprozesse des ZNS wird
dartber hinaus auch durch die Beobachtung hervorgehoben, dass das Ausmal
der Expression insbesondere im embryonalen ZNS relativ hoch ist (Levy et al.
1993) und dass sie darliber hinaus anscheinend vom Differenzierungsgrad der
Gliazellen abhangig ist (Canoll et al. 1996). Gleichzeitig fallt auf, dass sich die
drei Isoformen von RPTPZ wahrend der Entwicklung des ZNS im Hinblick auf das
Ausmall ihrer Expression teilweise unterscheiden (Nishiwaki et al. 1998).

Diesen Daten steht eine Studie von Harroch et al. (2000) gegeniiber, in welcher
sich gezeigt hat, dass RPTPC allem Anschein nach dennoch nicht essenziell fir
die Entwicklung des ZNS ist: Bei der Untersuchung von Mausen, welche
aufgrund von Genmanipulation kein RPTPT besaRen, zeigte sich eine
weitestgehend normale Entwicklung des Nervensystems. Bei der
ultrastrukturellen Untersuchung der Sehnerven mittels Elektronenmikroskopie
fiel jedoch eine Fragmentierung das Myelins auf, womaoglich als Ausdruck einer
verminderten Stabilitat das Myelins. Dies legt die Vermutung nahe, dass RPTPC
fur die Myelinsynthese und/oder Prozesse der Remyelinisierung von Bedeutung
ist.
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Abbildung 1: Der Aufbau von Phosphacan und den RPTPP Isoformen (Faissner et al. 2006, S.
28)

1.4.2 Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase { bei der MS

Es hat sich herausgestellt, dass die lokale Neubildung (Keirstead und Blakemore
1997) und/oder die Migration bzw. Reifung (Sim et al. 2002) neuer
Oligodendrozyten wohl als Voraussetzungen fir Remyelinisierung betrachtet
werden miussen. Demzufolge kdnnte das Scheitern der Remyelinisierung bei
der MS u. a. durch eine Beeintrachtigung einer oder mehrerer dieser Prozesse
bedingt sein.

Darliber hinaus konnte anhand von Untersuchungen an Mausen und MS-
Patienten gezeigt werden, dass RPTPT allem Anschein nach sowohl fir das
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Uberleben von Oligodendrozyten als auch fiir die Erholung von
demyelinisierenden Erkrankungen von Bedeutung ist (Harroch et al. 2002):
RPTP{-defiziente Mause, bei denen mittels MOG eine experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) induziert wurde, zeigten im Wesentlichen
den gleichen zeitlichen Verlauf und das gleiche klinische Erscheinungsbild wie
nicht-RPTPZ-defiziente Mause im Rahmen der EAE. Im Gegensatz zu Letzteren
erholten sich die RPTPZ-defizienten Mause aber nicht wieder von der EAE.
Aullerdem zeigte sich bei ihnen im Rahmen der Entziindung auch ein
verstarkter Untergang ausgereifter Oligodendrozyten.

Bei der Untersuchung von mittels Biopsie gewonnenem Hirngewebe von MS-
Patienten stellte sich heraus, dass in den MS-Lasionen, und hier besonders in
den remyelinisierenden Oligodendrozyten, Ptprzl, das humane Homolog von
RPTPE, in groBRem AusmalR exprimiert wird.
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1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

RPTPT wird vor allem im ZNS aber auch im peripheren Nervensystem
exprimiert. Im ZNS wird RPTP{ von Oligodendrozyten, Astrozyten und
Neuronen exprimiert. In der wissenschaftlichen Literatur kristallisiert es sich
heraus, dass durch RPTP{ vermittelte zelluldre Prozesse eine Rolle bei der
Entwicklung des Nervensystems spielen. Dartiber hinaus legen Untersuchungen
an Mausen und Menschen nahe, dass RPTP{ bzw. sein humanes Homolog
Ptprzl Einfluss auf die Reparatur von demyelinisierenden Erkrankungen
nehmen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle von RPTP{ bei der De- und
Remyelinisierung wahrend Cuprizon-induzierter toxischer Entmarkung im ZNS
von Mausen zu untersuchen. Zu diesem Zweck untersuchten wir das Corpus
callosum von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten Mausen nach 6-wochiger
Verfltterung von 0,25%-igem Cuprizon und analysierten, inwiefern RPTPC die
folgenden Prozesse zu beeinflussen vermochte:

e Das AusmalR der Entmarkung

e Den Verlust reifer Oligodendrozyten

e Die Rekrutierung bzw. Differenzierung von Oligodendrozyten-
Progenitorzellen

e Die Schadigung von Axonen

e Die Entzlindung bzw. die Infiltration von Immunzellen (Unser Interesse
galt hierbei den T-Lymphozyten und Mikroglia.)
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden 46 6-8 Wochen alte, mannliche Wildtyp-Mause (13
Tiere), RPTPZ-heterozygote Mause (23 Tiere) sowie RPTP{-Knockout-Mause (10
Tiere) verwendet. Der Stamm war fir mehr als 10 Generationen auf C57BL/6
rickgekreuzt worden. Die Tiere wurden von Dr. Sheila Harroch, Institut
Pasteur, Paris, gezlichtet und uns zur Verfligung gestellt. Bei unseren
Untersuchungen unterteilten wir die Tiere auf zwei Experimente. Im ersten
Experiment wurden Wildtyp-Mause und RPTP{-Knockout-Mause untersucht. Im
zweiten Experiment wurden wiederum Wildtyp-Maduse sowie RPTPC-
heterozygote Mause untersucht. Bei der statistischen Auswertung fassten wir
die Wildtyp-Mause - da die Ergebnisse aus beiden Experimenten nicht
signifikant unterschiedlich waren - zu einer Gruppe zusammen und verglichen
ihre Daten mit denen der RPTPC-heterozygoten und RPTP{-Knockout-Mause.
Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen Olig-2 und APP
wurden nur die Wildtyp- und RPTP{-Knockout-Mause des ersten Experiments
verwendet.

Sowohl die Tierhaltung als auch die Durchfiihrung aller Versuche erfolgte nach
den Richtlinien der tierexperimentellen Einrichtung der Universitat Gottingen.
Die hierfir notwendigen Genehmigungen wurden durch die Bezirksregierung
Braunschweig erteilt, Genehmigungsnummer G79/08.

2.1.2 Verfiitterung von Cuprizon

Cuprizon (Biscyclohexanon Oxalyldihydrazon) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) wurde gemahlenem Futter in einer Konzentration von
0,25% beigemengt und an die Versuchstiere verfiittert. Die Mause wurden
wochentlich gewogen und untersucht.
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2.1.3 Verwendete Chemikalien

Substanz

Hersteller

Bearbeitung

3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB)

Sigma-Aldrich®

siehe unten

Ammoniak Merck®
Avidin-Biotin-Block DAKO’
Chloralhydrat Merck 14% in Aqua dest.
Chlorwasserstoff(HCl)- CVH* 1% in Aqua dest.
Alkohol
Citratpuffer (10 mM) Merck -2,1014 g
Zitronensaure-
Monohydrat
-1 1 Aqua dest.
-auf pH 6 einstellen
Cuprizon Sigma-Aldrich 0,25% im gemahlenen
(Biscyclohexanon Pressfutter
Oxalyldihydrazon)
DAB-Entwicklerlésung -50 ml PBS
-1 ml DAB-Stocklosung
-20 ul H,0, (30%)
DAB-Stocklosung 1 g DAB gelost in 40 ml
PBS
DePeX mounting BDH®
medium
Diethylether Sigma-Aldrich per inhalationem
Eosin-G Certistain® Merck
Essigsaure (100%) Merck 10% in Aqua dest.
Ethanol Merck 100%, 96%, 95%, 90%,
70%, 50% in Aqua dest.
ExtrAvidin® Sigma-Aldrich
fetales Kalberserum Biochrom AG®
(FCS)

Formalin (37%)

Merck
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Isoxylol Merck Ethanol und Xylol zu
gleichen Teilen

Hamalaunlésung nach Merk

Mayer

Lithiumcarbonat Merck

Luxol-fast-blue (LFB) BDH

Natriumthiosulfat Merck

Paraffin, Paraplast plus | Tyco’

Paraformaldehyd (PFA) | Merck 4% in Aqua dest.

PBS (phosphate buffered | Biochrom AG 30 Minuten bei 120°C

saline, Phosphat- autoklaviert

gepufferte Salzlosung)

DULBECCO Instamed

9,55g/l w/o Ca**, Mg**

Periodsaure Merck 1% in Aqua dest.

Salpetersaure Merck 65% in Aqua dest.

Schiff‘sches Reagenz Merck

Silbernitrat Roth®

Wasserstoffperoxid Merck

(30%) (H,0,)

Xylol Merck

Zitronensaure- Merck

Monohydrat

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien
1) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland; 2) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland;

3) DAKO, Glostrup, Danemark; 4) CVH Chemievertrieb GmbH & Co., Hannover, Deutschland;

5) BDH Laboratory Supplies, VWR, International Ltd., Poole, UK; 6) Biochrom AG, Berlin, Deutschland;
7) Tyco Healthcare GmbH, Neustadt a. d. Donau, Deutschland; 8) Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.4 Histologische Farbungen

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bearbeitung

Mavyers Hamalaunlésung (Merck?)

Eosin Stammlosung (1%)

2 g Eosin-G Certistain® (Merck)
40 ml Aqua bidest.
160 ml Ethanol (95%) (Merck)

1 Tropfen Essigsaure (100%) (Merck)

LFB/PAS Farbung

Bearbeitung

LFB:

Luxol-fast-blue(LFB)-Losung

1 g Luxol-fast-blue (LFB)

(BDH Laboratory Supplies?)
1000 ml Ethanol (96%) (Merck)
5 ml Essigsaure (10%)

Lithiumcarbonat (Merck)

0,05% in Aqua bidest.

Aqgua bidest.

PAS:

Periodsaure (Merck)

1% in Aqua bidest.

Schiff‘sches Reagenz (Sigma Aldrich?)

Mayers Hamalaunlosung (Merck)

siehe oben

Bielschowsky Farbung

Bearbeitung

Silbernitrat (Roth?)

20% in Aqua dest.

Ammoniak (Merck)

32% in Aqua dest.

Entwicklerlésung

20 ml Formalin (37%) (Merck)
100 ml Aqua bidest.

0,5 g Zitronensaure (Merck)

2 Tropfen Salpetersdure (65%)
(Merck)

Natriumthiosulfat (Merck)

2% in Aqua dest.

Tabelle 3: Histologische Farbungen

1) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; 2) BDH Laboratory Supplies, VWR International Ltd., Poole,
UK; 3) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland; 4) Roth, Karlsruhe, Deutschland

34




2. Material und Methoden

2.1.5 Antikorper und spezielle Chemikalien zur immunhistochemischen
Farbung

Primarantikorper

humanes | Herkunftsspezies Klon Kat.- Hersteller | Verdiinnung
Antigen Nr. in 10%
FCS/PBS

APP Maus 22C11 MAB Chemicon® | 1:3000

348
CD3 Ratte CD3-12 MCA Serotec’ 1:200

1477
Mac-3 Ratte M3/84 553322 | Biosciences® | 1:200
Nogo-A | Maus 11C7 M. Schwab* | 1:20000
Olig-2 Kaninchen polyklonal | 18953 | IBL’ 1:200

Tabelle 4: Primarantikorper

1) Chemicon International, Temecula, CA, USA; 2) Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK; 3) Biosciences
Clontech, Heidelberg, Deutschland; 4) M. Schwab, ETH Zirich, Schweiz; 5) IBL, Gunma, Japan

Sekundarsysteme
Bezeichnung konjugiert Kat.-Nr. Hersteller Verdiinnung
mit

Schaf-anti- Biotin RPN 1001 Amersham’ 1:200 mit

Maus-IgG 10% FCS/PBS

Ziege-anti- Biotin RPN 1005 Amersham 1:200 mit

Ratte-IgG 10% FCS/PBS

Esel-anti- Biotin RPN 1004 Amersham 1:200 mit

Kaninchen- 10% FSC/PBS

IgG

ExtrAvidin® Peroxidase E 2886 Sigma- 1:1000 mit
Aldrich’ 10% FCS/PBS
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DAB -

D-5637

Sigma-Aldrich

25 mg/50 ml
PBS

Tabelle 5: Sekundarsysteme

1) Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland; 2) Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim, Deutschland

36



2. Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Sowohl die Wildtyp-Mause als auch die RPTP{-heterozygoten und RPTPC-
Knockout-Mause erhielten Uber einen Zeitraum von 6 Wochen gemahlenes
Futter, welchem Cuprizon (Biscyclohexanon Oxalyldihydrazon) in einer
Konzentration von 0,25% beigemengt war. Dies entspricht 2,5 g Cuprizon pro
Kilogramm Trockenfutter.

AnschlieBend wurden die Maduse zwecks histopathologischer Untersuchung des
ZNS mittels Inhalation von Diethylether (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) betdaubt, dann durch Injektion von 1 ml 14%-iger
Chloralhydratlésung (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) i. p. anasthesiert
und nach dem Erléschen der Schmerzreflexe durch transkardiale Perfusion mit
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Dann erfolgte die Entnahme des Gewebes.

Die Perfusion und Praparation der Mause (2.2.2) sowie die Herstellung der
histologischen (2.2.3) bzw. immunhistochemischen (2.2.4) Praparate wurden
von technischen Mitarbeitern der neuropathologischen Abteilung der
Universitatsmedizin Gottingen durchgefihrt.

2.2.2 Perfusion und Praparation der Mause

Bei der transkardialen Perfusion wurde zundchst das Blut mit PBS aus dem
Korper der Mause herausgespllt und danach das Gewebe mit 4%-iger PFA-
Losung fixiert. Dann wurde das Gehirn der Mause behutsam aus der
knochernen Hiulle herausprapariert, mithilfe einer Rasierklinge in ca. 3 mm
dicke Scheiben geschnitten, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%,
90%, 100%, 100%) dehydriert und in Paraffin eingebettet. Hieraus wurden
mittels Mikrotom (Leica, Wetzlar, Deutschland) 2-4 um dicke Schnitte
hergestellt und auf Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
aufgebracht.
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Vor der Anwendung der verschiedenen histologischen Farbemethoden erfolgte
zunachst die Entparaffinierung der Gewebeschnitte mit Xylol (3 x 5 Minuten)
und Isoxylol (1 x 1 Minute) sowie eine Rehydrierung in einer absteigenden
Alkoholreihe (jeweils 3 Minuten in Ethanol 100%, 100%, 90%, 70%, 50%, dann
Spilen in Aqua dest.).

Nach Durchfihrung der Farbemethoden wurden die Gewebeschnitte zwecks
Konservierung einer Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Spilen
in Aqua dest., dann jeweils 3 Minuten 50%, 70%, 90%, 100 %, 100% Ethanol)
unterzogen, dann mit Isoxylol (1 x 1 Minute) und Xylol (3 x 5 Minuten)
behandelt und mit DePeX eingedeckelt.

2.2.3 Histologische Farbemethoden:

Hamatoxylin-Eosin (HE)

Bei der HE-Farbung handelt es sich um eine haufig durchgefiihrte
Ubersichtsfiarbung. Zweck dieser Farbung ist es, einen Gesamtiiberblick tiber
das gefarbte Gewebe zu erhalten. Hierzu gehdren auch Kriterien wie die
allgemeine Anordnung von Strukturen, die Zellverteilung und die Kern-Plasma-
Relationen. Zellkerne werden dabei blau-violett, das Parenchym hingegen
rotlich gefarbt (Lang 2006).

Nach der Entparaffinierung und der Rehydrierung in der absteigenden
Alkoholreihe wurden die Gewebeschnitte fiir 5 Minuten in die Hamalaun-
Losung nach Meyer eingebracht, wodurch eine Farbung der Zellkerne erreicht
wurde. Im AnschluR wurden die Schnitte mit Aqua dest. abgesplilt. Danach
erfolgte die Differenzierung der Schnitte durch Eintauchen in 1%-igen
Chlorwasserstoff(HCI)-Alkohol und anschlieRend das Blauen unter flieBendem
Leitungswasser tUber 10 Minuten. Dann wurden die Gewebeschnitte 5 Minuten
lang in 1%-ige Eosinlésung eingetaucht, wodurch das Parenchym seine
Rotfarbung erhielt. Nach diesem Arbeitsschritt wurden die Schnitte erneut mit
Aqgua dest. gespllt. Bei der sich anschliefenden Dehydrierung wurden die
Gewebeschnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe bis zum 100%-igen Ethanol
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jeweils nur kurz eingetaucht, um ein zu starkes Auswaschen des Eosins zu
verhindern. Die folgenden Arbeitsschritte wurden wie unter 2.2.2 angegeben
durchgefihrt.

LUXOL-FAST-BLUE/Perjodsdure-Schiff (LFB/PAS)

Bei dieser Farbemethode wird mittels Luxol-fast-blue (LFB)
phospholipidhaltiges Myelin blau bis griin und Zellkerne sowie Nisslsubstanz
pink bis violett gefarbt. Durch die Inkubation im Schiff‘'schen Reagenz kommt es
zu einer rot-violetten Farbung von Parenchym und entmarkten Arealen (Lang
2006).

Nach der Entparaffinierung und der Rehydrierung in der absteigenden
Alkoholreihe - hier nur bis zum 90%-igen Ethanol - wurden die Gewebeschnitte
zunachst bei 60°C in der Luxol-fast-blue(LFB)-Losung Gber Nacht inkubiert. Am
folgenden Tag wurden sie in 90%-igen Alkohol eingestellt. Als nachster Schritt
erfolgte die Differenzierung der Gewebeschnitte durch Eintauchen in 0,05%-ige
Lithiumcarbonatlosung, 70%-iges Ethanol und in Aqua dest.,, bis die
Uberschissige Farbeldsung ausgewaschen und schlieBlich nur noch das Myelin
blau gefarbt war.

Hiernach wurden die Gewebeschnitte zuerst 5 Minuten lang in 1%-ige
Perjodsaure in Aqua dest. eingebracht und anschliefend 5 Minuten lang mit
Leitungswasser und dann dreimal mit Aqua dest. gespllt. Es folgte die
Inkubation im Schiff'schem Reagenz fiir 20 Minuten und erneutes Spilen mit
Leitungswasser fur 5 Minuten, wodurch eine Rosafarbung des Parenchyms
erzielt wurde. Anschlieend wurden die Gewebeschnitte 2 Minuten lang in
Hamalaun-Losung eingetaucht, mit Aqua dest. gespilt, kurz in 1%-igem
Chlorwasserstoff(HCI)-Alkohol differenziert und unter  flieRendem
Leitungswasser geblaut. Hierdurch erfolgte die Gegenfarbung der Zellkerne.
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Bielschowsky-Versilberung

Durch die Bielschowsky-Versilberung kommt es zur Schwarzfarbung von
Axonen, Neurofibrillen und Dendriten (Lang 2006).

Nach der Entparaffinierung und der Rehydrierung in der absteigenden
Alkoholreihe wurden die Gewebeschnitte fiir 20 Minuten in eine 20%-ige
Silbernitrat-Losung eingebracht und anschlieffend mit Aqua dest. gespult. Im
nachsten Arbeitsschritt wurde der 20%-igen Silbernitrat-Losung unter Rihren
tropfenweise 32%-ige Ammoniak-Losung hinzugegeben, bis der entstandene
Niederschlag verschwand. Dann wurden der Silbernitrat-Ammoniak-Losung 2
weitere Tropfen der 32%-igen Ammoniak-Losung hinzugegeben und die
Schnitte in dieser Losung fiur 15 Minuten bei Dunkelheit inkubiert.
AnschlieBend wurden einer Kivette mit Aqua dest. 3 Tropfen Ammoniak
beigemengt und die Gewebeschnitte in dieser Losung gespllt. Dann wurden
der Silbernitrat-Ammoniak-Losung unter Riihren 10 Tropfen Entwickler-Losung
hinzugegeben und die Schnitte so lange in der Losung belassen, bis die
Nervenfasern schwarz und das Parenchym braun gefarbt waren. Dann wurden
die Gewebeschnitte mit Aqua dest. gespilt und die Reaktion auf diese Weise
gestoppt. AnschlieBend wurden die Schnitte 2 Minuten lang in eine 2%-ige
Natriumthiosulfat-Losung eingebracht und im Anschlu hieran kurz mit
Leitungswasser gesplilt.

2.2.4 Immunhistochemische Farbungen

Das Ziel der immunhistochemischen Farbungen ist es, bestimmte
Gewebestrukturen, sogenannte Epitope, welche kleine Bereiche von Antigenen
darstellen, durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion eindeutig zu identifizieren.
Dabei liegt folgendes Prinzip zugrunde: Der jeweilige Antikorper bindet
spezifisch an ein bestimmtes Epitop. Dieses wird dann im Rahmen der Antigen-
Antikorper-Reaktion durch mit an die Antikérper gekoppelte Stoffe indirekt
sichtbar gemacht. Dies geschieht meist in Form einer Farbstoffentwicklung. Bei
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den gekoppelten Stoffen handelt es sich zum Beispiel um Enzyme, Farbstoffe,
Fluorochrome, Biotin, Dextran-Polymere oder Radioisotope (Lang 2006).

2.24.1 Antikorper

APP-Antikoérper

APP (amyloid precursor protein, Amyloid-Vorlauferprotein) wird in Neuronen
synthetisiert und anschlieRend in den Axonen schnell anterograd transportiert
(Koo et al. 1990). Da APP im Falle einer axonalen Schadigung im proximal der
Verletzung gelegenen Bereich des Axons akkumuliert, kénnen akute axonale
Schadigungen mit gegen APP gerichteten Antikorpern dargestellt werden
(Ferguson et al. 1997).

Die APP-positiven Axone im Corpus callosum von wt, RPTP{+/- und RPTPZ-/-
Mausen mit Cuprizon-induzierter Entmarkung wurden unter 400-facher
VergroRBerung ausgezahlt und hieraus die Dichte der akut geschddigten Axone
pro mm? berechnet.

CD3-Antikorper

Das CD3-Molekil wird von T-Lymphozyten exprimiert (Campana et al. 1987).
Daher kénnen Antikorper gegen CD3 dazu verwendet werden, T-Lymphozyten
darzustellen (Mason DY et al. 1988).

Die CD3-positiven Zellen wurden ebenfalls im Balken unter 400-facher
VergroBerung ausgezahlt und hieraus die Dichte der T-Lymphozyten pro mm?
berechnet.

41



2. Material und Methoden

Mac-3-Antikorper

Das Mac-3-Antigen wird von mononukledaren Phagozyten (z. B. Makrophagen
und Mikroglia) exprimiert und kann mittels Antikorperbindung dargestellt
werden (Ho und Springer 1983).

Die Mac-3-positiven Zellen im Corpus callosum von wt, RPTPZ+/- und RPTPZ-/-
Mausen nach Verfutterung von Cuprizon wurden unter 400-facher
VergrofRerung ausgezahlt und hieraus die Dichte der aktivierten Mikroglia pro
mm? berechnet.

Nogo-A-Antikorper

Nogo-A ist ein Protein, das sich in Oligodendrozyten sowie weniger stark
exprimiert auch in Neuronen finden lasst. Es ist daflir bekannt, dass es durch
die Bindung an den Nogo-Rezeptor auf Neuronen und Axonen das axonale
Wachstum hemmt (Chen et al. 2000). Durch Markierung mit Antikdrpern
kénnen Oligodendrozyten im Gehirn und in demyelinisierten Lasionen
dargestellt werden (Kuhimann et al. 2007).

Die Nogo-A-positiven Zellen wurden im Balken unter 400-facher VergroRerung
ausgezahlt und hieraus die Dichte der reifen Oligodendrozyten pro mm?
berechnet.

Olig-2-Antikorper

Olig-2  (oligodendrocyte  transcription  factor 2, Oligodendrozyten-
Transkriptionsfaktor 2) kodiert fiir Proteine, die in Oligodendrozyten und deren
Progenitorzellen nachgewiesen wurden (Lu et al. 2000; Zhou et al. 2000). Olig-2
ist notwendig fir die Entwicklung von Oligodendrozyten (Park et al. 2002). Die
Darstellung von Olig-2 durch Olig-2-Antikorper diente zum Nachweis von
Oligodendrozyten und ihrer Progenitorzellen.
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Diese wurden im Balken unter 400-facher VergroRerung ausgezahlt und hieraus
die Dichte der Oligodendrozyten beziehungsweise ihrer Progenitorzellen pro
mm? errechnet.

2.2.4.2 Durchfiihrung

Bindung des primdren Antikorpers

Zuerst wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert (Xylol 3 x 5 Minuten, dann
Isoxylol 1 x 1 Minute) und in einer absteigenden Alkoholreihe bis Aqua dest.
(Ethanol 100%, 100%, 90%, 70%, 50% fiir jeweils 3 Minuten, dann Spilen in
Aqgua dest.) rehydriert. Dann erfolgte als Vorbehandlung die Demaskierung der
Antigene (,epitope retrieval”) durch Einstellen der Schnitte in kochenden
Citratpuffer fir 5 mal 3 Minuten. Dann wurden die Schnitte mit entionisiertem
Wasser gespllt und danach in eine mit PBS gefiillte Kiivette eingestellt.
AnschlieRend wurde das zu untersuchende Gewebe zwecks Blockierung der
endogenen Peroxidase 10 Minuten lang mit 3%-igem H,0,/PBS (45 ml PBS und
5 ml H,0, 30%-ig) behandelt und unspezifische Bindungsstellen durch Zugabe
von 120 ul einer 10%-igen FCS/PBS-Losung abgesattigt. Zwischen diesen beiden
Arbeitsschritten wurden die Schnitte mit PBS gespilt und in ein Shandon-
Coverplate-System eingestellt. Schlielllich wurden die jeweiligen Primar-
Antikorper in entsprechender Verdiinnung auf die Gewebeschnitte aufgebracht
und diese dann bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Schnitte erneut mit PBS gesplilt.

Sichtbarmachung der primaren Antikorper

Die Sichtbarmachung der primaren Antikérper erfolgte durch Applikation der
entsprechenden biotinylierten sekundaren Antikorper. Hierflr erhielten die mit
Primarantikorpern fiir APP bzw. Nogo-A behandelten Gewebeschnitte Schaf-
anti-Maus-Antikorper, die mit Primarantikérpern fir CD3 bzw. Mac-3
behandelten Gewebeschnitte Ziege-anti-Ratte-Antikdrper und die mit
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Primarantikorpern fiir Olig-2 behandelten Schnitte Esel-anti-Kaninchen-
Antikorper. Die Bindungsreaktion der sekundaren Antikorper an die primaren
Antikorper erfolgte bei einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur. Dann
wurden die Gewebeschnitte mit PBS gespult und anschliefend nach Aufbringen
von ExtrAvidin®, welches sich aufgrund seiner starken Affinitat zu den
Biotinmolekilen der sekundaren Antikorper nur dort anlagert, wo eine Bindung
der sekunddren Antikorper stattgefunden hat, fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden abermals mit PBS gespiilt und
dann aus den Coverplates entnommen. Danach erfolgte die Zugabe des
Entwicklungschromogens. Dabei wurde den Schnitten jeweils 50 ml PBS und 1
ml DAB-Stocklosung (1 g DAB(3,3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) gel6st
in 40 ml PBS) hinzugegeben, welche mithilfe der an das ExtrAvidin®
gebundenen Peroxidase unter Zugabe von 20 upl H,0, (Wasserstoffperoxid)
umgesetzt wurde, wodurch es zum Farbniederschlag kam. AnschlieRend
wurden die Schnitte in entionisiertem Wasser gespilt, 60 Sekunden lang in
Hamalaun-Losung gegengefarbt, 7 Minuten lang in Leitungswasser geblaut,
dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylol (Spiilen in Aqua dest, dann
Ethanol 50%, 70%, 90%, 100%, 100% fur jeweils 3 Minuten, dann Isoxylol fir 1 x
1 Minute, dann Xylol 3 x 5 Minuten) dehydriert und schlieRBlich mit DePeX
eingedeckelt.

2.2.5 Histologische Quantifizierung

Die histologische Auswertung und Morphometrie erfolgte an einem
Lichtmikroskop der Firma Olympus (Olympus, Deutschland GmbH, Hamburg,
Germany), Modell BX41. Dieses war mit folgenden Objektiven ausgestaltet:

- Objektiv 2x/0,05
- Objektiv 4x/0,10
- Objektiv 10x/0,25 (100-fache VergroRerung)
- Objektiv 20x/0,40 (200-fache VergroRRerung)
(
(

(20-fache VergroRerung)
(40-fache VergroRerung)

- Objektiv 40x/0,65 (400-fache VergroRerung)
- Objektiv 100x/1,25 (1000-fache VergréRerung)

44



2. Material und Methoden

Die verwendeten Okulare mit 10-facher VergrofRerung stammten ebenfalls von
der Firma Olympus und verfligten lGber ein standardisiertes Zellzahlgitter, um
Zellzahlungen zu ermoglichen.

Die Fotodokumentation erfolgte mittels eines BX52 Lichtmikroskops der Firma
Olympus mit integrierter DP71 Digitalkamera und der dazugehérigen
Bildanalysesoftware cell*F.

2.2.5.1 Zell-, Myelin- und Axonquantifizierung

Die Quantifizierung der Nogo-A-positiven reifen Oligodendrozyten bzw. der
Olig-2-positiven Oligodendrozyten und Oligodendrozyten-Progenitorzellen, der
CD3-positiven T-Lymphozyten, der Mac-3-positiven aktivierten Mikroglia, der
APP-positiven geschadigten Axone und des Ausmales der Demyelinisierung
(LFB/PAS) erfolgte in der auf Abbildung 2 dargestellten Ebene bei 400-facher
bzw. 40-facher (AusmaR der Demyelinisierung) VergrofRerung. Dabei wurden
die medial bzw. kranial der beiden Seitenventrikel gelegenen medialen Areale
des Corpus callosum ausgewertet und bei der Bestimmung des Ausmalles der
Demyelinisierung zusatzlich auch die lateral der Seitenventrikeln gelegenen
Areale des Corpus callosum. Der Schweregrad des Myelinverlustes wurde
mithilfe des in Tabelle 6 dargestellten semiquantitativen Scores nach Hiremath
et al. (1998) bestimmt.

Score Schweregrad des Myelinverlustes des
Corpus callosum (LFB/PAS)

kein Myelinverlust

< 1/3 des Balkens ohne Myelin

1/3 - 2/3 des Balkens ohne Myelin

WIN| k| O

>2/3 des Balkens ohne Myelin

Tabelle 6: Semiquantitativer Score zur Bestimmung des Myelinverlustes bei Cuprizon-
induzierter Entmarkung des Corpus callosum (LFB/PAS) nach Hiremath et al. (1998)
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Abbildung 2: Uberblick tiber die ausgewerteten Areale des ZNS mit Markierung des Corpus
callosum (Pfeile) im LFB/PAS. Cuprizon-behandeltes Tier mit partieller Entmarkung.
OriginalvergroRerung: 20-fach. BalkengrofRe: 500 um.

2.3 Statistische Analysen

Die Erfassung der Daten erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2000
(Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) auf einem
Personalcomputer. Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem
Programm GraphPad PRISM® 5.01 (GraphPad Software, San Diego, USA)
durchgefihrt.

Die durch die morphometrische Analyse gewonnenen Daten der verschiedenen
experimentellen Gruppen wurden im Hinblick auf mogliche signifikante
Unterschiede lberprift. Dazu wurden zunachst fiir jede Gruppe der Mittelwert
(MW) und die Standardabweichung (standard deviation, SD) bestimmt und
mittels Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift, ob die jeweiligen Daten einer
Gauld'schen Normalverteilung entsprechen.

Zum Vergleich der drei experimentellen Gruppen wt, RPTP{+/- und RPTPZ-/-
Mause zogen wir die Varianzanalyse nach ANOVA (analysis of variance) mit
anschliefender Tukey Post-Test-Analyse heran. Als statistisch signifikant wurde
dabei jeweils ein p-Wert von p < 0,05 betrachtet.
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Der Vergleich zweier Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test. Auch
hierbei wurde ein p-Wert von p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer RPTPZ-Defizienz auf die
Dichte oligodendroglialer Zellen, die Remyelinisierung, die axonale Schadigung
sowie die Mikroglia- und T-Zell-Infiltration im Modell der Cuprizon-induzierten
Entmarkung untersucht.

Eine tabellarische Aufstellung aller Ergebnisse findet sich im Anhang (s. Tab. 7).

3.1 Morphometrische Analyse der Wildtyp-, RPTPZ-heterozygoten und
RPTPZ-Knockout-Mduse nach 6-wochiger Verfiitterung von
Cuprizon

3.1.1 Ausmal} der Entmarkung in Wildtyp-, RPTP{-heterozygoten und RPTP-
Knockout-Mausen

Das Ausmall der Entmarkung im Corpus callosum wurde mittels des
semiquantitativen Scores nach Hiremath et al. (1998) in der LFB/PAS-Farbung
quantifiziert. Entmarkte Areale stellten sich rosa statt blau dar. Mediale und
laterale Areale des Corpus callosum wurden getrennt untersucht.

Bei den medialen Arealen erreichten die Wildtyp-Mause (wt) einen Score von
1,7 £+ 0.9 (MW =+ SD), die RPTPZ-heterozygoten Mause (RPTPZ+/-) einen Score
von 1,6 £ 0,6 (MW = SD) und die RPTP{-Knockout-Mé&use (RPTPZ-/-) einen Score
von 1,6 + 0,8 (MW + SD) (vgl. Abb. 4).

Bei den lateralen Arealen erreichten die Wildtyp-Mause einen Score von 2,8 +
0,4 (MW = SD), die RPTPZ-heterozygoten Mause einen Score von 2,8 + 0,4 (MW
1 SD) und die RPTPZ-Knockout-Mause einen Score von 2,9 £ 0,4 (MW £ SD) (vgl.
Abb. 5).

Die Varianzanalyse nach ANOVA ergab beim Vergleich der medialen Areale
einen p-Wert von p = 0,9289 und beim Vergleich der lateralen Areale einen p-
Wert von p = 0,9653 und zeigte somit keine signifikanten Unterschiede im
Ausmall des Mpyelinverlustes im Corpus callosum der drei untersuchten
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Genotypen an. Auch die Post-Test-Analyse nach Tukey ergab keine
signifikanten Unterschiede.

wt

RPTP+/-

RPTPZ-/-

Abbildung 3: Histopathologie der Cuprizon-induzierten Demyelinisierung. In der LFB/PAS-
Farbung stellten sich die Myelinscheiden im Corpus callosum blau (1), die entmarkten Areale
rosa (2) dar. Bei den drei untersuchten Genotypen waren die lateralen Areale des Balkens
starker demyelinisiert als die medialen Areale. Dabei lag beim Ausmal® der Entmarkung der
medialen und lateralen Areale kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp- und
RPTPZ-defizienten Mausen vor. OriginalvergréBerung: 20-fach. BalkengréRe: 500 um.
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Entmarkung medial

Score
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Abbildung 4: Semiquantitative Scores (MW % SD) zur Bestimmung des Myelinverlustes nach
Cuprizon-induzierter Entmarkung des Corpus callosum nach Hiremath et al. (1998) in der
LFB/PAS-Farbung bei den drei untersuchten Genotypen (mediale Areale des Corpus
callosum). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0.9289) im AusmaR des
Myelinverlustes im Corpus callosum (ANOVA mit Tukey Post-Test-Analyse).
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Abbildung 5: Semiquantitative Scores (MW % SD) zur Bestimmung des Myelinverlustes nach
Cuprizon-induzierter Entmarkung des Corpus callosum nach Hiremath et al. (1998) in der
LFB/PAS-Farbung bei den drei untersuchten Genotypen (laterale Areale des Corpus
callosum). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,9653) im AusmaR des
Myelinverlustes im Corpus callosum (ANOVA mit Tukey Post-Test-Analyse).
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3.1.2 Dichte reifer Oligodendrozyten in Wildtyp-, RPTP{-heterozygoten und
RPTPZ-Knockout-Mausen

Die Dichte der reifen Oligodendrozyten in den medialen Arealen des Corpus
callosum der drei Genotypen wurde immunhistochemisch mittels Antikdrpern
gegen Nogo-A quantifiziert. Die Nogo-A-positiven reifen Oligodendrozyten
stellten sich als braun gefarbte Zellkérper dar. Die Quantifizierung ergab fir die
Wildtyp-Mause (wt) nach 6-woéchiger Cuprizon-Gabe einen Wert von 821 + 236
(MW + SD) Nogo-A-positiven Zellen/mm?, fiir die RPTPZ-heterozygoten Mause
(RPTPZ+/-) einen Wert von 825 + 152 (MW * SD) Nogo-A-positiven Zellen/mm?
und fir die RPTPZ-Knockout-Méause (RPTPZ-/-) einen Wert von 692 + 249 (MW +
SD) Nogo-A-positiven Zellen/mm? (vgl. Abb. 7).

Bei der Durchfiihrung der Varianzanalyse nach ANOVA ergab sich mit einem p-
Wert von p = 0,2096 sowie bei der Post-Test-Analyse nach Tukey kein
statistisch signifikanter Unterschied bei der Anzahl Nogo-A-positiver reifer
Oligodendrozyten/mm?® und somit auch kein Unterschied beziiglich der
oligodendroglialen Schadigung bei den verschiedenen Genotypen.
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RPTPT+/- RPTPZ-/-

Abbildung 6: Morphologie und Verteilung reifer Oligodendrozyten (schwarze Ellipsen) in der
immunhistochemischen Farbung mit Antikdrpern gegen Nogo-A nach Cuprizon-induzierter
Entmarkung im Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten Mausen.
Originalvergroerung und BalkengroRe: 100-fach bzw. 200 um (obere Reihe), 200-fach bzw.
100 um (mittlere Reihe), 400-fach bzw. 50 um (untere Reihe).
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Abbildung 7: Nogo-A-positive reife Oligodendrozyten/mm2 (MW £ SD) in den drei
untersuchten Genotypen nach Cuprizon-induzierter Entmarkung. Immunhistochemische
Farbung mit Antikérpern gegen Nogo-A. Bei den verschiedenen Genotypen lag kein
signifikanter Unterschied (p = 0,2096) bezliglich der Dichte reifer Oligodendrozyten vor
(ANOVA mit Tukey Post-Test-Analyse).

3.1.3 Dichte der Oligodendrozyten bzw. Oligodendrozyten-Progenitorzellen
in Wildtyp- und RPTP{-Knockout-Mausen

Die Dichte der Oligodendrozyten bzw. Oligodendrozyten-Progenitorzellen in
den medialen Arealen des Balkens von wt und RPTPZ-/- Mdusen nach 6-
wochiger Cuprizon-Gabe wurde immunhistochemisch mithilfe von Antikorpern
gegen Olig-2 bestimmt. Die Olig-2-positiven Oligodendrozyten bzw.
Oligodendrozyten-Progenitorzellen  stellten  sich als  braun (reife
Oligodendrozyten) bzw. stark braun (Oligodendrozyten-Progenitorzellen)
gefarbte Zellkerne dar. Dabei ergab sich fiir die Wildtyp-Mause (wt) ein Wert
von 1425 + 278 (MW + SD) Olig-2-positiven Zellen/mm? und fir die RPTPZ-
Knockout-Mause (RPTPZ-/-) ein Wert von 1299 + 248 (MW % SD) Olig-2-
positiven Zellen/mm? (vgl. Abb. 9).

Wildtyp- und RPTPZ-Knockout-Mause zeigten keinen signifikanten Unterschied

bezlglich der Dichte der Oligodendrozyten und ihrer Progenitorzellen bzw.
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bezlglich des AusmaBes der Rekrutierung bzw. Differenzierung der
Oligodendrozyten-Progenitorzellen (ungepaarter t-Test).

RPTPZ-/-

Abbildung 8: Morphologie und Verteilung der Oligodendrozyten und ihrer Progenitorzellen
(schwarze Ellipsen) in der immunhistochemischen Farbung mit Antikorpern gegen Olig-2
nach Cuprizon-induzierter Entmarkung im Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPC-
Knockout-Mdusen. OriginalvergroRerung und BalkengroRe: 100-fach bzw. 200 um (obere
Reihe), 200-fach bzw. 100 um (mittlere Reihe), 400-fach bzw. 50 um (untere Reihe).
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Abbildung 9: Olig-2-positive Oligodendrozyten bzw. Oligodendrozyten-
Progenitorzellen/mm? (MW # SD) in den Wildtyp- und RPTPZ-Knockout-Mé&usen nach
Cuprizon-induzierter Entmarkung. Immunhistochemische Farbung mit Antikérpern gegen
Olig-2. Es stellte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,3269) bei der Dichte der
Oligodendrozyten bzw. ihrer Progenitorzellen zwischen den beiden Genotypen dar
(ungepaarter t-Test).

3.1.4 Axonale Schadigung in Wildtyp- und RPTP{-Knockout-Mausen

Die akute axonale Schadigung in den medialen Arealen des Corpus callosum
von wt und RPTPZ-/- Mausen nach 6-wochiger Cuprizon-Gabe wurde
immunhistochemisch mittels Antikorpern gegen das sogenannte Amyloid-
Vorlauferprotein (amyloid precursor protein, APP) quantifiziert. APP-positive
axonale Spharoide stellten sich dabei braun gefarbt dar. Es ergab sich fiir die
Wildtyp-Mause (wt) ein Wert von 654 + 622 (MW % SD) APP-positiven
Axonen/mm? und fur die RPTPZ-Knockout-Mzuse (RPTPZ-/-) ein Wert von 769 +
322 (MW % SD) APP-positiven Axonen/mm? (vgl. Abb. 11).

Wildtyp- und RPTPZ-Knockout-Mause unterschieden sich bezliglich der Anzahl
akut geschadigter Axone bzw. der Schwere des axonalen Verlustes nicht

signifikant voneinander (ungepaarter t-Test).
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P

wt RPTPZ-/-
Abbildung 10: Morphologie und Verteilung axonaler Schadigung (schwarze Ellipsen) in der
immunhistochemischen Farbung mit Antikorpern gegen APP nach Cuprizon-induzierter
Entmarkung im Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPZ-Knockout-Mdausen.

Originalvergroerung und BalkengréBe: 100-fach bzw. 200 um (obere Reihe), 200-fach bzw.
100 um (mittlere Reihe), 400-fach bzw. 50 um (untere Reihe).
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Abbildung 11: APP-positive axonale Spéiroide/mm2 (MW £ SD) in den Wildtyp- und RPTPC-
Knockout-Mausen nach Cuprizon-induzierter Entmarkung. Immunhistochemische Farbung
mit Antikdrpern gegen APP. Beziiglich der Dichte akut geschadigter Axone/mm? zeigte sich
kein signifikanter Unterschied (p = 0,6177) zwischen den beiden Genotypen (ungepaarter t-
Test).

3.1.5 Entziindung in Wildtyp-, RPTP{-heterozygoten und RPTPI{-Knockout-
Mausen

Die Dichte der T-Lymphozyten bzw. aktivierten Mikroglia in den medialen
Arealen des Balkens der drei Genotypen nach 6-wo6chiger Cuprizon-
Verfltterung (Stadium der Entmarkung) wurde immunhistochemisch mithilfe
von Antikorpern gegen CD3 bzw. Mac-3 bestimmt. Die CD3-positiven T-
Lymphozyten bzw. Mac-3-positiven aktivierten Mikroglia stellten sich jeweils
als braun angefarbte Zellkorper dar.

Dabei ergab sich bei der Bestimmung der CD3-positiven Zellen fir die Wildtyp-
Mause (wt) ein Wert von 1,3 £ 1,9 (MW + SD) CD3-positiven Zellen/mm?, fur
die RPTPZ-heterozygoten Mause (RPTPZ+/-) ein Wert von 1,5 + 2,7 (MW # SD)
CD3-positiven Zellen/mm? und fur die RPTPZ-Knockout-M&use (RPTPZ-/-) ein
Wert von 0,4 + 0,8 (MW % SD) CD3-positiven Zellen/mm? (vgl. Abb. 13).

Bei der Quantifizierung der Mac-3-positiven Zellen ergab sich fur die Wildtyp-
Mause (wt) ein Wert von 357 + 200 (MW * SD) Mac-3-positiven Zellen/mm?,
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fur die RPTPZ-heterozygoten Mause (RPTP{+/-) ein Wert von 385 + 134 (MW +
SD) Mac-3-positiven Zellen/mm? und fir die RPTPZ-Knockout-Méause (RPTPZ-/-)
ein Wert von 444 + 210 (MW + SD) Mac-3-positiven Zellen/mm? (vgl. Abb. 15).

Die Durchfiihrung der Varianzanalyse nach ANOVA ergab fiir die Dichte der
CD3-positiven T-Lymphozyten/mm? einen p-Wert von p = 0,3991 und fiir die
Dichte der Mac-3-positiven aktivierten Mikroglia/mm? einen p-Wert von p =
0,4956. Die drei Genotypen unterschieden sich voneinander somit nicht
signifikant bei der Dichte der T-Lymphozyten und aktivierten Mikroglia. Auch
bei der Post-Test-Analyse nach Tukey zeigte sich kein signifikanter Unterschied
bezuglich der Dichte dieser Zelltypen/mm?. Folglich lieR sich bei den drei
Genotypen kein Unterschied beziglich des AusmaRes der Entziindung
ermitteln.
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RPTPZ+/- RPTPZ-/-

Abbildung 12: Morphologie und Verteilung der T-Lymphozyten (schwarze Ellipsen) in der
immunhistochemischen Farbung mit Antikdrpern gegen CD3 nach Cuprizon-induzierter
Entmarkung im Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten Mausen.
Originalvergroerung und BalkengréBe: 100-fach bzw. 200 um (obere Reihe), 200-fach bzw.
100 um (mittlere Reihe), 400-fach bzw. 50 um (untere Reihe).
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Abbildung 13: CD3-positive T—Lymphozyten/mm2 (MW £ SD) in den drei untersuchten
Genotypen nach Cuprizon-induzierter Entmarkung. Immunhistochemische Farbung mit
Antikorpern gegen CD3. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,3991) beziiglich
der Dichte der T-Lymphozyten bei den verschiedenen Genotypen (ANOVA mit Tukey Post-
Test-Analyse).
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RPTP+/- RPTPZ-/-

Abbildung 14: Morphologie und Verteilung aktivierter Mikroglia (schwarze Ellipsen) in der
immunhistochemischen Farbung mit Antikérpern gegen Mac-3 nach Cuprizon-induzierter
Entmarkung im Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten Mausen.
Originalvergroerung und BalkengréBe: 100-fach bzw. 200 um (obere Reihe), 200-fach bzw.
100 pum (mittlere Reihe), 400-fach bzw. 50 um (untere Reihe).
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Abbildung 15: Mac-3-positive aktivierte Mikroglia/mm2 (MW % SD) in den drei untersuchten
Genotypen nach Cuprizon-induzierter Entmarkung. Immunhistochemische Farbung mit
Antikorpern gegen Mac-3. Die Dichte der aktivierten Mikroglia unterschied sich bei den
verschiedenen Genotypen nicht signifikant (p = 0,4956) voneinander (ANOVA mit Tukey
Post-Test-Analyse).
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4 Diskussion

Das Cuprizon-Modell ist ein experimentelles Tiermodell der MS, welches sehr
gut zur Untersuchung der direkt an der De- und Remyelinisierung beteiligten
zellularen Prozesse geeignet ist (Ludwin 1978).

Hierbei wird die Demyelinisierung auf toxischem Wege durch Cuprizon
(Biscyclohexanon Oxalyldihydrazon), einem Kupferchelator, mit dessen Hilfe
Kupfer quantitativ bestimmt werden kann (Peterson und Bollier 1955) und der
erstmals in den 1960er Jahren als toxisches Agens bei Tierexperimenten mit
Mausen genutzt wurde (Carlton 1966), hervorgerufen (Blakemore 1973). Die
Demyelinisierung wird dabei wohl eher durch den Untergang von
Oligodendrozyten verursacht als durch eine direkte Zerstérung der
Myelinscheiden. Darliber hinaus hat es den Anschein, als ob die Schadigung
von Zellen im ZNS sich auf die Oligodendrozyten beschranke (Blakemore 1972).
Auf welche Art und Weise Cuprizon seine toxische Wirkung genau entfaltet, ist
noch nicht vollstandig geklart. Es gibt aber Hinweise, dass Cuprizon durch die
Bindung von Kupfer einen Kupfermangel im Gehirn verursacht, welcher
wiederum zu einer Funktionsstorung von Mitochondrien mit nachfolgendem
Energiemangel glialer Zellen fihrt (Venturini 1973). Der Grund dafir, dass
dieser Energiemangel wohl nur bei den Oligodendrozyten zum Zelluntergang
fihrt, konnte darin liegen, dass sie groBe Mengen von Myelin aufrechterhalten
miussen und dies mit einem hohen Energiebedarf verbunden ist (Matsushima
und Morell 2001).

Ein wesentlicher Vorteil des Cuprizon-Modells gegeniiber anderen
experimentellen Tiermodellen der MS, wie z. B. der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), ist die hohe Reproduzierbarkeit des
Musters des Oligodendrozytenunterganges und der Demyelinisierung im
Corpus callosum bei Verwendung bestimmter Mausstamme. Es kommt weder
zu einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke (Bakker und Ludwin 1987) noch zu
einer wesentlichen Infiltration von Lymphozyten (Komoly 2005). Das
Immunsystem in den Lasionen wird ausschlief8lich durch aktivierte Mikroglia
reprasentiert (Hiremath et al. 1998; Remington et al. 2007). Hierdurch kann
unter anderem die Bedeutung der Mikroglia fir die Stimulation von
Proliferation und Differenzierung der Oligodendrozyten-Progenitorzellen
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(Diemel et al. 1998; Matsushima und Morell 2001), welche die Voraussetzung
fir eine Remyelinisierung sind, unabhangig von weiteren immunologischen
Prozessen analysiert werden.

Ziel dieser Studie war es, die Rolle der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase
(RPTP) - diese PTPase wird vornehmlich im Nervensystem in Oligodendrozyten
(Canoll et al. 1996; Ranjan und Hudson 1996), Astrozyten und Neuronen
(Shintani et al. 1998) exprimiert - bei der De- und Remyelinisierung zu
erforschen. Zu diesem Zweck untersuchten wir den Einfluss von RPTPC auf das
Ausmal} der Demyelinisierung, den Untergang von Oligodendrozyten bzw. die
Rekrutierung und Differenzierung von Oligodendrozyten-Progenitorzellen, die
axonale Schadigung sowie die Entziindung im Corpus callosum von Wildtyp-
und RPTP{-defizienten Mausen nach 6-wdchiger Verflitterung von 0,25%-igem
Cuprizon.

4.1 Die Bedeutung von RPTPT fiir das Ausmafd der Entmarkung unter
Cuprizon-Verfiitterung

Diverse Studien deuten darauf hin, dass Tyrosin-Phosphorylierung bzw.
-Dephosphorylierung durch Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) bzw. Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) eine wesentliche Rolle beim Prozess der
Myelinsynthese spielen (Umemori et al. 1999; Peretz et al. 2000). Inwieweit
dies auch fiir die Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase T zutrifft, geht nicht
eindeutig aus der Fachliteratur hervor. Wahrend einige Untersuchungen die
Bedeutung von RPTPC fir diverse Reifungsprozesse des ZNS zu bestatigen
scheinen (Levy et al. 1993; Canoll et al. 1996; Nishiwaki et al. 1998), wird dies in
anderen Quellen (Harroch et al. 2000) in dieser Form nicht bestatigt,
wenngleich es jedoch auch hier Hinweise dafiir gibt, dass RPTP{ an Prozessen
der Myelinsynthese und/oder Remyelinisierung beteiligt sein konnte. Spatere
Untersuchungen von Harroch et al. (2002) an Mausen und Menschen scheinen
die Bedeutung von RPTPC bzw. Ptprzl, dem humanen Homolog von RPTP, fiir
die Genesung von demyelinisierenden Erkrankungen bei Mausen bzw.
Menschen zu untermauern.
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Bei unseren Untersuchungen wurde das Ausmall der Entmarkung im Corpus
callosum in Wildtyp- und RPTP{-defizienten Mausen nach 6-wochiger
Verfutterung von 0,25%-igem Cuprizon bestimmt. Dies erfolgte anhand von
histologischen Praparaten in der LFB/PAS-Firbung unter Verwendung des
semiquantitativen Scores nach Hiremath et al. (1998).

Bei der Auswertung der erhobenen Daten konnten wir keinen signifikanten
Unterschied bezlglich des Ausmales der Entmarkung zwischen den Wildtyp-
und RPTPZ-defizienten Mausen feststellen. Signifikante Unterschiede bei der
Entmarkung zeigten sich lediglich zwischen den medialen und lateralen Arealen
des Corpus callosum, dies jedoch bei allen drei Mausgruppen gleichermal3en.

Dementsprechend kam der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase ¢ bei
unseren Untersuchungen offensichtlich keine tragende Rolle beim Schutz des
Corpus callosum vor Cuprizon-induzierter Entmarkung zu.

4.2 Die Bedeutung von RPTPU fiir das AusmaB Cuprizon-induzierter
Apoptosen von Oligodendrozyten

Diverse Studien konnten bereits belegen, dass das Ausmall der
Remyelinisierung in MS-Plaques von der Anzahl der Oligodendrozyten, also
jener Zellen, die im ZNS verantwortlich fiir die Myelinsynthese sind, abhangig
zu sein scheint (Brick et al. 1994; Ozawa et al. 1994). Dariber hinaus ist
bekannt, dass die Dichte von Oligodendrozyten in chronischen MS-Lasionen
meist sehr gering ausfallt (Mews et al. 1998), wahrend sie hingegen in akuten
MS-Lasionen stark variiert (Lucchinetti et al. 1999). Die Verkleinerung der
Oligodendrozytenpopulation ist dabei vermutlich malRgeblich auf Apoptose
zurickzufiihren (Mason JL et al. 2000 b). Wenngleich es in aktiv
demyelinisierenden Lasionen generell zu einer starken Abnahme der
Oligodendrozytendichte kommt, so fallt dennoch auf, dass auch nach Tagen
bzw. Wochen demyelinisierender Aktivitdt teilweise noch funktionstiichtige
Oligodendrozyten auffindbar sind, sodass wohl davon ausgegangen werden
muss, dass innerhalb demyelinisierter Lasionen Faktoren existieren, welche auf
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Oligodendrozyten stimulierend bzw. protektiv wirken (Raine und Wu 1993). Die
Uberpriifung dieser These scheint insbesondere bei der Betrachtung der
Studien von Ludwin (1984) sowie Ludwin und Bakker (1988) an Relevanz zu
gewinnen, in denen die Beobachtung gemacht wurde, dass dem Anschein nach
ausgereifte Oligodendrozyten, welche wahrend der Demyelinisierung nicht
apoptotisch geworden sind, proliferieren und zur Remyelinisierung beitragen
kénnen.

Unterschiedliche Arbeitsgruppen konnten bei ihren Untersuchungen Daten
sammeln, die darauf hindeuten, dass Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) bzw.
Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) in den Prozess der Oligodendrozytenprotektion
eingebunden sind. Dell' Albani et al. beobachteten 1998, dass sich die beiden
Zytokine PDGF (platelet-derived growth factor), ein aus Blutplattchen
stammender Wachstumsfaktor, und CNTF (ciliary neurotrophic factor), ein
Wachstumsfaktor  fir Neurone, positiv auf das Uberleben von
Oligodendrozyten-Progenitorzellen auswirken und sie eben diese Wirkung
durch Tyrosin-Phosphorylierung in Oligodendrogliazellen vermitteln. Casaccia-
Bonnefil et al. (1999) schlussfolgerten aus ihren Untersuchungen, dass das
Uberleben von Oligodendrozyten durch Prozesse geférdert wird, in die auch
oligodendrogliale Tyrosin-Kinasen eingebunden sind.

Auch RPTPT - ebenfalls in Oligodendrozyten exprimiert (Canoll et al. 1996;
Ranjan und Hudson 1996) - scheint Oligodendrozyten vor Apoptose schiitzen zu
konnen (Harroch et al. 2002). Unklar ist bis heute jedoch, Uber welchen
Mechanismus RPTP{ diesen Effekt vermittelt. Es wird hierzu allerdings
postuliert, dass Astrozyten - auch in diesen Zellen wird RPTPT exprimiert
(Shintani et al. 1998) - wahrend Cuprizon-induzierter Entmarkung im Corpus
callosum von Mausen IGF-1 (insulin-like growth factor-1) synthetisieren
(Komoly et al. 1992) und dass IGF-1 Cuprizon-induzierte Apoptose von
ausgereiften Oligodendrozyten mindern und auf diese Weise eine schnellere
Reparatur der Demyelinisierung bewirken kann (Mason JL et al. 2000 a).

Huang et al. (2012) hingegen konnten bei ihren Untersuchungen, im Rahmen
derer sie mittels Lysolecithin-induzierter Toxizitat eine akute Entmarkung im
ZNS von Wildtyp- und RPTPZ-Knockout-Mausen hervorriefen, keine Indizien
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daflr sammeln, dass RPTPT fiir den Schutz von Oligodendrozyten vor Apoptose
durch Lysolecithin essentiell ist.

Ziel unserer Untersuchungen war es, zu untersuchen, inwiefern die Expression
von RPTPZ Einfluss auf das Uberleben bzw. die Apoptose von Oligodendrozyten
im Rahmen der Cuprizon-Toxizitat hat.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir das Corpus callosum von Wildtyp-
und RPTPZ-defizienten Mausen im Hinblick auf die Dichte der reifen
Oligodendrozyten nach 6-wdchiger Verfutterung von 0,25%-igem Cuprizon mit
der Fragestellung, ob eine RPTP{-Defizienz eine erhdohte Vulnerabilitat von
Oligodendrozyten gegenliber Cuprizon-induzierter Toxizitat bedingt.

Bei der statistischen Auswertung unserer Daten fiel auf, dass die Dichte der
reifen Oligodendrozyten bei den Wildtyp- und RPTPZ-heterozygoten Mausen
nahezu identisch und im Vergleich dazu bei den RPTPZ-Knockout-Mausen
geringer war. Statistisch  signifikant war dieser Unterschied der
Oligodendrozytendichte zwischen den Mausgruppen jedoch nicht.

Unsere Daten lassen demnach nicht darauf schlieBen, dass RPTP{ an der
Protektion von Oligodendrozyten vor Cuprizon-bedingter Apoptose wesentlich
beteiligt ist.

4.3 Die Bedeutung von RPTPT fiir das AusmaR der Rekrutierung und
Differenzierung von Oligodendrozyten-Progenitorzellen bei
Cuprizon-induzierter Entmarkung

Beim Cuprizon-Tiermodell fallt unter anderem auf, dass es etwa ab der 6.
Woche der Cuprizon-Verfiitterung zu Remyelinisierung im Corpus callosum
sowie zu einer Zunahme der Oligodendrozytendichte kommt, nachdem zuvor
Demyelinisierung stattgefunden hat und die Oligodendrozytenpopulation
nahezu vollstandig verschwunden ist (Matsushima und Morell 2001).
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Bis heute ist nicht sicher geklart, woher diese neuen Oligodendrozyten im
Corpus callosum stammen.

Mason JL et al. (2000 b) stellten bei ihren Untersuchungen an Mausen im
Rahmen des Cuprizon-Tiermodells fest, dass ab der 2. Woche der Cuprizon-
Verfiitterung Oligodendrozyten-Progenitorzellen in Nachbarregionen des
Corpus callosum zu proliferieren und in das Corpus callosum einzuwandern
scheinen, dort dann in der 3. bzw. 4. Woche akkumulieren und sich zu
differenzieren beginnen, bevor die Dichte der reifen Oligodendrozyten im
Corpus callosum deutlich ansteigt. Daraus leiteten sie ab, dass die neue
Oligodendrozytenpopulation vermutlich von den zuvor eingewanderten
Oligodendrozyten-Progenitorzellen abstammt. Diese Annahme scheint durch
eine Studie von Gensert und Goldman (1997) gestiitzt zu werden, bei der auch
sie bereits zuvor beobachten konnten, dass Oligodendrozyten-Progenitorzellen
in  demyelinisierten  Plagues zu myelinisierenden Oligodendrozyten
differenzieren.

Fir uns stellte sich die Frage, inwiefern RPTP{ sich auf den Prozess der
Rekrutierung bzw. Differenzierung der Oligodendrozyten-Progenitorzellen
auszuwirken vermag. Es wird vermutet, dass die Akkumulation von
Oligodendrozyten-Progenitorzellen im Corpus callosum im Zusammenhang mit
dem zeitgleich beobachteten starken Anstieg des Spiegels von IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) stehen bzw. durch ihn bedingt sein kdnnte (Mason JL et al.
2000 b). IGF-1 wird wahrend Cuprizon-induzierter Demyelinisierung in Mausen
unter anderem von Astrozyten sezerniert (Komoly et al. 1992). Astrozyten
gehoren zu den Zellen des ZNS, welche RPTPT exprimieren (Shintani et al.
1998). Somit scheint ein Zusammenhang zwischen RPTP{ und der Rekrutierung
bzw. Differenzierung der Oligodendrozyten-Progenitorzellen im Corpus
callosum denkbar. Andererseits scheinen die Forschungsergebnisse von Huang
et al. (2012), die bei ihren Untersuchungen von Riickenmarksgewebe aus
Wildtyp- und RPTP{-Knockout-Mausen, in dem sie zuvor mittels lokaler
Lysolecithin-Injektion eine fokale Demyelinisierung hervorgerufen hatten,
dagegen zu sprechen, dass RPTPC fiir die Rekrutierung oder Differenzierung von
Oligodendrozyten-Progenitorzellen von Bedeutung ist, da sich die beiden
experimentellen  Gruppen weder bzgl. der Anzahl rekrutierter
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Oligodendrozyten-Progenitorzellen  noch  bzgl. der  Anzahl reifer
Oligodendrozyten in den Lasionen signifikant voneinander unterschieden.

Durch unsere Untersuchungen wollten wir Gberpriifen, ob die Expression von
RPTPC fir die Rekrutierung bzw. Differenzierung von Oligodendrozyten-
Progenitorzellen im Corpus callosum relevant ist. Zu diesem Zweck
untersuchten wir das Corpus callosum von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten
Madusen im Hinblick auf die Dichte der Oligodendrozyten und
Oligodendrozyten-Progenitorzellen nach 6-wdéchiger Verfitterung von 0,25%-
igem Cuprizon mit der Fragestellung, ob eine RPTPZ-Defizienz zu einer
verminderten Rekrutierung bzw. Differenzierung von Oligodendrozyten-
Progenitorzellen fuhrt.

Wir stellten fest, dass die Dichte der Oligodendrozyten bzw. Oligodendrozyten-
Progenitorzellen im Corpus callosum bei den RPTP{-Knockout-Mausen etwas
geringer war als in den Wildtyp-Mausen. Statistisch signifikant war dieser
Unterschied allerdings nicht.

Unseren Untersuchungsergebnissen zufolge scheint eine RPTP{-Defizienz also
nicht zu einer verminderten Rekrutierung bzw. Differenzierung von
Oligodendrozyten-Progenitorzellen im Corpus callosum von Mausen wahrend
Cuprizon-induzierter Demyelinisierung zu fihren.

4.4 Die Bedeutung von RPTP{ fir das Ausmall der axonalen
Schadigung bei Cuprizon-induzierter Entmarkung

Neuronen gehoren ebenfalls zu jenen Zellen, welche RPTPT exprimieren. Wie in
Kapitel 1.4.1 dargestellt, bindet RPTP{ mit seiner extrazellularen Domadne an
diverse Zelladhasionsmolekiile, Matrixmolekile und Wachstumsfaktoren,
wodurch allem Anschein nach fir die Entwicklung des Nervensystems
grundlegende Prozesse, wie Wachstum, Migration oder auch Differenzierung
von Nervenzellen, reguliert werden. Welche intrazellularen Prozesse hiermit
gekoppelt sind, ist bisher nicht abschlielend geklart.
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Huang et al. (2012) stellten bei ihren Untersuchungen fest, dass RPTPC-
defiziente Mause nach Lysolecithin-induzierter akuter Entmarkung des ZNS
einen signifikant hoheren Verlust von Axonen entwickelten als Wildtyp-Mause.
Davon leiteten sie ab, dass die Intaktheit bzw. das Uberleben von Axonen im
Rahmen demyelinisierender Erkrankungen des ZNS anscheinend von der
Expression von RPTP{ abhdngen.

Snyder et al. (1996) konnten im Rahmen ihrer Untersuchungen auBerdem
beobachten, dass es bei Ratten im Anschluss an eine Verletzung des ZNS unter
anderem in Arealen, in denen sie Aussprossung von Axonen verzeichnen
konnten, zu einer deutlich gesteigerten Expression von RPTPC kam. Daraus
schlussfolgerten sie, dass RPTP{ im ZNS womoglich einen Beitrag zum
Nachwachsen von Axonen und zur Erholung von Verletzungen leistet.

Angesichts dieser Untersuchungsergebnisse sowie vor dem Hintergrund, dass
bei der MS das Ausmal’ der Schadigung bzw. des Funktionsverlustes der Axone
mit dem Schweregrad der chronischen Behinderung einhergeht (Dutta u. Trapp
2007), die Abnahme der Axonendichte als einer der moglichen Griinde fiir den
letzten Endes meist doch frustranen Verlauf der Remyelinisierung bei der MS
diskutiert wird (Wood und Bunge 1986) und es auch deutliche Hinweise dafiir
gibt, dass das Uberleben von Oligodendrozyten von der Pridsenz von Axonen
abzuhangen scheint (Barres et al. 1993), untersuchten wir das Corpus callosum
von Wildtyp- und RPTPZ-defizienten Mausen hinsichtlich des Ausmalies der
axonalen Schadigung nach 6-wdochiger Verfltterung von 0,25%-igem Cuprizon.
Als Indikator diente dabei APP (amyloid precursor protein, Amyloid-
Vorlauferprotein), welches sich bei einer axonalen Schadigung im proximal
(und in geringerem AusmaR auch distal) der Verletzung gelegenen Bereich des
Axons anhauft (Ferguson et al. 1997). Fihrt eine RPTP{-Defizienz zu verstarkter
axonaler Schadigung bzw. zu einem herabgesetzten Regenerationspotential der
im Rahmen der Cuprizon-Verfiitterung geschadigten Axone?

Wir stellten fest, dass die Dichte von APP und damit das Ausmal der axonalen

Schadigung in den Wildtyp-Mausen etwas geringer als in den RPTP{-Knockout-
Mausen ausfiel. Ein signifikanter Unterschied lag dabei allerdings nicht vor.
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Unseren Ergebnissen zufolge scheint ein Fehlen von RPTPT also nicht zu einer
erhohten axonalen Schadigung wahrend Cuprizon-induzierter Toxizitat zu
flhren.

4.5 Die Bedeutung von RPTPT fiir das Ausmal} der Entziindung bei
Cuprizon-induzierter Entmarkung

Bis heute konnte noch nicht abschlielend geklart werden, welche
pathophysiologischen Prozesse der MS zugrunde liegen (Trebst et al. 2006) und
welche Funktion die Entziindung bzw. die beteiligten Immunzellen dabei im
Einzelnen erfillen. Wie in den Abschnitten 1.1.3.1, 1.2.1 und 1.3 ausfihrlich
dargelegt, werden diesbezliglich neben destruktiven auch neuroprotektive
bzw. zum Prozess der Remyelinisierung beitragende Effekte diskutiert:

Wahrscheinlich kommt es bei der MS zur Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
gegen Myelinbestandteile und im Anschluss hieran zur Migration der T-Zellen
ins ZNS, wo sie durch den Kontakt mit Autoantigenen reaktiviert werden und
dann im weiteren Verlauf als Typl- und Typ2-Helferzellen sowie als
zytotoxische, CD8-positive T-Zellen eine Entziindung verursachen und dabei
teils direkt, teils indirekt mittels Aktivierung von Makrophagen/Mikroglia, B-
Lymphozyten bzw. des Komplementsystems die fir die MS charakteristische
Zerstorung der Myelinscheiden bewirken.

Andererseits scheinen die Entzlindung bzw. die beteiligten Immunzellen auch
neuroprotektiv wirken bzw. den Prozess der Remyelinisierung beglinstigen zu
konnen. Dies erreichen die Immunzellen allem Anschein nach durch Sekretion
bestimmter Zytokine und Wachstumsfaktoren. Hier sind beispielsweise die
Sekretion von BDNF (brain-derived neurotrophic factor) durch T-Zellen
(Hohlfeld et al. 2000) sowie die Sekretion von IL-1 (Interleukin-1) und IGF-1
(insulin-like growth factor-1) durch Makrophagen zu nennen (Scheibenbogen
und Andreesen 1991; Mason JL et al. 2000 a, 2000 b).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit versuchten wir zu ergriinden, ob eine
RPTPZ-Defizienz sich auf das Ausmal der Entzindung bzw. der Infiltration von
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Immunzellen auswirkt. Dazu untersuchten wir das Corpus callosum von
Wildtyp- und RPTP{-defizienten Mausen im Hinblick auf die Dichte der T-
Lymphozyten und aktivierten Mikroglia nach 6-wochiger Verfltterung von
0,25%-igem Cuprizon.

Fir die Dichte der T-Lymphozyten wie auch fiir die Dichte der aktivierten
Mikroglia ergaben sich bei den Wildtyp- und RPTPZ-heterozygoten Mausen
jeweils sehr dhnliche Werte. Damit verglichen stellten wir bei den RPTPZ-
Knockout-Mausen eine geringere Dichte der T-Lymphozyten und eine eher
gesteigerte Dichte der aktivierten Mikroglia fest. Signifikant waren diese
Unterschiede allerdings nicht.

Laut den Ergebnissen unserer Untersuchungen wirkt sich eine RPTPZ-Defizienz
also weder auf das AusmaR der Infiltration von T-Lymphozyten noch auf das
Ausmal’ der Infiltration von aktivierten Mikroglia wahrend Cuprizon-bedingter
Entmarkung aus.
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5 Zusammenfassung

Die MS ist eine chronisch entzlindliche Erkrankung des ZNS und tritt am
haufigsten bei der weillen Bevolkerung Nordeuropas und Nordamerikas auf. Es
handelt sich bei ihr um eine komplexe Autoimmunerkrankung mit weiterhin
nicht abschlieRend geklarter Atiologie und Pathophysiologie. Eine kausale
Therapie steht nach wie vor nicht zur Verfligung. Entziindung,
Demyelinisierung, Schadigung von Axonen, eine Storung der Blut-Hirn-
Schranke, der Untergang von Oligodendrozyten sowie eine reaktive Gliose sind
die Wesensmerkmale der MS. Histopathologisch und klinisch stellt sie sich als
eine heterogene Erkrankung mit unterschiedlichen histopathologischen
Mustern in den Lasionen und unterschiedlichen Krankheitsverlaufen dar.

RPTPZ, eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, wird im ZNS und dort v. a. von
Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen exprimiert. Sie ist mutmaRlich an
diversen Reifungsprozessen des ZNS beteiligt. Untersuchungen von Harroch et
al. (2000) zufolge scheint RPTPZ auch fiir die Myelinsynthese und/oder fiir an
der Remyelinisierung beteiligte Prozesse bedeutsam zu sein. Zusatzlich konnten
Harroch et al. (2002) belegen, dass RPTP{ bzw. Ptprz1 - hierbei handelt es sich
um das humane Homolog von RPTPC - allem Anschein nach fir die Erholung von
demyelinisierenden Erkrankungen bei Mausen bzw. Menschen, wie
beispielsweise der MS, relevant sind.

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich anhand des Cuprizon-Tiermodells,
eines etablierten Tiermodells der MS, die Rolle von RPTPC bei der De- und
Remyelinisierung.

Unsere Hypothese war es, dass RPTP{-defiziente Mause wahrend Cuprizon-
bedingter toxischer Entmarkung im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ein erhohtes
Ausmald an Entmarkung zeigen. Dariber hinaus wollten wir untersuchen, ob
bzw. in welchem Ausmald RPTPC Einfluss auf an der De- bzw. Remyelinisierung
beteiligte zellulare Prozesse zu nehmen vermag.

Wir konnten belegen, dass RPTP{ bzw. eine RPTP{-Defizienz keinen
wesentlichen Einfluss auf das Ausmall der Entmarkung oder die von uns
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untersuchten und an der De- bzw. Remyelinisierung beteiligten zelluldren
Prozesse nahmen.

RPTP{ bzw. eine RPTP{-Defizienz wirkten sich offensichtlich weder auf den
Verlust von Oligodendrozyten durch Apoptose noch auf die Schadigung von
Axonen aus. Auch den Prozess der Rekrutierung bzw. Differenzierung von
Oligodendrozyten-Progenitorzellen und das Ausmal der Entziindung bzw. das
AusmaR der Infiltration von Immunzellen - bei unseren Untersuchungen
namentlich T-Lymphozyten und aktivierte Mikroglia - hatten RPTPT bzw. eine
RPTPZ-Defizienz nicht beeinflusst.

Somit bleibt festzuhalten, dass RPTPC unseren Untersuchungen zufolge weder
bei der De- und Remyelinisierung wahrend Cuprizon-bedingter toxischer
Entmarkung im ZNS von Mausen noch bei den zusatzlich von uns untersuchten
an der De- und Remyelinisierung beteiligten zellularen Prozessen eine
maldgebliche Rolle zu spielen scheint.
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