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Zusammenfassung 

Multiple Sklerose (MS) ist die häufigste neurologische Erkrankung des jungen Erwach-

senenalters mit bleibender Behinderung. Sie wird als Autoimmunerkrankung erachtet. 

Krankheitstypisch sind fokale demyelinisierte Läsionen mit infiltrierten T-Zellen und 

Makrophagen/Mikroglia in der weißen Substanz des Gehirns und Rückenmarks. Ent-

markungsherde im Bereich des Kortex wurden kürzlich als wesentliche Aspekte der 

MS-Pathologie identifiziert. Obwohl der Verlust von Myelin eine Beeinträchtigung der 

Nervenleitung verursacht, korrelieren vor allem axonale Schädigung und axonaler Ver-

lust mit dem Ausmaß der bleibenden neurologischen Behinderung.  

Die klassische experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), das am häufigs-

ten verwendete Modell der Erkrankung, führt zu einem nahezu ausschließlichen Befall 

der weißen Substanz des Rückenmarks. Aus diesem Grund war das Ziel der vorlie-

genden Arbeit, neue experimentelle Modelle der MS zu entwickeln, welche eine geziel-

te Untersuchung der Mechanismen axonaler und neuronaler Schädigung in der grauen 

Substanz und im Gehirn erlauben. Hierzu wurden die folgenden beiden Ansätze ge-

wählt: 

 

1) β-Synuklein-EAE als experimentelles Modell für pathologische Veränderungen in 

der grauen Substanz bei multipler Sklerose 

Durch den selektiven Befall der grauen Substanz nach Immunisierung von Ratten mit 

dem neuronalen Antigen β-Synuklein93-111 konnte die schädigende Wirkung von  

T-Zellinfiltration und Makrophagen/Mikrogliaaktivierung auf Nervenzellen und Axone 

unabhängig von einem Befall der weißen Substanz untersucht werden. Durch die zu-

sätzliche intravenöse Gabe des entmarkenden anti-MOG-Antikörpers 8-18C5 konnte 

Demyelinisierung induziert werden. Somit wurde eine bessere Übereinstimmung mit 

der Pathologie der MS erzielt. Hierdurch konnten die pathologischen Auswirkungen 

einer rein entzündlichen mit einer entzündlich-entmarkenden Enzephalomyelitis in der 

grauen Substanz verglichen werden. 

Anhand einer vermehrten neuronalen cJun- und verminderten NeuN-Expression wurde 

gezeigt, dass die unmittelbare Nähe der Entzündungszellen zu Neuronen Zellstress 

verursacht. Dabei scheint Myelinverlust ein zusätzlicher Stressfaktor zu sein, da diese 

Tiere deutlich mehr cJun-positive Neurone in den Rückenmarksquerschnitten aufwie-

sen als jene ohne Entmarkung. Die Dichte der Nervenzellen war im akuten Entzün-

dungsstadium deutlich reduziert. Dies konnte jedoch auf die verminderte  
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NeuN-Expression und das akute, entzündlich-bedingte Ödem zurückgeführt werden. 

Die neuronale Stressantwort führte also nicht zum Zelltod. Des Weiteren konnte ge-

zeigt werden, dass iNOS-positive Makrophagen/Mikroglia und transportgestörte, APP-

positive Axone vorwiegend in den entmarkten Läsionen vorhanden waren. Die Expres-

sion der beiden antiinflammatorischen Proteine CD163 und Hämoxigenase-1 (HO-1) 

wurde in den Rückenmarksquerschnitten beider Versuchsgruppen nachgewiesen.  

Eine akute Entzündungsreaktion in der grauen Substanz führt demzufolge nicht 

zwangsläufig zum neuronalen Untergang, sondern zu einer transienten neuronalen 

Stressreaktion. Axonale Schädigung nach Entmarkung trägt wesentlich zu dieser neu-

ronalen Stressreaktion bei. 

 

2. Cuprizon-EAE, ein neues Modell mit MS-ähnlichen Läsionen im Mausgehirn  

Die toxisch induzierte Entmarkung durch Cuprizon, einem Kupferchelator, verursacht  

– bei geschlossener Blut-Hirn-Schranke – eine selektive Oligodendrozytenapoptose mit 

nachfolgender Entmarkung und geringfügiger axonaler Schädigung im Corpus  

callosum von Mäusen. Durch zusätzliche Immunisierung mit MOG35-55 wurde eine Ent-

zündungsantwort im vorgeschädigten Gehirnparenchym ausgelöst. Anhand des ge-

wählten Versuchsansatzes konnte untersucht werden, inwieweit aus dem Blut rekru-

tierte Makrophagen und T-Zellen zu einer Verstärkung der axonalen Schädigung füh-

ren und welche Mediatoren an diesen Prozessen beteiligt sind.  

Durch den gewählten Versuchsansatz konnten reproduzierbare, MS-ähnliche Entzün-

dungsherde im Balken und Kortex erzeugt werden. Im Gegensatz zur Cuprizon-

induzierten Entmarkung hatte die Infiltration von Entzündungszellen – über eine geöff-

nete Blut-Hirn-Schranke – zahlreiche APP-positive geschädigte Axone zur Folge. Des 

Weiteren exprimierten Makrophagen/Mikroglia in immunisierten Tieren die proinflam-

matorischen Proteine iNOS und S100A9/MRP14 sowie das antiinflammatorische Pro-

tein HO-1. Nach Beenden der Cuprizon-Diät erfolgte in Tieren mit und ohne Entzün-

dungsreaktion eine Neubildung des Myelins mit vergleichbarer Effizienz. Aufgrund der 

Lokalisation der Läsionen im Balken eignet sich dieses Modell besonders für bildge-

bende Analysen. Mittels der Diffusions-Tensor-Technik, die vor allem zur Untersu-

chung der Integrität von Myelin und Axonen dient, soll durch Bildgebung eine Unter-

scheidung zwischen Axonschaden und Myelinverlust möglich werden. Axonschaden 

konnte durch eine geringere axiale Diffusivität nachgewiesen werden. Allerdings war 

die radiale Diffusivität bei Tieren mit Entzündung – im Vergleich zu Kontrollmäusen –

unverändert, obwohl der Verlust von Myelin diese normalerweise erhöht. Dies weist 
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darauf hin, dass zelluläre Infiltrate die freie Diffusion der Wassermoleküle quer zu den 

Axonen in einem vergleichbaren Maße beeinflussen wie Myelin selbst. Eine Unter-

scheidung zwischen Axonschaden und Myelinverlust war bei Entmarkung mit Entzün-

dung mit dieser Technik daher nicht eindeutig möglich. 

Mithilfe des Modells der Cuprizon-EAE konnte gezeigt werden, dass Entzündung die 

Remyelinisierung nicht fördert und Axonschaden hauptsächlich durch Komponenten 

der erworbenen Immunantwort verursacht wird.  
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Summary 

Multiple sclerosis (MS) is the commonest non-traumatic neurological disease leading to 

permanent disability in young adults and is considered to be autoimmune in nature. 

The hallmarks of MS are focal demyelinated lesions with infiltrating  

macrophages/microglia and T cells in the spinal cord and brain white matter. In the last 

few years, demyelinated lesions of the cortex and the spinal cord grey matter have 

become the focus of attention. Although demyelination itself leads to disturbed  

conduction velocities the loss of axons correlates much better with the degree of  

neurological disability.  

Classical experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the most commonly 

used animal model of MS. There, inflammation is predominantly located in the spinal 

cord white matter. Based on recent findings in MS tissue, the aim of the present work 

was to establish experimental models with predominant involvement of the brain and 

spinal cord grey matter. Two different approaches were used:  

 

1) β-synuclein induced EAE, as a model for pathological changes in the grey matter in 

MS 

Immunization of Lewis rats with the neuronal antigen β-synuclein93-111 leads to a  

selective inflammation of the spinal cord grey matter. Therefore, the effects of T cell 

infiltration and macrophage/microglia activation on neurons and axons could be  

investigated independent of inflammation in the white matter. To mimic the  

inflammatory-demyelinating pathology found in MS more closely, demyelinating  

anti-MOG antibodies were transferred into β-synuclein93-111 immunized rats. With this 

approach, the pathological effects of inflammation alone and inflammatory-

demyelinating encephalomyelitis could be compared.  

Inflammation in the grey matter led to a neuronal stress response verified by increased 

cJun and reduced NeuN expression. Demyelination served as an additional stress  

factor demonstrated by an additional increase of cJun-positive neurons. Neuronal  

density was reduced because of inflammatory oedema. However, the neuronal stress 

response did not lead to neuronal cell death. Furthermore, it was found that iNOS-

positive macrophages/microglia and APP-positive axons were predominantly located in  

demyelinated as compared to purely inflammatory lesions. The antiinflammatory  

proteins CD163 and Hemeoxygenase-1 were expressed irrespective of demyelination.  
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In summary, acute inflammation in spinal cord grey matter did not lead to neuronal cell 

death in the model used, but it did induce a neuronal stress response which was further 

increased by demyelination and axonal damage. 

 

2. Cuprizone-EAE, a new model with MS-like lesions in the mouse brain  

Toxin-induced demyelination by the copper chelator cuprizone induces selective  

apoptosis of oligodendrocytes with only little axonal damage in the mouse corpus  

callosum. The integrity of the blood-brain-barrier (BBB) is not affected. In contrast,  

immunization with MOG35-55 leads to a massive infiltration of immune cells into the  

spinal cord via an open BBB. The combination of toxin-induced demyelination and  

immunization with MOG35-55 led to reproducible, MS-like lesions in the corpus callosum 

and cortex of mice. This approach made it possible to investigate the presumably 

harmful effects of infiltrating blood-borne macrophages and T cells on axons and to see 

if inflammatory mediators contribute further to this damage.  

In contrast to cuprizone-induced demyelination alone, the additional infiltration of  

inflammatory cells via an open BBB increased the number of APP-positive axons. In 

these immunized animals, macrophages/microglia expressed the proinflammatory  

proteins S100A9 and iNOS, and also the anti-inflammatory protein HO-1. Withdrawing 

cuprizone from the diet resulted in rapid remyelination, which proved comparable in 

mice with and without inflammation. The lesion location in the corpus callosum made 

this model a valuable tool for diffusion tensor imaging, a technique that allows the  

assessment of white matter microstructure. This method has been reported to  

differentiate between myelin loss and axonal damage. In the current study, axonal 

damage could be demonstrated by reduced axial diffusion. Radial diffusion was  

unchanged compared to naïve animals, although myelin loss was expected to lead to 

an increased radial diffusion. This result suggests that the cellular infiltrates affect the 

water diffusion similar to myelin itself. In the presence of inflammation, it was not  

possible to differentiate between axonal damage and demyelination the model used.  

In summary, in the present study, the newly developed cuprizone-EAE model served to 

demonstrate that adaptive inflammation does not affect the extent and velocity of  

remyelination and that axonal damage is markedly aggravated by components of the 

acquired immune system.  



1. Einleitung 
 

6 

1. Einleitung 
 

1.1 Epidemiologie und Verlaufsformen der multiplen Sklerose  

Multiple Sklerose (MS), zum ersten Mal 1868 von Jean Martin Charcot beschrieben, ist 

die häufigste neurologische Erkrankung junger Erwachsener mit bleibender Behinde-

rung (Sanders und De Keyser 2007). Pathogenetisch geht man davon aus, dass es 

sich dabei um eine Autoimmunerkrankung handelt (Sospedra und Martin 2005;  

Gold et al. 2006). Das Risiko an MS zu erkranken, ist in der nordamerikanischen und 

europäischen Bevölkerung erhöht. Der Anteil der Betroffenen wird mit 60-200 pro  

100 000 Menschen angegeben, wobei ungefähr doppelt so viele Frauen wie Männer 

an MS leiden (Sospedra und Martin 2005). Bislang konnten die genauen Krankheitsur-

sachen noch nicht geklärt werden. So diskutiert man neben einer genetischen Prä-

disposition (Träger der MHC II Haplotypen HLA-DR und QR haben eine höhere Wahr-

scheinlichkeit, an MS zu erkranken), Umwelteinflüsse (Menge des UV-Lichts), Hor-

monveränderungen, Krankheitserreger und die Folgen des gestiegenen ökonomischen 

Status als mögliche Ursachen (Sospedra and Martin 2005). Der Krankheitsverlauf und 

morphologische Veränderungen, nachgewiesen durch Magnetresonanztomographie 

(MRT) und Histologie, sind bei den einzelnen Patienten äußerst heterogen und können 

bislang nicht vorhergesagt werden (Lassmann et al. 2001; Huizinga et al. 2008). Gene-

rell werden vier Verlaufsformen unterschieden (Lublin und Reingold 1996). 

 

 Die schubförmige MS ist nach einem Krankheitsschub durch Phasen der Er-

holung gekennzeichnet und tritt bei 80-85% aller MS-Patienten auf. Für ge-

wöhnlich geht diese Variante in die sekundär progrediente Form, mit ständig 

zunehmender Behinderung, über.  

 Bei der primär progredienten MS gibt es von Krankheitsbeginn an keine Pha-

sen der Besserung. Sie ist gekennzeichnet durch eine kontinuierliche, schlei-

chende Verschlechterung. 

 Das Kennzeichen der progredient-schubförmigen MS ist ein von Beginn an 

chronisches Fortschreiten mit zusätzlichen Krankheitsschüben und partiellen 

Besserungen. 
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1.2 Pathogenese der MS 

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass autoreaktive T-Zellen und aktivierte 

Makrophagen/Mikroglia die Markscheiden schädigen und dadurch die Nervenleitung 

beeinträchtigen (Friese und Fugger 2005). Ursprünglich wurde angenommen, dass 

dabei in erster Linie CD4-T-Helfer Zellen, welche die proinflammatorischen Zytokine  

IL-2, IFN-γ und TNF-α sezernieren, eine zentrale Rolle spielen. Hinweise dafür sind 

zahlreiche CD4-positive Zellen in den Läsionen und im Liquor von MS-Patienten. Des 

Weiteren sind die bekannten genetischen Risikofaktoren die MHC II kodierenden Gene 

HLA-DR und HLA-DQ (Fogdell et al. 1995) und fast alle derzeit verfügbaren Tiermodel-

le beruhen auf einem CD4 vermittelten Mechanismus (Sospedra und Martin 2005).  

 

 

Abb. 1-1: Pathogenese der multiplen Sklerose und der experimentellen autoimmunen Enzephalo-
myelitis. Die Aktivierung enzephalitogener T-Zellen erfolgt in der Peripherie. Diese aktivierten T-Zellen 

wandern in das ZNS ein und lösen nach dortiger Antigenerkennung eine lokale Entzündungsreaktion aus, 

die die Öffnung der Blut-Hirn-Schranke zur Folge hat. Es kommt zur Rekrutierung von zahlreichen Ent-

zündungszellen und folglich zur Schädigung des Myelins und der Axone. APC: Antigenpräsentierende 

Zelle, MΦ: Makrophage, T: T-Zelle, B: B-Zelle, C: Komplement (modifiziert nach Gold et. al. 2006) 
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Mittlerweile wird jedoch eine Beteiligung der zytotoxischen CD8-T-Zellen am Krank-

heitsprozess für wahrscheinlich gehalten. Untermauert wird diese Annahme durch fol-

gende Befunde aus der humanen Erkrankung: Erstens findet eine klonale Vermehrung 

von CD8-positiven Zellen in den ZNS-Läsionen statt (Babbe et al. 2000;  

Skulina et al. 2004), zweitens haben Träger des MHC I Hapolotyps HLA-A3 ein erhöh-

tes Erkrankungsrisiko (Naito et al. 1972) und drittens korreliert die Anzahl CD8-

positiver T-Zellen mit dem Ausmaß an axonalem Schaden (Bitsch et al. 2000). Unter-

stützend konnten mittlerweile EAE-Modelle etabliert werden, die auf einem rein CD8-

vermittelten Mechanismus beruhen (Sun et al. 2001; Huseby et al. 2001; Ford und  

Evavold 2005). Dabei entspricht die Pathologie dieser Modelle, mit einer überwiegen-

den Beteiligung des Gehirns und großflächig entmarkten Läsionen mehr der humanen 

Erkrankung als die meisten CD4-vermittelten EAE-Modelle (Friese und Fugger 2005).  

Darüber hinaus tragen, wie bereits erwähnt, professionell antigenpräsentierende Zellen 

(Gold et al. 2006) und aktivierte Makrophagen/Mikroglia (Heppner et al. 2005) zur Akti-

vierung von T- und B-Lymphozyten bei. Ein Einwandern von Immunzellen in das ZNS 

wird durch eine geöffnete Blut-Hirn-Schranke (BHS) möglich (Minagar und Alexander 

2003; Lassmann et al. 2007). 

Typische Kennzeichen der MS sind fokale Entzündungsherde in der weißen Substanz 

des Gehirns und Rückenmarks (Kidd et al. 1999). Charakteristische Merkmale dieser 

Läsionen sind neben infiltrierenden T-Zellen, Monozyten und vereinzelten Granulozy-

ten, der Verlust der Markscheiden und axonaler Schaden (Lassmann et al. 2007). 

MRT-spektroskopische Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass vor allem die Schädi-

gung und der Verlust von Axonen mit dem Ausmaß der bleibenden neurologischen 

Behinderung korrelieren (Kornek et al. 2000; Lovas et al. 2000; Hendriks et al. 2005).  

In den letzten Jahren konnte, durch verbesserte pathologische Untersuchungen und 

Bildgebungsverfahren, das Vorhandensein von Läsionen in der grauen Substanz des 

Kortex und des Rückenmarks nachgewiesen werden (Kidd et al. 1999; Bozzali et al. 

2002; Bo et al. 2003b). Bemerkenswert an kortikalen MS-Läsionen sind eine im Ver-

gleich zur weißen Substanz geringere Anzahl an Entzündungszellen (Peterson et al. 

2001; Bo et al. 2003a) und das Fehlen von Komplement- und Immunglobulinablage-

rungen (Bo et al. 2003a; Brink et al. 2005). Zudem konnte im Modell der fokalen expe-

rimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis gezeigt werden, dass entzündliche Läsio-

nen im Kortex sich schnell auflösen und eine vollständige Remyelinisierung innerhalb 

kurzer Zeit erfolgt (Merkler et al. 2006b). Aufgrund dieser Beobachtungen werden un-
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terschiedliche Mechanismen vermutet, die zur Entstehung von Läsionen in der grauen 

und weißen Substanz führen (Bo et al. 2003a; Merkler et al. 2006a) .  

Neben den bereits beschriebenen Krankheitsmerkmalen haben bei MS ein Verlust von 

Neuronen und eine Atrophie des Gehirns in den letzten Jahren vermehrt Beachtung 

gefunden (Peterson et al. 2001; Kutzelnigg und Lassmann 2005; Vercellino et al. 

2007). Als mögliche Ursachen des neuronalen Schadens werden eine retrograde De-

generation als Folge axonaler Schädigung (Bozzali et al. 2002), eine direkte Schädi-

gung durch Antikörper und Entzündungszellen und eine Schädigung durch Entzün-

dungsmediatoren diskutiert.  

 

 

1.3 Tiermodelle der multiplen Sklerose  

Aufgrund der Komplexität der Erkrankung kann die MS in verschiedenen Tiermodellen 

jeweils nur partiell abgebildet werden. Die typischen Modelle hierzu sind: die experi-

mentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), das Cuprizon-Modell und die Infektion 

durch das Theiler-Virus. Das EAE- und Cuprizon-Modell wurde in der vorliegenden 

Arbeit angewandt und sind nachfolgend beschrieben. Das Theiler-Modell beruht auf 

der Hypothese, dass MS durch eine Virusinfektion ausgelöst wird und wird in Mäusen 

durch das Theiler´s Maus Enzephalomyelitis Virus induziert (Oleszak et al. 2004). 

 
1.3.1 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

EAE ist das am häufigsten verwendete Tiermodell im Bereich der MS-Forschung. Die 

Ursprünge der induzierten Enzephalomyelitis reichen bis in das Jahr 1885 zurück, als 

die von Louis Pasteur entwickelte Tollwutimpfung Lähmungserscheinungen bei geimpf-

ten Menschen verursachte. In den 30er Jahren untersuchte Thomas River den Mecha-

nismus dieser unerwünschten Begleiterscheinung durch die Immunisierung von Rhe-

susaffen mit ZNS-Homogenat in komplettem Freund´schen Adjuvans (Baxter 2007).  

Seit diesen anfänglichen Studien von River wurde EAE in einer Vielzahl von Arten, wie 

Maus, Ratte, Hamster, Schaf, Ziege, Schwein, Marmoset und Huhn, etabliert. Mittler-

weile werden für die sogenannte aktive Immunisierung häufig Myelin-Peptide verwen-

det, deren Sequenz über die MHC II Moleküle der jeweiligen Spezies präsentiert wer-

den können. Eine weitere Möglichkeit EAE auszulösen ist die passive Immunisierung. 

Dabei werden autoreaktive, myelinspezifische T-Zellen in naive Mäuse oder Ratten 

transferiert (Ben Nun et al. 1981). Sie gilt als Beweis dafür, dass EAE eine Autoim-
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munerkrankung ist und weist darauf hin, dass Autoimmunität bei MS ebenfalls eine 

Rolle spielen könnte (Gold et al. 2006) 

Durch die Verwendung von unterschiedlichen Antigenen und Tierarten lassen sich 

spezifische Aspekte der MS darstellen. In Tabelle 1-1 sind einige der wichtigsten EAE-

Modelle aufgeführt (Gold et al. 2006). Ihre Gemeinsamkeit und zugleich ihr größter 

Unterschied zur MS ist, dass die Krankheit durch Immunisierung induziert werden 

muss und nicht wie MS spontan auftritt (Gold et al. 2006). 
 
Tabelle 1-1: Häufig verwendete EAE-Modelle und ihre jeweiligen Ähnlichkeiten / Unterschiede zur MS 

(Gold et al. 2006). MOG=Myelin/Oligodendrozyten-Glykoprotein, MBP=Myelin-basisches-Protein, 

PLP=Proteolipid-Protein 

 

Modell Ähnlichkeit zur MS Unterschied zur MS Vorteil/Nachteil 

Lewis-Ratte    

MBP-, PLP-

Peptid 

T-Zellbeteiligung monophasisch, keine 

Entmarkung 

kaum genetisch ver-

änderte Ratten  

rekombinantes

MOG-Protein 

T-Zell- und Antikör-

perbeteiligung, Ent-

markung, optischer 

Nerv ist häufig betrof-

fen 

  primäre Entmarkung 

Adoptiver 

Transfer von 

T-Zellen 

perivaskuläre T-Zell- 

und Makrophagenin-

filtrate, ADEM (akute 

disseminierte En-

zephalomyelitis) 

monophasischer Ver-

lauf   
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Modell Ähnlichkeit zur MS Unterschied zur MS Vorteil/Nachteil 

Maus    

C57BL/6 

(MOG35-55) 

primär progredient, 

Axonschaden,  

T-Zellen und 

Makrophagen medi-

ierte Entmarkung 

keine Antikörperbe-

teiligung, hauptsäch-

lich sek. Myelinver-

lust, da sehr destruk-

tiv 

viele genetisch ver-

änderte Stämme 

Biozzi ABH,  

(MOG/ ZNS-

Homogenat) 

schubförmiger Ver-

lauf 

  

SJL (PLP-

Peptid) 

PL/J (MBP) 

schubförmiger Ver-

lauf 

keine Antikörperbe-

teiligung 

 

Marmoset     

rekombinantes 

MOG Protein 

primär progredient, 

kortikale Läsionen 

 ethische Bedenken, 

primär progredient 

 

Außerdem ist die EAE in Nagern im Gegensatz zur MS überwiegende eine Erkrankung 

der weißen Substanz des Rückenmarks. Da sich jedoch die Zusammensetzung der 

Läsionen in der grauen und weißen Substanz unterscheidet, sollte in der vorliegenden 

Arbeit ein Modell etabliert werden, durch welches die pathologischen Vorgänge in der 

grauen Substanz untersucht werden können. Des Weiteren war von Interesse, ein 

Mausmodell der MS mit einer reproduzierbaren Beteiligung des Gehirns zu etablieren. 

 

1.3.2 Toxin-induzierte Entmarkung durch Cuprizon 

Mit dem Modell der EAE können entzündlich bedingte Schädigungsmechanismen, die 

ebenfalls bei der MS eine Rolle spielen, untersucht werden.  

Im Gegensatz hierzu steht die toxisch-induzierte Entmarkung durch Cuprizon  

(bis-Cyclohexanon-Oxaldihydrozon), welche ohne die Beteiligung von T-Zellen und bei 

geschlossener Blut-Hirn-Schranke stattfindet (Bakker und Ludwin 1987; Kondo et al. 

1987). Wird Cuprizon über einen Zeitraum von sechs Wochen dem Futter beigemengt, 

so zeigt sich bei jungen Mäusen ein nahezu vollständiger Verlust der Markscheiden im 

Corpus callosum und im Pedunculus cerebellaris superior (Suzuki und Kikkawa 1969; 

Hiremath et al. 1998; Morell et al. 1998). Nach Beendigung der Cuprizon-Gabe erfolgt 
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die Neubildung des Myelins, ein Prozess, welcher nach einem Zeitraum von 6 Wochen 

nahezu abgeschlossen ist (Hiremath et al. 1998; Morell et al. 1998). Aufgrund des re-

versiblen Effekts und des geringen axonalen Verlusts, wird das Cuprizon-Modell für 

Untersuchungen von De- und Remyelinisierungsvorgängen verwendet. Dieses Modell 

ermöglicht, die einzelnen Schritte der Remyelinisierung besser zu verstehen und  

therapeutische Ansätze für die teilweise unvollständige Neubildung der Markscheiden 

in MS-Läsionen zu entwickeln.  

Der molekulare Mechanismus des selektiven Oligodendrozytentodes mit nachfolgender 

Entmarkung wird durch die Kupfer-bindende Eigenschaft des Cuprizons erklärt. Der 

daraus resultierende Kupfermangel führt vor allem in Oligodendrozyten, welche  

physiologisch einen hohen Kupfergehalt aufweisen (Hiremath et al. 1998; Morell et al. 

1998), zur Unterbrechung der Elektronentransportkette, zur Bildung von reaktiven 

Sauerstoffmolekülen und somit zum Zelltod (Murphy et al. 1999). Bereits nach einer 

Woche Cuprizon-Gabe finden sich zahlreiche apoptotische Oligodendrozyten und eine 

verminderte Expression von Myelinproteinen, wenn histologisch noch kein Myelinver-

lust nachgewiesen werden kann (Mason et al. 2000). Die Cuprizon-bedingte Entmar-

kung verläuft, ohne die Beteiligung von T-Zellen, führt jedoch zur Aktivierung der 

Mikroglia und zur Astrogliose (Hiremath et al. 1998). Die Mikrogliazllen produzieren 

nach der Phagozytose von Myelin trophische Stoffe wie z. B. FGF, PDGF, NT-3, NGF 

und IGF-1, welche eine Neubildung der Markscheiden fördern (Matsushima und Morell 

2001). 

Nach sechswöchiger Cuprizon-Diät lassen sich kaum mehr reife Oligodendrozyten 

nachweisen. Aus diesem Grund wird angenommen, dass eine Neubildung des Myelins 

durch Proliferation und Differenzierung von Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPC) in 

reife Oligodendrozyten erfolgt (Mason et al. 2000; Zhao et al. 2005). Molekulare Hin-

weise für den postulierten Mechanismus sind die Expression der Transkriptionsfakto-

ren Nkx2.2 und Olig2 (oligodendrocyte transcription factor 2), welche hauptsächlich 

von aktivierten OPC gebildet werden und im adulten ZNS-Gewebe nur in sehr geringen 

Mengen vorkommen. Des Weiteren werden Olig1 und PDGF-Rα in entmarkten Berei-

chen verstärkt exprimiert (Fancy et al. 2004; Zhao et al. 2005).  
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1.4 Aktivierung von Makrophagen und Mikrogliazellen 

1.4.1 Allgemeines zur Makrophagen/Mikrogliaaktivierung 

Makrophagen/Mikroglia sind zahlenmäßig die dominierende Zellpopulation in frischen 

MS-Herden und EAE-Läsionen und spielen bei der Pathogenese eine wichtige Rolle 

(Bauer et al. 2001). Obwohl Makrophagen/Mikroglia trophische Stoffe bilden, wird ins-

besondere die Schädigung von Axonen und Entmarkung als Folge von aktivierten 

Makrophagen/Mikroglia angesehen. Die genauen Schädigungsmechanismen sind je-

doch bislang unklar (Hendriks et al. 2005). 

Mikrogliazellen, die ortständigen „Gehirnmakrophagen“, sind hämatopoetischen Ur-

sprungs und wandern während der Embryonalentwicklung bzw. unmittelbar nach der 

Geburt in das ZNS ein (Barron 1995). Unter physiologischen Bedingungen und somit 

im ruhenden Zustand weisen sie eine verzweigte Morphologie auf, welche ihnen er-

laubt, ihre Umgebung nach Pathogenen „abzusuchen“ (Nimmerjahn et al. 2005). Auf-

grund der Aktivierung durch endogene oder exogene Signale nehmen sie ein rundes 

Aussehen an (Sanders und De Keyser 2007). Dabei vergrößert sich ihr Soma  

(Brown 2007).  

Makrophagen entwickeln sich ebenfalls aus Knochenmarksvorläuferzellen. Zusammen 

mit den Mikrogliazellen übernehmen sie durch Phagozytose, der Präsentation von An-

tigenen über den MHC-Komplex und der Produktion von Zyto- und Chemokinen eine 

wichtige Funktion bei der Immunantwort. Eine Unterscheidung zwischen Makrophagen 

und aktivierten Mikrogliazellen ist aufgrund gleicher Morphologie und gleichem Prote-

inexpressionsmuster histologisch nicht möglich.  

Makrophagen sind eine heterogene Zellpopulation, welche durch die Aktivierungswege 

und die Expression von bestimmten Oberflächenrezeptoren unterschieden werden. 

Nach Gordon erfolgt eine Unterteilung in fünf Subpopulationen (Gordon 2003). 

 

 Die angeborene Aktivierung, durch mikrobielle Stimuli, erfolgt durch  

Mustererkennungs-Rezeptoren (Toll, CD14/LPS-binde-Protein) und führt zur 

Bildung von proinflammatorischen Zytokinen, reaktiven Sauerstoffmolekülen 

und Stickstoffmonoxid (NO).  

 Die humorale Aktivierung und Phagozytose wird durch Fc- und Komplement-

rezeptoren vermittelt.  
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 Die klassische Aktivierung erfolgt durch LPS oder IFN-γ und führt neben der 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen zur Bildung von toxischen Ent-

zündungsmediatoren wie NO und IL-12.  

 Neben den antiinflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-13 führen Glukokorti-

koide zur alternativen Aktivierung von Makrophagen. Diese sind hauptsäch-

lich bei Allergien, humoraler Immunantwort und parasitären Erkrankungen vor-

zufinden. 

 Die Deaktivierung von Makrophagen kann durch Mechanismen der angebore-

nen und erworbenen Immunität erfolgen. Eine antiinflammatorische Immunant-

wort wird durch die Phagozytose apoptotischer Zellen bewirkt. Des Weiteren 

modulieren Zytokine und der Kontakt von Makrophagen zu T-Zellen und 

Fibroblasten die Aktivität von Makrophagen. 

 

Im ZNS wurden bisher noch keine, den oben beschriebenen Aktivierungsmustern, ver-

gleichbare Makrophagenpopulation beschrieben, jedoch weisen Makropha-

gen/Mikroglia in MS- und EAE-Läsionen Merkmale von Makrophagen auf, welche über 

den klassischen Weg aktiviert wurden. Diese bilden, zumindest für eine begrenzte Zeit, 

proinflammatorische Zytokine, iNOS und S100A9 (Hendriks et al. 2005). Weitere 

Merkmale dieser Makrophagen/Mikroglia in MS- und EAE- Entzündungsherden sind 

die erhöhte Expression von MHC II, CD45, CD40, CD86, CD80, CD11c, Komponenten 

der Komplementkaskade, Zytokinen, Chemokinen, Proteasen und Neurotrophinen 

(Raivich und Banati 2004).  

 

1.4.2 Expression aktivierungsabhängig regulierter Gene 

Über die Art der Aktivierung von Makrophagen/Mikroglia im ZNS ist wenig bekannt, 

und eine Einteilung in unterschiedlich aktivierte Makrophagen/Mikrogliapopulationen 

derzeit noch nicht möglich. Grundsätzlich stellt sich die Frage, ob phagozytierende 

Makrophagen lediglich Myelinbruchstücke und geschädigte Zellen abräumen, oder ob 

durch Phagozytose schädliche Mediatoren gebildet werden, die zu weiterem Gewebe-

schaden führen. Im Nachfolgenden werden Proteine beschrieben, die mit der Aktivie-

rung von Makrophagen/Mikroglia in Verbindung gebracht werden und anhand deren 

Expression Phagozyten in verschiedene Gruppen eingeteilt werden können.  
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1.4.2.1 S100A9/MRP14 – ein damage-associated molecular pattern Protein  

S100A9/MRP14 (myelin related protein 14), ein Kalzium-bindendes Protein, gehört zur 

Familie der S100-Proteine und bildet zusammen mit S100A8 ein funktionelles Hetero-

dimer (Foell et al. 2007). Promotoranalysen zeigten Bindungsstellen für die Transkripti-

onsfaktoren AP-1, NF-κB und C/EBP (Gebhardt et al. 2006). Eine gesteigerte Expres-

sion kann deshalb durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-1 induziert 

werden. Da S100A9 in myeloiden Zellen, Granulozyten, Monozyten und Makrophagen 

in frühen Differenzierungsstadien gebildet wird, wird von einer Funktion bei der ange-

borenen Immunantwort ausgegangen (Foell et al. 2007). S100A9/A8 überexprimieren-

de Phagozyten produzieren zudem TNF-α und IL-1 und sind nur in akuten und nicht in 

chronischen Entzündungsstadien vorzufinden. Aus diesem Grund werden sie als Mar-

ker für aktivierte und / oder neu rekrutierte Phagozyten verwendet  

(Kerkhoff et al. 1999). Neben S100A9-positiven Monozyten lässt sich eine erhöhte Se-

rumkonzentration von S100A9 bei diversen entzündlichen Erkrankungen wie z.B. der 

chronischen Bronchitis, der zystischen Fibrose, der rheumatoiden Arthritis, der Lupus 

und der MS nachweisen (Kerkhoff et al. 1999). Dabei korreliert die Menge im Serum 

mit der Aktivität der Krankheit (Foell et al. 2007).  

Funktionell wird der S100A9/A8-Komplex der Gruppe der „damage-associated  

molecular pattern proteins“ zugeordnet. Diese Proteine sind durch unterschiedliche 

Funktionen intra- und extrazellulär gekennzeichnet (Foell et al. 2007). So beeinflusst 

der zytoplasmatisch vorliegende S100A9/A8-Komplex die Migration von Phagozyten 

durch die Modulation des Tubulin-abhängigen Zytoskeletts. Hinweis dafür ist die ver-

minderte Rekrutierung von Granulozyten im Granulationsgewebe bei der Wundheilung 

von S100A9-defizienten Mäusen (Vogl et al. 2004).  

Die Sezernierung des S100A9/A8-Komplexes erfolgt über die Bindung an die Mikrotu-

buli. Für diesen sogenannten alternativen Sekretionsweg gibt es zwei Voraussetzun-

gen: Erstens die Aktivierung der Proteinkinase C muss durch Entzündung erfolgen und 

zweitens wird ein erhöhter intrazellulärer Kalziumspiegel benötigt, welcher nach Kon-

takt von Phagozyten an TNF-α stimulierten Endothelzellen ansteigt. Der genaue Me-

chanismus dieses Transportwegs ist allerdings bislang unbekannt (Roth et al. 2003). 

Der Kontakt von Phagozyten mit nicht aktivierten Endothelzellen hingegen hemmt die 

Sezernierung des Komplexes. Dadurch lässt sich erklären, warum die S100A9/A8-

Konzentration im Serum mit der Krankheitsaktivität bei entzündlichen Erkrankungen 

korreliert (Frosch et al. 2000). 
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Extrazellulär wird dieser Komplex zu einem „Gefahrensignal“. Er bindet über Heparan-

sulfatproteoglykane und carboxylierte Glykane an Endothelzellen, was nach bisherigen 

Erkenntnissen folgende entzündungsfördernden Auswirkungen hat: 

 

 Es entsteht eine verstärkte Adhäsion des Integrinrezeptors CD11b-CD18 auf 

Leukozyten zum ICAM-1 der Endothelzellen, was wichtige Voraussetzung für 

das Einwandern von Leukozyten aus dem Blutstrom in das Gewebe ist.  

 Ebenso kommt es zu einer erhöhte Transkription von proinflammatorischen 
Zytokinen (IL-8), Adhäsionsmolekülen (ICAM-1 und VCAM-1) und Enzymen 
des mitochondrialen Superoxidmetabolismus. 

 Eine erhöhte Permeabilität der Gefäßwände, durch verminderten Zell-Zell-

Kontakt und eine verminderte Expression von Zellverbindungsproteinen, zählen 

ebenfalls zu den Folgen. 

 

Die Expression von S100A9 in Monozyten bei MS wird als ein Kriterium zur Beurteilung 

des Alters der MS-Läsionen verwendet. Da davon ausgegangen wird, dass neben 

Granulozyten nur akut aus dem Blutstrom eingewanderte Monozyten in MS-

Entzündungsherden S100A9 exprimieren, wird die Expression von S100A9 in Monozy-

ten als ein Kennzeichen früh aktiver Läsionen gewertet (Bruck et al. 1995). 

 

1.4.2.2 Stickstoffmonoxidsynthase  

Das freie Radikal NO wird bei der Umwandlung von L-Arginin zu  

L-Zitrullin durch die Stickstoffmonoxidsynthase gebildet (MacMicking et al. 1997; van 

der Veen 2001). Geringe NO-Mengen, welche von der endothelialen und neuronalen 

Stickstoffmonoxidsynthase konstitutiv gebildet werden, spielen eine wichtige Rolle bei 

intrazellulären Signalwegen, wie der Neurotransmission und Vasoregulation  

(Linares et al. 2006; Sanders und De Keyser 2007). Die dritte Form, die induzierbare 

Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), wird mit erhöhten Stickstoffmonoxidkonzentrationen 

im ZNS in Verbindung gebracht. Deren Expression ist ein Kennzeichen entzündlicher 

und neurodegenerativer ZNS-Erkrankungen (Smith und Lassmann 2002;  

Linares et al. 2006). Unter physiologischen Bedingungen kann keine Expression von 

iNOS im ZNS nachgewiesen werden (Koprowski et al. 1993; Van Dam et al. 1995).  

Die Produktion von iNOS erfolgt hauptsächlich durch Makrophagen/Mikroglia, aber 

auch Astrozyten, Oligodendrozyten und Endothelzellen können iNOS exprimieren 
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(Hewett et al. 1993; Merrill et al. 1997). Die Regulation der Expression erfolgt auf 

transkriptionaler Ebene über den NF-κB-Signalweg. Somit kann die Transkription von 

iNOS durch die Zytokine TNF-α, IFN-γ und IL-1, durch Prostaglandin 2 und cAMP in-

duziert werden. IFN-γ scheint hierbei eine besondere Rolle zu spielen, da IFN-γ-

defiziente-Mäuse kein iNOS in entzündlichen Läsionen bilden (van der Veen 2001). 

Der bekannteste Inhibitor der iNOS Expression ist TGF-β. Durch die Destabilisierung 

der mRNA wird die Translation verzögert bzw. gehemmt und ihr Abbau beschleunigt 

(Vodovotz und Bogdan 1994). Des Weiteren wirken IL-4, IL-10, und Glukokortikoide 

inhibierend (Bogdan et al. 1991; Bogdan et al. 1994; Kunz et al. 1996). NO selbst 

hemmt die NF-κB-Aktivierung in Gliazellen und bildet auf diesem Weg eine negativen 

Regulationsmechanismus (Griscavage et al. 1993).  

Bei MS-Patienten lassen sich neben iNOS-positiven Makrophagen/Mikroglia in aktiven 

Läsionen NO-Produkte im Serum, Liquor und Urin nachweisen (Giovannoni et al. 1997; 

Giovannoni 1998; Giovannoni et al. 1999). Die iNOS-Expression und die Menge von 

NO-Produktion korreliert mit der Krankheitsaktivität, sowie dem Myelin- und Axonscha-

den, bei der EAE (van der Veen et al. 1997; Touil et al. 2001). Allerdings werden die 

Auswirkungen von NO und NO-Produkten (Nitroxyl, Salpetrige Säure, Stickstoffdioxid, 

Nitrat und Salpetersäure) bei MS und EAE kontrovers diskutiert (Sanders und  

De Keyser 2007). So werden neben einer Schädigung des Gewebes durch oxidativen 

Stress, Hemmung der mitochondrialen Atmungskette, Erhöhung der Blut-Hirn-

Schranken Permeabilität und Schädigung der DNA, Axone und Oligodendrozyten auch 

protektive Eigenschaften beschrieben. Hierzu zählen die Hemmung der  

T-Zellproliferation und der Antigenpräsentation, eine verminderte Adhäsion und Migra-

tion von Leukozyten durch das Endothel und eine NO-induzierte Apoptose von  

T-Zellen (Albina und Henry, Jr. 1991; Kubes et al. 1991; Sicher et al. 1994).  

 
1.4.2.3 CD163 – ein makrophagenspezifisches Protein 

CD163 wurde bislang bei Menschen, Marmosets, bei Schweinen und Nagern be-

schrieben (Zwadlo-Klarwasser et al. 1992; Law et al. 1993; Schaer et al. 2001;  

Polfliet et al. 2006). Das humane CD163 ist ein 130 kDa großes Glykoprotein mit einer 

Transmembrandomäne, wobei ein geringer Teil des Proteins zytoplasmatisch und der 

Großteil extrazellulär vorliegt (Law et al. 1993; Hogger et al. 1998). Es gehört zur Fami-

lie der cysteinreichen Scavengerrezeptoren Gruppe B und wird bei Menschen in 

Makrophagen und Monozyten gebildet (Graversen et al. 2002). Dabei exprimieren hu-

mane Gewebsmakrophagen mehr CD163, wie z. B. die Kupferzellen in der Leber, 
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Makrophagen der roten Pulpa der Milz und der Thymusrinde, Knochenmarks-

makrophagen und meningeale Makrophagen im ZNS, als Monozyten  

(Ritter et al. 1999). Im gesunden ZNS-Gewebe sind verzweigte Mikrogliazellen negati-

ve für CD163 (Fabriek et al. 2005b). Bei der Ratte hingegen wird CD163 nur von reifen 

Gewebsmakrophagen gebildet (Polfliet et al. 2006).  

Typischerweise werden bei der Heilungsphase von akuten, aber auch bei chronischen 

Entzündungen CD163-positive Makrophagen beschrieben (Moestrup und Moller 2004). 

Verschiedene antiinflammatorische Faktoren wie Glukokortikoide, IL-10 und IL-6 indu-

zieren die Expression von CD163 (Van Den Heuvel et al. 1999; Buechler et al. 2000). 

Umgekehrt hemmen proinflammatorische Mediatoren wie LPS, IFN-γ und TNF-α die 

Expression von CD163 (Buechler et al. 2000) und induzieren die Abspaltung von der 

Zelloberfläche (Hintz et al. 2002; Weaver et al. 2006). Dies führt zu einer verminderten 

CD163-Menge in der Zelle und folglich zu einer erhöhten Konzentration im Serum 

(Hintz et al. 2002; Fabriek et al. 2007). Diese proteolytische Spaltung erfolgt durch  

Metalloproteinasen und der Proteinkinase C (Droste et al. 1999; Hintz et al. 2002;  

Matsushita et al. 2002). 

Es wird angenommen, dass CD163 eine Rolle bei der Immunsuppression und Heilung 

spielt. Allerdings ist die bislang am besten charakterisierte Funktion des membranstän-

digen CD163 die Bindung des Hämoglobin-Haptoglobin-Komplexes (Hb-Hp), der an-

schließend durch Endozytose von Makrophagen aufgenommen wird. Auf diese Weise 

wird die im Plasma zirkulierende Menge an freiem Hämoglobin reduziert und beugt 

somit dessen toxischer Wirkung vor (Kristiansen et al. 2001; Graversen et al. 2002). In 

Makrophagen erfolgt anschließend der Abbau des Häms durch die Hämoxigenase-1. 

Neben dem Schutz vor Gewebeschaden scheint die Hämendozytose ein wichtiger 

Weg zur Eisenaufnahme von Makrophagen zu sein (Kristiansen et al. 2001;  

Fabriek et al. 2005a). Die Bindung von Hb-Hp an CD163 hat zusätzlich die Synthese 

von Zytokinen, darunter IL-10, zur Folge. Da IL-10 wiederum die Expression von 

CD163 und Hämoxigenase-1 induzieren kann, stellt dies womöglich einen positiven 

Feed-back Mechanismus dar. Der Signalweg, über welchen CD163 die Zytokinproduk-

tion reguliert, ist noch nicht erforscht (Philippidis et al. 2004). 

Über die Funktion des löslichen CD163 (sCD163) ist bislang wenig bekannt. Da durch 

inflammatorische Stimuli die Abspaltung induziert wird, wird von einer immunmodulato-

rischen Funktion ausgegangen (Droste et al. 1999).  

In MS-Läsionen können CD163-positive, schaumzellige Makrophagen nachgewiesen 

werden (Fabriek et al. 2005b). Ebenso wurde über erhöhte Mengen im Serum berichtet 
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(Fabriek et al. 2007). Allerdings ist die Rolle von CD163 bei EAE und MS bislang un-

klar.  
 
1.4.2.4 Hämoxigenase-1 

Die Hämoxigenase (HO), ein Hitzeschockprotein, wird bei zahlreichen ZNS-

Erkrankungen vermehrt gebildet. Hämolyse und oxidativer Stress führen zu einer Frei-

setzung von Häm (Ryter et al. 2007), welches aufgrund der Bildung von freien Radika-

len und Lipidperoxidation toxisch für Zellen ist (Dong et al. 2000). Ein Abbau von Häm, 

welches zuvor über den Hb-Hp-Komplex in die Zelle aufgenommen wurde, erfolgt über 

HO durch die Spaltung des Tetrapyrrolrings. Dabei werden zweiwertiges Eisen, Koh-

lenmonoxid (CO) und Biliverdin, das durch die Biliverdinreduktase weiter in Bilirubin 

umgewandelt wird, freigesetzt (Tenhunen et al. 1969). 

Beim Menschen sind bislang zwei Isoformen bekannt: die konstitutiv und ubiquitär 

exprimierte Form HO-2 und die induzierbare Form HO-1 (Maines 1988). Obwohl beide 

Enzyme die gleiche Reaktion katalysieren, schützen sie wahrscheinlich auf unter-

schiedliche Weise das Gewebe vor Schädigungen (Mancuso 2004). In der Ratte wird 

zudem eine dritte Form beschrieben, welche ebenfalls konstitutiv exprimiert wird 

(Scapagnini et al. 2002). Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Expression 

von HO-1 in geringen Mengen in vereinzelten Neuronen und in glialen Zellen 

(Baranano und Snyder 2001). Erst durch oxidativen und nitrosativen Stress, Ischämie, 

Hitzeschock, LPS, Hämin, H2O2, β-Amyloid, Dopamin, TH1-Zytokine, Prostaglandine, 

UV-Licht oder andere prooxidative und inflammatorische Stimuli erfolgt eine vermehrte 

Expression von HO-1 (Schipper 2004).  

Die Rolle von HO-1 erscheint kontrovers, wobei HO-1 je nach exprimierter Menge pro-

tektiv oder schädlich wirken kann. Eine geringe bis mäßige Überexpression von HO-1 

(bis fünffach über Grundniveau) gilt als antiinflammatorisch und schützt die Zellen unter 

anderem durch die antioxidative Wirkung von Bilirubin und Biliverdin. Hingegen führen 

hohe Mengen (ab 15fach) an HO-1 durch eine übermäßige Freisetzung von Eisen zu 

Eisenablagerungen in den Zellen und zur Bildung von reaktiven Sauerstoffmolekülen 

(Zhang und Piantadosi 1992; Suttner und Dennery 1999; Frankel et al. 2000). Ebenso 

führt übermäßig freigesetztes CO zur Weitung von Gefäßen und Ischämie und zudem 

sind erhöht Mengen an Bilirubin toxisch für Zellen (Stocker et al. 1987). 

Bei MS und EAE wird die Expression von HO-1 beschrieben, die Rolle ist allerdings 

bisher unklar. Es kann einerseits ein milderer EAE-Verlauf durch die pharmakologische 

Hemmung von HO-1 erzielt werden (Chakrabarty et al. 2003), andererseits wird bei 
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EAE-Versuchen mit HO-1 defizienten Mäusen vermehrt Entzündung und eine höhere 

Mortalitätsrate beschrieben (Kapturczak et al. 2004; Chora et al. 2007).  

 
 

1.5 Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, experimentelle Modelle der multiplen Sklerose (MS) 

zu entwickeln, mit deren Hilfe die pathologischen Schädigungsmechanismen bei ent-

zündlicher Entmarkung speziell in der grauen Substanz des Rückenmarks und im Ge-

hirn untersucht werden können. Hierzu wurden die folgenden beiden Ansätze gewählt: 

1) Die Immunisierung von Lewis-Ratten mit dem neuronalen Antigen β-Synuklein93-111 

führt zu einem selektiven Befall der grauen Substanz des Rückenmarks  

(Mor et al. 2003). Der zusätzliche Transfer des entmarkenden anti-MOG-Antikörpers  

8-18C5 erhöht die Ähnlichkeit der rein entzündlichen β-Synuklein93-111-induzierten EAE 

zur entzündlich-entmarkenden Pathologie der MS. In diesem Modell sollte untersucht 

werden, welche Auswirkungen entzündliche Entmarkung in der grauen Substanz – bei 

weitgehendem Fehlen eines Befalls der weißen Substanz - auf die Funktion und das 

Überleben von Nervenzellen hat. Des Weiteren sollte das Ausmaß der Makrophagen- 

und Mikrogliaaktivierung bei der rein entzündlichen β-Synuklein-EAE mit der entzünd-

lich-entmarkenden β-Synuklein-EAE nach anti-MOG-Antikörpertransfer vergleichend 

untersucht werden. 

 

2) Die Cuprizon-induzierte Entmarkung führt zu einem Verlust der Oligodendrozyten 

und Markscheiden mit nur geringfügiger axonaler Schädigung im Corpus callosum von 

Mäusen bei intakter Blut-Hirn-Schranke (BHS). Die Immunisierung von Mäusen mit 

MOG35-55 hingegen hat die massive Infiltration von Entzündungszellen in das Rücken-

mark über eine offene BHS zur Folge. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten durch die 

Kombination der Toxin-induzierten Entmarkung durch Cuprizon und der Immunisierung 

mit MOG35-55 reproduzierbare MS-ähnliche Läsionen im Mausgehirn induziert werden. 

Anhand des neu etablierten Modells sollte untersucht werden, inwieweit eine adaptive 

Immunantwort mit Infiltration von Entzündungszellen aus dem Blut und die dadurch 

vermehrte Freisetzung entzündlicher Mediatoren zum Axonschaden beitragen. Ein 

weiterer Aspekt dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit sich aktivierte Mikroglia 

im Cuprizon-Modell von aktivierten Makrophagen/Mikroglia nach aktiver Immunisierung 

unterscheiden.  
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Das Beenden der Cuprizon-Diät hat die rasche Neubildung der Markscheiden zu Fol-

ge. Ein Vergleich der Remyelinisierungseffizienz nach ausschließlicher Cuprizon-Gabe 

und Cuprizon-Gabe mit zusätzlicher Immunisierung sollte Aufschluss darüber geben, 

ob Entzündung die Neubildung der Myelinscheiden beeinflusst. 

Aufgrund der Läsionslokalisation im Mausgehirn eignet sich das Modell der Cuprizon-

EAE besonders für bildgebende Analysen. Bei der Cuprizon-induzierten Entmarkung 

kann mittels der Diffusions-Tensor-Bildgebung zwischen Axonschaden und Myelinver-

lust unterschieden werden (Sun et al. 2006). Da bei diesem nicht-entzündlichen Modell 

der Einfluss von Entzündungszellen auf die Anisotropie der Wassermoleküle nicht un-

tersucht werden konnte, sollte anhand des hier neu entwickelten Modells untersucht 

werden, welchen Einfluss entzündliche Infiltrate auf die Diffusion der Wassermoleküle 

haben. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Versuchstiere 

Für die Versuche wurden weibliche Mäuse (C57BL/6) im Alter von sechs bis acht Wochen 

verwendet und wurden von der Firma Charles River, Sulzfeld, Deutschland bezogen.  

Darüber hinaus wurden folgende Ratten verwendet: 

• Lewis-Ratten (weiblich, 160-180 g) der Firma Harlan-Winkelmann (Borchen, 

Deutschland), sowie 

•  CD8-defiziente Ratten (männlich und weiblich, 10 Wochen) aus der Zucht von 

Prof. Dr. H. Reichardt. Bei diesen Tieren dienten die jeweiligen Wurfgeschwister 

als Kontrollen. 

Die Haltung der Tiere sowie Durchführung aller Versuche erfolgten nach den Richtlinien 

der Tierexperimentellen Einrichtung der Universität Göttingen bei einem regelmäßigen 

Tag-Nacht-Zyklus von je 12 Std.. Die dafür benötigten Genehmigungen erteilte die Be-

zirksregierung in Braunschweig. 

 

 

2.2 Tierexperimentelle Methoden 

2.2.1 Induktion der EAE 

2.2.1.1 Herstellung der MOG35-55-Emulsion und Induktion der EAE in Mäusen 

Pro Maus wurden 200 µl Emulsion verwendet. Diese bestand aus 100 µl kompletten 

Freund´schen Adjuvans (CFA; inkomplettes Freund´sches Adjuvans, Sigma-Aldrich Che-

mie GmbH, Steinheim, Deutschland mit 10 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra, 

Difco Laboratories, Augsburg, Deutschland) sowie 300 µg MOG35-55-Peptid (Institut für 

Medizinische Immunologie, Universitätsklinikum Charité, Berlin, Deutschland) in  

100 µl PBS. Durch wiederholtes Sonifizieren (Sonopuls® Ultraschallgerät, Bandelin elect-

ronic, Berlin, Deutschland, 20 sec., cycle 5, 45-50%) auf Eis wurde eine cremige Emulsion 

hergestellt.  

Die Emulsion für die Immunisierung mit dem ZNS-unspezifischen Antigen Ovalbumin 

wurde analog dem Protokoll der MOG35-55-Emulsion hergestellt, jedoch wurde anstelle des 

MOG-Peptids 100 µg Ovalbuminprotein (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) verwendet. 
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Unter Äthernarkose (Diethylether, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

wurden an den Abgängen der Vorder- und Hinterbeine jeweils 50 µl Emulsion subkutan 

injiziert. Am Tag der Injektion und zwei und neun Tage danach erhielten die Mäuse durch 

intraperitoneale Injektion zusätzlich 300 ng Pertussis Toxin (PTX) (List Biological Labora-

tories, London, UK), welches in 300 µl PBS gelöst war. In den unter 4.2.2 beschriebenen 

Versuchen erhielten die Mäuse nur am Tag der Injektion und zwei Tage danach jeweils 

300 ng PTX. 

 

2.2.1.2 Herstellung der β-Synuklein93-111-Emulsion, Induktion der EAE und der Trans-
fer von Antikörpern 

Zunächst wurde das β-Synuklein93-111-Peptid (Institut für Medizinische Immunologie, Uni-

versitätsklinikum Charité, Berlin, Deutschland) nach den Angaben von Mor  

(Mor et al. 2003) gelöst und auf eine Konzentration von 4 µg/µl mit PBS verdünnt. Die 

anschließend hergestellte Emulsion enthielt für jede Ratte 200 µg M. tuberculosis H37Ra 

in 50 µl inkomplettem Freund´schen Adjuvans (CFA) und 100 µg β-Synuklein93-111 in  

50 µl PBS. Durch wiederholtes Sonifizieren (20 sec., cycle 5, 45-50%) auf Eis wurde eine 

cremige Emulsion hergestellt. Die subkutane Injektion erfolgte unter Isofluorannarkose  

(Isoflouran, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) an der Schwanzbasis. Diese Emulsion er-

hielten alle Ratten, abgesehen von den Kontrolltieren. Bei diesen bestand die Emulsion 

aus 50 µl CFA und 50 µl PBS. 

Den Lewis-Ratten wurde zusätzlich 2 mg Antikörper in 500 µl PBS (anti-MOG 8-18C5 

(Linnington et al. 1984) oder IgG1-Isotypkontrollantikörper; BioExpress Inc., West Leba-

non, USA) unter Isofluorannarkose in den retroorbitalen Venenplexus bei beginnender 

Krankheit injiziert. Die Anzahl aller hierbei verwendeten Tiere sowie das Versuchsende ist 

der Tabelle 2-1 zu entnehmen.  

 
Tabelle 2-1: Gesamtzahl der verwendeten Ratten, der Zeitpunkt der Tötung und der verwendete Antikörper. 

Versuchsende  
nach Transfer 

30 Stunden 
 

4 Tage 
 

20 Tage 
 

Kontrollen (CFA) 5    

β-Synuklein93-111 8 (8-18C5) 

6 (IgG) 

3 (8-18C5) 4 (8-18C5) 

5 (IgG) 

 

Bei dem zusätzlichen Versuch mit CD8-defizienten Ratten wurden die Tiere mit  

β-Synuklein93-111-Emulsion immunisiert. Es erfolgte jedoch kein Transfer von Antikörpern, 
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wie dies bei den zuvor beschriebenen Versuchen vorgenommen wurde. Die weiblichen 

Tiere (3 CD8-/- und 3 WT) wurden in der akuten Krankheitsphase getötet, die männlichen 

(3 CD8-/- und 2 WT) hingegen erst nach vollständiger Erholung.  

 

2.2.1.3 Klinische Beurteilung der EAE bei Mäusen und Ratten  

Bis zum Krankheitsbeginn wurde, angefangen mit dem Tag der Immunisierung, das Ge-

wicht jeden zweiten Tag bestimmt. Nach Einsetzen der ersten klinischen Symptome wur-

den die Tiere täglich gewogen und der Krankheitsgrad anhand des nachfolgenden EAE-

Scores bestimmt (Tab. 2-2). 

 

Tabelle 2-2: Verwendeter EAE-Score 

EAE-Score Klinische Symptome 

0   keine 

0,5  Schwanzspitzenparese 

1  komplette Schwanzparese 

1,5  komplette Schwanzlähmung und leichte Parese der Hinterbeine 

2  komplette Schwanzlähmung, deutliche Parese der Hinterbeine 

2,5   starke Parese der Hinterbeine, mindestens ein Bein wird nachgezogen

3  Paralyse beider Hinterbeine 

3,5   Paralyse der Hinterbeine und leichte Parese der Vorderbeine 

4  Paralyse der Hinter- und Vorderbeine 

4,5  schwere Tetraparese, moribund 

5  tot 

 

Tiere mit einem Gewichtsverlust von mehr als 25% und / oder einem Score von mindes-

tens 3,5 wurden aus dem Versuch genommen. 

 

2.2.2 Verfütterung von Cuprizon 

Cuprizon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) wurde geriebenem Normalfutter bei-

gemengt und an die Versuchstiere verfüttert. Die nicht-behandelten Kontrolltiere erhielten 

über den gleichen Zeitraum ausschließlich Normalfutter. Die Tiere in den unter 4.2 be-

schriebenen Versuchen erhielten während der gesamten Versuchsdauer 0,2% Cuprizon 

dem Futter beigemengt. Der Versuchsaufbau und die verwendeten Cuprizonmengen aller 
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nachfolgenden Versuche (ab. 4.3) sind im Ergebnisteil II (Abschnitt. 4.1.2) aufgeführt. Die 

Ergebnisse aller durchgeführten Versuche wurden durch Wiederholung bestätigt.  

 

 

2.3 Gewebsasservation 

Bei Versuchsende wurden Mäuse mit 300 µl und Ratten mit 1 ml 14%-iger Chloralhydrat-

lösung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) anästhesiert. Sobald die Tiere keinerlei 

Schmerzreflexe mehr zeigten, wurde das Gewebe durch Perfusion fixiert oder nativ ent-

nommen. 

 
2.3.1 Transkardiale Perfusion mit Paraformaldehyd (PFA) und die Einbettung in  
Paraffin 

Bei der transkardialen Perfusion wurde den Tieren zunächst das Blut mit PBS aus dem 

Körper gespült und anschließend das Gewebe mit 4%-iger PFA-Lösung fixiert. Das so 

asservierte Gehirn und Rückenmark wurde aus der knöchernen Hülle auspräpariert, in  

3 bis 4 mm dicke Scheiben geschnitten und anschließend in einer aufsteigenden Alkohol-

reihe dehydriert und in Paraffin (Paraplast Plus, Tyco Healthcare GmbH, Neustadt a.d. 

Donau, Deutschland) ausgegossen.  
 

4% PFA 

40 g PFA (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

in 500 ml Aqua bidest. unter Rühren auf 60-65°C erhitzen 

1 M NaOH zugeben, bis die Lösung klar wird 

100 ml PBS (10fach konzentriert) 

ad. 1000 ml Aqua bidest. pH 7,3 

 

2.3.2 HOPE-Fixierung und Einbettung in Paraffin 

Von einem Teil der Tiere wurde das ZNS mit HOPE-Lösung (DCS, Innovative Diagnostik-

System, Hamburg, Deutschland) fixiert. Zu diesem Zweck wurde das nativ entnommene 

Gehirn in 3 bis 4 mm dicke Scheiben geschnitten und über Nacht in HOPE-1 Lösung in-

kubiert. Am folgenden Tag wurde diese für 2 Std. durch die HOPE-2 Lösung (1:1000 in 

Aceton) ersetzt. Anschließend erfolgte die Entwässerung des Gewebes durch Aceton 

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) für 2 Std. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal 

durchgeführt. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und mit vorgekühlten Lösungen. Ab-

schließend wurde das Gewebe über Nacht mit 60°C warmen Low Melting-Paraffin (DCS, 
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Innovative Diagnostik-System, Hamburg, Deutschland) durchtränkt und am nächsten Tag 

in Paraffin ausgegossen und bei 4°C aufbewahrt. 

 

2.3.3 RNAlater 

Für die Isolierung von mRNA wurde zunächst der Balken aus nativen Gehirnen ausge-

schnitten und bis zur Weiterverarbeitung in 1 ml RNAlater pro 50 µg Gewebe (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) konserviert.  

 

 

2.4 Histologische Techniken  

Von den zuvor angefertigten Paraffinblöcken wurden für die nachfolgenden histologischen 

Färbungen 1 µm dicke, serielle Schnitte mit einem Mikrotom (Leica, Wetzlar, Deutsch-

land) angefertigt und auf Objektträger (Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland) auf-

gezogen. 

Das Gewebe wurde vor sämtlichen beschriebenen histologischen Techniken zunächst 

entparaffiniert (dreimal 3 min Xylol, 3 min Isoxylol) und in einer absteigenden Alkoholreihe 

rehydriert (jeweils 3 min in Ethanol 100%  100%  90%  70%  50%  Aqua  

bidest.).  

Nach Abschluss der jeweils angewandten Färbemethode wurde das Gewebe zur ab-

schließenden Konservierung, soweit nicht anders angegeben, in der aufsteigenden Alko-

holreihe dehydriert (jeweils 3 min Aqua bidest.  50%  70%  90%  100%   

100% Ethanol  Xylol) und mit DePeX mounting medium eingedeckelt. 

 
Tabelle 2-3: Verwendete Substanzen für die histologischen Techniken 

Substanz Bezugsquelle 

3-3´-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
(DAB)   

Sigma-Aldrich  

3-Amino-9 Ethylcarbazol Merck 

4-NitroblauTetrazoliumchlorid (NBT) Roche  

5-bromo-4 chlor-3-indolyl-phospat (BCIP) Roche 

Ammoniak Merck  

anti-Digoxigenin-AP Antikörper Roche  

Aviden-Biotin-Block DAKO 

BSA Fraktion V Serva 
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Substanz Bezugsquelle 

Kakodylsäure Sigma-Aldrich 

I-Block (Casein) Tropix 

CytomaFluorescent mounting Medium DAKO 

DePeX mounting medium VWR International 

DigDNA Roche 

Eisessig Merck  

Eosin-G Certistain® Merck  

Essigsäure (100 %) Merck  

Ethanol Merck  

ExtraAvidin Sigma-Aldrich  

fetales Kälberserum (FCS) Biochrom  

Formalin (37 %) Merck  

Hämalaun-Lösung nach Meyer Merck  

Immu-Mount Thermo Shandon 

Isopropylalkohol Merck  

Kalziumchlorid (CaCl) Merck 

Kobaltchlorid (CoCl) Merck  

Kresylviolett (N) Merck 

Lithiumcarbonat Merck  

Luxol-fast-blue BDH 

Magnesiumchlorid (MgCl) Merck  

N´N - Dimethylformamid Merck  

Natriumacetat-Trihydrat Merck 

Natriumchlorid (NaCl) Merck  

Natriumthiosulfatlösung Merck 

PBS DULBECCO Instamed 9,55g/l w/o 
Ca2+, Mg2+ 

Biochrom AG 

Perjodsäure Merck  

Proteinase K Roche  

Proteinase Typ XXIV Sigma-Aldrich  

Salpetersäure (65 %) Merck  

Salzsäure Merck  

Schiff´s Reagenz Merck  

Sibernitrat Roth 
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Substanz Bezugsquelle 

Terminale Transferase Roche  

Tris Sigma-Aldrich  

Wasserstoffperoxid (H2O2 30 %) Merck  

Xylol Merck  

Zitronensäure-Monohydrat Merck  

Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland; 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; Roth, Karlsruhe, Deutschland; Biochrom AG, Berlin, Deutschland; 

DAKO, Glostrup, Dänemark; Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA; VWR International Ltd., Poole, UK; 

(BDH Laboratory Supplies); SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Tropix, Bedford,USA 

 

Tabelle 2-4: Allgemein verwendete Lösungen 

Lösung Zusammensetztung 

HCl-Alkohol 1750 ml Iso-Alkohol 

750 ml Wasser 

25 ml Salzsäure (20%) 

Iso-Xylol Ethanol und Xylol zu gleichen Teilen  

 
2.4.1 Hämatoxylin-Eosin 
Bei dieser Färbetechnik werden das Chromatin und Ribsomen-haltige Strukturen blau 

angefärbt, das Parenchym rosa. 

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe erfolgte 

die Färbung der Zellkerne in der Hämalaun-Lösung nach Meyer (8 min). Vor dem Bläuen 

der Schnitte unter fließendem Leitungswasser wurden diese zunächst in HCl-Alkohol dif-

ferenziert. Für die Färbung des Parenchyms wurden die Schnitte 5 min in der Eosinlösung 

inkubiert. Um ein zu starkes Auswaschen des Eosins bei der Rehydrierung zu verhindern, 

wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe bis zum reinen Ethanol jeweils nur 

kurz eingetaucht. Alle weiteren Schritte konnten wie zuvor beschrieben durchgeführt wer-

den. 

 

Eosin-Stammlösung 1% 

2 g Eosin-G Certistain®  

40 ml Aqua bidest. 

160 ml Ethanol 95% 
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2.4.2 Luxol-fast-blue / Perjodsäure-Schiff´sche Reagenz-(LFB/PAS) Färbung 

Bei der LFB/PAS-Färbung erfolgt eine Blaufärbung des Myelins mittels Luxol-fast–blue, 

das Parenchym und die entmarkten Bereiche werden durch die Inkubation im 

Schiff´schen Reagenz rosa gefärbt.  

Nach der Entparaffinierung und Rehydierung bis zum 90%-igen Ethanol wurden die 

Schnitte über Nacht bei 60°C in der Luxol-fast-blue-Lösung inkubiert. Am nächsten Tag 

wurden diese zunächst erneut in die 90%-ige Ethanollösung überführt. Zur anschließen-

den Differenzierung wurden die Schnitte in 0,05% Lithiumcarbonat in Aqua bidest.,  

70%-igen Ethanol und destilliertes Wasser getaucht, bis die überschüssige Färbelösung 

ausgewaschen und nur noch das Myelin blau gefärbt war. Im nächsten Arbeitsschritt wur-

den die Schnitte für 5 min in 1%-iger Perjodsäure in Aqua bidest. inkubiert und anschlie-

ßend unter fließendem Leitungswasser und Aqua bidest. gespült. Durch die Inkubation im 

Schiff´s Reagenz (30 min) und erneutem Spülen mit Leitungswasser (5 min) und Aqua 

bidest. erfolgte die Färbung des Parenchyms. Die Kerne wurden mit Hämalaun-Lösung 

nach Meyer (2 min), kurzem Differenzieren in HCl-Alkohol und Bläuen unter fließendem 

Leitungswasser (5-10 min) gegengefärbt. Abschließend erfolgte die Entwässerung des 

Gewebes in der aufsteigenden Alkoholreihe.  

 

Luxol-fast-blue-Lösung (LFB-Lösung) 

1 g Luxol-fast-blue  

1000 ml Ethanol 95%  

5 ml Essigsäure 10%  

 

2.4.3 Bielschowsky-Versilberung 

Bei der Versilberung nach Bielschowsky färben sich die Axone schwarz / tiefbraun an. 

Das restliche Gewebe erscheint hellbraun.  

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe wurden 

die Schnitte zunächst in eine 20%-ige Silbernitratlösung für 20 min gestellt und anschlie-

ßend mit Aqua bidest. gespült. Der zuvor verwendeten Silbernitrat-Lösung wurde − bis 

sich der entstandene Niederschlag klärte − tropfenweise Ammoniak (32%) zugegeben. 

Die Schnitte wurden daraufhin für 15 min im Dunkeln in der zuvor hergestellten Silbernit-

rat-Ammoniak-Lösung inkubiert und anschließend in mit einigen Tropfen Ammoniak ver-

setztem Wasser gespült. Zur Silbernitrat-Ammoniak-Lösung wurden 10 Tropfen Entwick-

lerlösung zugegeben und die Schnitte in der Lösung belassen, bis sich die Nervenfasern 

schwarz und das Parenchym braun färbten. Die Objekträger wurden erneut mit Aqua bi-
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dest. gespült sowie für 2 min in 2%-iger Natriumthiosulfatlösung inkubiert. Abschließend 

erfolgte die Rehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, wobei die verwendeten 

Objektträger zuvor mit Leitungswasser gespült wurden. 

 

Entwicklerlösung 

20 ml   Formalin (37%) 

100 ml  Aqua bidest. 

0,5 g  Zitronensäure 

2 Tropfen  Salpetersäure (65%) 

 

2.4.4 Nissl-Färbung 

Neurone können durch die sogenannte Nissl-Färbung sichtbar gemacht werden. Bei die-

ser Technik färben sich die Nissl-Schollen und die Zellkerne blau-violett.  

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe erfolgte 

die Inkubation der Schnitte in 1%-iger Kresylviolett (N)-Lösung für 30 min bei Raumtem-

peratur. Anschließend wurden diese in Aqua bidest. gespült und überschüssiger Farbstoff 

in 1%-iger Essigsäure ausgewaschen. Vor der Rehydrierung der Schnitte in der aufstei-

genden Alkohlreihe erfolgte eine zweimalige Inkubation in reinem Isopropylalkohol für 

jeweils 3 Minuten. 

 

2.4.5 Immunhistochemische Färbungen 

Alle immunhistochemischen Färbungen wurden in einer feuchten Kammer durchgeführt. 

Um ein Ausbleichen der Chromogene bei Fluoreszenzfärbungen zu vermeiden, waren 

diese lichtundurchlässig. Bei den Färbungen wurde der Sekundärantikörper jeweils so 

gewählt, dass dieser gegen die Spezies gerichtet war, in welcher der Primärantikörper 

erzeugt worden war. Sind keine anderslautenden Angaben gemacht, wurde pro Objekträ-

ger 50 µl der jeweiligen Lösung verwendet. Des Weiteren wurden alle Inkubationsschritte 

über Nacht bei 4°C durchgeführt und das Gewebe mit Deckgläsern abgedeckt. Kürzere 

Inkubationszeiten wurden für gewöhnlich bei Raumtemperatur (RT) durchgeführt oder bei 

den entsprechenden angegebenen Temperaturen. 
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2.4.5.1 Einfachmarkierungen 

Alle immunhistochemischen Färbungen wurden nach folgendem Protokoll durchgeführt, 

soweit nachfolgend keine abweichenden Angaben aufgeführt sind. 

Nachdem das Gewebe entparaffiniert und rehydriert wurde, erfolgte die Demaskierung 

(Vorbehandlung) der Antigene durch Kochen in Citratpuffer oder Inkubation in Proteinase. 

Bei Antikörpern ohne Vorbehandlung entfiel dieser Schritt. Nach jedem der nachfolgenden 

Arbeitsschritte erfolgte mehrmaliges Waschen der Objektträger mittels PBS.  

Anschließend wurde die endogene Peroxidase des Gewebes in 50 ml 3,33%-igem H2O2 

in PBS (10 min bei 4°C) blockiert und unspezifische Bindungsstellen mit einer 10%-igen 

FCS/PBS-Lösung abgesättigt. Der Primärantikörper wurde - wie in den Tabellen 2-6, 2-7 

oder 2-8 angegeben - in 10%-iger FCS/PBS-Lösung verdünnt, auf die Objekträger ge-

tropft und über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Sekundärantikörperverdün-

nung (10% FCS/PBS) auf die Schnitte aufgetragen. Die jeweilige Verdünnung der Anti-

körper ist der Tabelle 2-9 zu entnehmen. Nachfolgend wurden die Schnitte für 1 Std. mit 

Peroxidase konjugiertem Streptavidin (1:1000) inkubiert. Die Sichtbarmachung der ge-

bundenen Antikörper erfolgte mit DAB als Chromogen. Zu diesem Zweck wurden die 

Schnitte in der DAB-Lösung inkubiert, bis sich eine ausreichende Braunfärbung der mar-

kierten Zellen zeigte. Für die Gegenfärbung der Zellkerne wurden diese mit Hämalaun 

behandelt. Hierfür wurden die Schnitte für 10 sek. in die Hämalaunlösung nach Meyer 

getaucht, in HCl-Alkohol differenziert und zum Bläuen unter fließendes Leitungswasser 

gestellt. Abschließend erfolgte die Dehydrierung des Gewebes in der aufsteigenden Alko-

holreihe. 

 

Vorbehandlung mit Citratpuffer 

Die Schnitte wurden in einer Küvette fünfmal für jeweils 3 min in 50 ml Citratpuffer in 

einer Mikrowelle (800 Watt) gekocht. Nach jedem Kochschritt wurde die Küvette ab-

wechselnd mit Aqua bidest. oder Citratpuffer aufgefüllt. Abschließend kühlte der Puffer 

für 30 min bei Raumtemperatur ab und dann wurden die Schnitte mit Leitungswasser 

gespült.  

 

Vorbehandlung mit Proteinase 

Bei dieser Vorbehandlungsmethode wurde das Gewebe in 37°C warmer Proteinase-

lösung für 10 min behandelt. Anschließend wurden die Objekträger in Ethanol kurz 

geschwenkt und bei Raumtemperatur getrocknet. 
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Tabelle 2-5: Verwendete Lösungen bei Einfach- und Doppelmarkierungen 

Lösung Zusammensetzung 

Citrat-Puffer 2,1014 g Zitronensäure-Monohydrat 

ad. 1 l Aqua bidest., pH 6 

Proteinase-Lösung 25 mg Proteinase 

ad. 60 ml Wasser 

AEC-Stammlösung 12,5 g 3-Amino-9 Ethylcarbazol  

250 ml Dimethylformamid 

Acetat-Stammlösung (0,1 M; pH 5,2) 1,73 ml Eisessig  

4,025 g Natriumacetat-Trihydrat  

ad. 1 l Aqua bidest., pH 5,2 

 

AEC-Entwicklungschromogen 4 ml AEC-Stammlösung 

56 ml Acetatpuffer (0,1 M; pH 5,2), filtrieren 

20 µl Wasserstoffperoxid (30%) 

NBT 100 mg/ml 70% Dimethylformamid 

BCIP 50 mg/ml 100% Dimethylformamid 

NBT-BCIP 100 mM Tris 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 ad. 50 ml Aqua bidest. 

225 µl NBT 

175 µl BCIP 

DAB-Lösung 25 mg DAB 

18 µl H202 

ad. 50 ml PBS 

TBS 9 g NaCl 

50 ml Tris/HCl (1 M; pH 7,5) 

ad. 1 l Aqua bidest. 
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2.4.5.2 Doppelmarkierungen 

Durch Doppelmarkierungen kann die Expression von zwei unterschiedlichen Proteinen 

gleichzeitig nachgewiesen werden. 

  

2.4.5.2.1 Doppelmarkierungen, mit zwei Primärantikörpern aus unterschiedlichen 
Spezien 

Olig2 wird von Oligodendrogliazellen gebildet und NogoA von unreifen und reifen Oligo-

dendrozyten (Kuhlmann et al. 2007).  

Die ersten Schritte dieser Doppelmarkierung – bis zur Blockierung der endogenen Peroxi-

dase – sind dem Protokoll für die Einzelfärbung (Abschnitt 2.4.5.1) zu entnehmen. Im 

nächsten Arbeitsschritt erfolgte die Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mit einer 

0,2%-igen Caseinlösung, welche für 15 min auf den Schnitten belassen wurde. Anschlie-

ßend wurden die Objektträger mit PBS gespült. Der erste Primärantikörper Olig2 wurde in 

TBS verdünnt (1:300) auf das Gewebe aufgetragen und über Nacht inkubiert. Am nächs-

ten Tag wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen. Die Inkubationszeit des in TBS 

verdünnten Sekundärantikörpers (Ziege-anti-Kaninchen AP-konjungiert) betrug 2 Std. Im 

Anschluss wurden die Schnitte mit Tris-Puffer gespült. Der gebundene Antikörper wurde 

mit NBT/BCIP als Chromogen sichtbar gemacht. Unspezifische Bindungsstellen wurden 

nun erneut blockiert (10% FCS in PBS; 20 min). An dieser Stelle und nach jedem weiteren 

Arbeitsschritt wurden die Schnitte mit PBS gespült. Der Inkubation des zweiten Primäran-

tikörpers in 10% FCS in PBS (NogoA 1:15 000) folgte die Inkubation des Sekundäranti-

körpers (biotinyliert anti-Maus 1:200, 10% FCS in PBS) für 1 Std.. Abschließend wurde für 

1 Std. Peroxidase-konjungiertes Streptavidin (1:1000 in PBS) aufgetragen und die gebun-

denen Antikörper mit AEC als Chromogen sichtbar gemacht. Zur Konservierung wurden 

die Schnitte mit Immu-Mount eingedeckelt. 

 

2.4.5.2.2 Doppelmarkierungen, mit zwei Primärantikörpern aus der gleichen Spezies  

Für die Doppelmarkierung mit den Antikörpern CD8 und ED1 wurde das Prinzip der  

Tyramidamplifikation angewand (Kim et al. 2003), da es sich jeweils um monoklonale anti-

Maus Antikörper handelte. Hierzu wurde der Tyramide Signal Amplification Kit (Alexa 555, 

Molecluar ProbesTM, Eugene, USA) verwendet. In diesem Kit waren das Blocking Rea-

gent, das Merrettichperoxidase-konjungierte (HRP) Strepdavidin, der Alexa 555 gekoppel-

te Antikörper und der Amplifikationspuffer enthalten. Für jeden Objektträger wurden  
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50 µl der jeweiligen Lösung verwendet, soweit keine andersweitigen Angaben gemacht 

wurden.  

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung des Gewebes erfolgte die Demaskierung 

der Antigene durch Kochen in Citratpuffer. Nach jedem nachfolgenden Arbeitsschritt wur-

den die Objektträger mit PBS gewaschen. 

Zunächst erfolgte der sogenannte Avidin-Biotin-Block. Hierzu wurde das Gewebe mit ei-

nem Tropfen der im Kit enthaltenen Lösung A für 10 min inkubiert. Überschüssige Lösung 

wurde abgetropft. Anschließend wurde die Lösung B (1 Tropfen) auf dem Schnitt aufge-

tragen und ebenfalls für 10 min inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden bei die-

ser Methode mit 1%-iger Blocking Reagent-Lösung abgesättigt (1 Std. RT). Die Bindung 

des anti-CD-8-Antikörpers (1:10 000 in 1% Blocking Reagent) erfolgte über Nacht bei 4°C. 

Am folgenden Tag wurde zunächst biotinylierter anti-Maus-Antikörper auf den Objektträ-

ger aufgetragen (1 Std. RT), welcher an den Primärantikörper bindet. Im folgenden Schritt 

wurde ein mit HRP-konjungierter anti-Strepdavidin-Antikörper auf das Gewebe aufgetra-

gen (1:100 in 1%-igem Blocking Reagent; 1Std. RT) und anschließend die gebunden An-

tikörper mit dem Fluorochrom Alexa 555 gekoppelten Antikörper sichtbar gemacht  

(1:500 in 0,0015% H2O2 in Amplifikationspuffer; 5 min RT). Die Schnitte wurden nun er-

neut für 20 min bei Raumtemperatur mit 1%-iger Blocking Reagent-Lösung inkubiert.  

Im nächsten Arbeitsschritt wurde der zweite Primärantikörper (ED1 1:500 in 1%-iger  

Blocking Reagent-Lösung; 4°C) über Nacht auf den Objektträger aufgetragen, bei dem 

anti-Maus Cy2 als Sekundärantikörper zum Einsatz kam (1:100 in 1% Blocking Reagent). 

Letzterer wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur am folgenden Tag auf die Schnitte aufge-

tragen. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (1:10 000; 15 min RT). Abschließend 

wurden die Objekträger mit Aqua bidest. gespült und mit CytomaFluorescent mounting 

Medium eingedeckelt.  
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Tabelle 2-6: Für Mausgewebe verwendete Antikörper 

 Antigen/Klon Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

T-Zellen CD3/CD3-12 rmk 1:1001 Serotec 

Makrophagen Mac3/M3/84 mmk 1:2001 BD Bioscience 

Oligodendrozyten NogoA/11C7 mmk 1:10 0001 (Oertle et al. 

2003) 

iNOS iNOSa rpk 1:5001 assay desings 

Oligodendroglia Olig2 rpk 1:2001 IBL 

Adhäsionsmolekül VCAM4 rpk 1:25 BD 

Adhäsionsmolekül ICAM/KAT-14 rmk 1.25 BD  

Serumkomponente Fibrinogen rpk 1:3001 DAKO 

 IgG-Vector sek.  1:2002 Vector 

a) TBS anstelle von PBS verwendet und mit Eselserum blockiert; 1) Mikrowelle Citrat; 2) ohne Vorbehand-

lung; 4) Verwendung von HOPE-fixiertem Gewebe; DAKO, Glostrup, Dänemark;Serotec Ltd., Kidlington, Ox-

ford, UK; Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland, assay desings, Michigan, USA; IBL, Gunma, Japan, 

BioLegend, San Diego, USA; Vector laboratories Peterborough, England; BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland mmk=Maus monoklonaler; rmk=Ratten monoklonaler, rpk=Kaninchen polyklonaler  

 

Tabelle 2-7: Für Rattengewebe verwendete Antikörper 

 Antigen/Klon Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

T-Zellen, Granulozyten CD43/W3/13 mmk 1:2001 Serotec 

zytotoxische T-Zellen CD8/MRC  

Ox-8 

mmk 1:5001 Linaris 

Makrophagen ED1 mmk 1:5001 Serotec 

Makrophagen ED2/CD163 mmk 1:503 Serotec 

iNOS iNOS/C-11 rpk 1:10001 Santa Cruz 

Apoptosemarker Caspa-

se3/CM1 

rpk 1:5001 Chemicon 

neuronales Protein β-Synuklein rpk 1:252 oncogene 
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 Antigen/Klon Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

hypophosphoryliertes 

Neurofilament 

SMI35 mmk 1:10 0002 Sternberger 

Monoclonals 

phosphoryliertes Neuro-

filament 

SMI 31 mmk 1:10 0001 Sternberger 

Monoclonals 

Neurone NeuN/A60 mmk 1:502 Chemicon 

regenerierende Axone GAP43/ 

9-1E12 

mmk 1:50001 Chemicon 

Synapsen Synaptophysin rpk 1:251 DAKO 

Transkriptionsfaktor cJun/H-79 rpk 1:2002 Santa Cruz 

1) Mikrowelle Citrat; 2) ohne Vorbehandlung; Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK; Sternberger Monoclonals 

Inc., Lutherville, MD, USA, DakoCytomation, Glostrup, Dänemark, Santa Curz, CA, USA; oncogen = chalbio-

chem, Gibbstown, USA; Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland; mmk=Maus monoklonaler, rpk=Kaninchen 

polyklonal 

 

Tabelle 2-8: Für Maus- und Rattengewebe verwendete Antikörper 

 Antigen/Klon Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

β-Amyloid APP/A4 mmk 1:30001 Chemicon 

Hämoxigenase-1 HO-1/SPA-

896 

rpk 1:30002 Stressgen 

saures Gliafaserprotein GFAP rpk 1:10002 DAKO 

Myelin-basisches  

Protein 

MBP rpk 1:2002 DAKO 

Monozyten und Granu-

lozyten 

S100A9 rpk 1:20001 (Nacken et al. 

2000) 

nichtphosphoryliertes 

Neurofilament 

SMI 32 mmk 1:10001 Sternberger 

Monoclonals 

1) Mikrowelle Citrat; 2) ohne Vorbehandlung; Stressgen, Michigan, USA; Kanada; Sternberger Monoclonals 

Inc., Lutherville, MD, USA; DakoCytomation, Glostrup, Dänemark; mmk=Maus monoklonal; rpk=Kaninchen 

polyklonal 
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Tabelle 2-9: Verwendete Sekundärsysteme 

Chromogen Antigen Verdünnung Bezugsquelle 

Cy2 anti-Maus 1:200 Jackson 

Biotin Schaf-anti-Maus 1:200 Amersham  

Biotin Esel-anti-Kaninchen 1:200 Amersham 

Biotin Ziege-anti-Ratte 1:200 Amersham 

alkalische 

Phosphatase 

Ziege-anti-Kaninchen 1:50 DAKO 

 ExtrAvidin® 1:1000 Sigma 

 DAB 1:10 000 Molecular Probes 

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg; Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA, DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 

 

2.4.6 In-situ Tailing (TUNEL-Färbung) 
Beim apoptotischen Zelltod kommt es zur Fragmentierung der DNA durch internucleoso-

male DNA-Spaltung, wobei zahlreiche freie 3´-DNA-Enden entstehen. Diese werden beim 

in-situ Tailing sichtbar gemacht.  

Nach Entparaffinierung und Rehydrierung des Gewebes wurden die Schnitte zweifach mit 

TBS gespült und anschließend mit Proteinase K-Lösung für 15 min bei 37°C inkubiert. Im 

folgenden Schritt erfolgte eine dreimalige Spülung der Objektträger mit TBS (RT). An-

schließend wurden diese für 5 min in eisgekühltem TBS inkubiert. Nachfolgend wurde der 

„Tailing-Mix“ aufgetragen und für 1 Std. bei 37°C inkubiert. Hieran anschließend wurden 

die Schnitte fünfmalig mit TBS gespült und mit 10% FCS in TBS inkubiert (15 min RT). Im 

nächsten Arbeitsschritt wurde der anti-Digoxigenin-AP Antikörper (1:250 in  

10% FCS/TBS; 1 Std. RT) auf die Schnitte aufgetragen und diese anschließend erneut 

vierfach mit TBS gespült. Die abschließende Farbreaktion erfolgte mit NBT-BCIP im Dun-

keln und wurde mit Aqua bidest. abgestoppt. Zur Konservierung wurden die Schnitte mit 

Immu-Mount eingedeckelt.  
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Tabelle 2-10: Verwendete Lösungen bei der TUNEL-Reaktion 

Lösung Zusammensetzung 

TBS 17 g NaCl  

12,5 g Tris 

ad. 2 Liter mit H2O pH 7,4-7,5  

5% Proteinase K  

(150 µl / Objekträger) 

0,05 mg Proteinase K 

2 mM CaCl  

ad. 5 ml TBS 

Tailing-Puffer 1,38 g Kakodylsäure 

0,1514 g Tris 

12,5 mg BSA 

ad. 10 ml H2Odd; pH 6,6 (KOH) 

Tailing-Mix (1 Schnitt) 10 µl Tailing-Puffer  

2 µl CoCl2 

1 µl DigDNA 

0,5 µl Terminale Transferase  

ad. 50µl Aqua bidest.  

 

NBT-BCIP 100 mM Tris 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl 

ad. 50 ml Wasser; pH 9,5 

dann 225 ml NBT + 175 µl BCIP zugeben 

(lichtempfindlich) 

NBT-Stammlösung: 100 mg/ml in 70% DMFA 

BCIP-Stammlösung 50 mg/ml in 100% DMFA 

 
 

2.5 Histologische Quantifizierung 
Die histologische Auswertung erfolgte am Mikroskop vom Typ BX 41 der Firma Olympus 

Deutschland GmbH, Hamburg. Das hierbei verwendete Okular (10fache Vergrößerung) 

mit standardisiertem Zellzählgitter wurde ebenfalls von Olympus bezogen.  

Die Fotodokumentation erfolgte mit einer 12,5 Megapixel-Kamera (Typ DP/71) von Olym-

pus und der Bildanalysesoftware „analySIS“ bzw. der Nachfolgeversion „cell“ der Firma 

Soft Imaging System GmbH, Münster. 
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2.5.1 Quantifizierung der Infiltrate in den Rückenmarksquerschnitten der  

β-Synuklein93-111 immunisierten Ratten 

Die Auswertungen erfolgten an den drei am stärksten betroffenen lumbalen Rücken-

marksquerschnitten. ED1-positive Makrophagen/Mikroglia und W3/13-positive T-Zellen 

wurden bei 400facher Vergrößerung in sechs definierten Gesichtsfeldern in der grauen 

Substanz (Vorderhorn, Hinterhorn, seitlich des Zentralkanals) quantitativ bestimmt.  

Die Zahl der iNOS-, HO-1-positiven Makrophagen/Mikroglia und CD8-positiven Zellen 

wurde in der gesamten grauen Substanz bei 200facher Vergrößerung quantifiziert. 

CD163-positive Makrophagen/Mikroglia wurden bei 400facher Vergrößerung in der ge-

samten grauen Substanz ermittelt.  

Die Zahl der NeuN- und Nissl-positiven Neurone wurde im ventralen Bereich der Rü-

ckenmarksquerschnitte bei 200facher Vergrößerung bestimmt. 
 

2.5.2 Quantifizierung der Infiltrate im Gehirn von Cuprizon-EAE-Mäusen 

Die Quantifizierung der CD3-positiven T-Zellen, Mac3-positiven Makrophagen/Mikroglia, 

APP-positiven Axone, iNOS-, HO-1-, und S100A9-positiven Makrophagen/Mikroglia er-

folgte in der Abbildung 2-1 B aufgezeigten Ebene bei 400facher Vergrößerung. Hierbei 

wurde das Gesichtsfeld in der Gehirnmitte am unteren Bereich des Balkens angelegt. 

Insgesamt wurden je 8 Gesichtsfelder nach beiden Seiten ausgewertet.  

 

A                                                         B

 
Abb. 2-1: Ebene für die histologische Quantifizierung. (A) Abgebildet ist die Ebene, in welcher die Ent-

markung anhand der LFB/PAS-Färbung bestimmt wurde. (B) Abgebildet ist die Ebene, in welcher die CD3-, 

APP-, iNOS-, HO-1- und S100A9-positiven Zellen ausgewertet wurden.  
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Die Bestimmung der entmarkten Fläche erfolgte in der in Abb. 2-1 A aufgezeigten Ebene 

anhand des in Tabelle 2-10 aufgeführten semiquantitativen Scores (Hiremath et al. 1998). 

 
Tabelle 2-11: Semiquantitativer Score zur Bestimmung des Myelinverlusts. 

Score Ausmaß des Myelinverlusts 

0 kein Myelinverlust 

1 weniger als 1/3 des Balkens ohne Myelin 

2 1/3 -2/3 des Balkens ohne Myelin 

3 mehr als 2/3 des Balkens ohne Myelin 

 

 

2.6 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

2.6.1 Bestimmung des Antikörpertiters bei β-Synuklein93-111-immunisierten Lewis-
Ratten 

Der Nachweis von synukleinspezifischen Antikörpern im Serum von β-Synuklein93-111-

immunisierten Ratten erfolgte durch ELISA. In einem ersten Arbeitsschritt wurde zur Ge-

winnung des primären Antikörpers aus der Zungenvene Blut entnommen und abzentrifu-

giert (Epperndorf 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland; 15 min, 15 000 rpm, 4°C). 

Zunächst wurde jede Vertiefung einer 96-Well-Platte (R&D Systems; Wiesbaden-

Nordenstadt, Deutschland) mit 0,4 µg β-Synuklein93-111 in 50 µl PBS über Nacht beschich-

tet und nicht gebundenes Peptid durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Vorhan-

dene unspezifische Bindungsstellen wurden für 4 Std. mit 5% BSA/PBS  

(200 µl/Vertiefung) abgesättigt und anschließend wurde jede Vertiefung dreifach mit 

0,05% Tween/PBS gewaschen (Tween: Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland).  

Für die Ermittlung der Antikörperkonzentration wurde das gewonnene Serum in  

100 µl 0,05% Tween/3% BSA/PBS 1:40 verdünnt und hierauf aufbauend eine Verdün-

nungsreihe (1:3) angefertigt (BSA: SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg). Von jeder 

Verdünnung wurden 100 µl in die zuvor beschichtete 96-Well-Platte pipettiert und über 

Nacht bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurde die Platte wiederum mit 0,05% Tween/PBS 

gewaschen. 

Die Menge des im Serum enthaltenen Antikörpers wurde durch die Umsetzung des POD-

Substrates bestimmt. Hierfür wurde ein HRP-gekoppelter Sekundärantikörper verwendet. 

Jeweils 100 µl der Antikörperverdünnung (Ziege anti-Ratte IgG (Fc) HRP-konjungiert; pb 

perbio, Rockford, USA 1:10 000 in 0,1% BSA/0,05% Tween/PBS) wurde in jede Vertie-
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fung pipettiert, für 2 Std. bei Raumtemperatur inkubiert und die Platte erneut gewaschen. 

Für den abschließenden Arbeitsschritt wurden 100 µl POD-Substrat (BM blue, POD sub-

strate; Roche applied Science, Mannheim, Deutschland) in jede Vertiefung pipettiert und 

bis zu einer ausreichenden Blaufärbung im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit  

50 µl 0,9 M Schwefelsäure/Vertiefung abgestoppt und die Absorption bei 450 nm im Plat-

tenreader (Modell 680, Biorad, München, Deutschland) gemessen. Der Antikörpertiter 

wurde als die Serumverdünnung bei halbmaximalem Signal angegeben.  

 

2.6.2 Bestimmung der Antikörperkonzentration des aufgereinigten anti-MOG Anti-
körpers 8-18C5 

Die Bestimmung der Konzentration wurde analog dem Protokoll der Antikörpertiter-

bestimmung durchgeführt (Abschnitt 2.6.1). Hierbei wurden folgende Abänderungen vor-

genommen:  

Die Beschichtung der Platte erfolgte mit rekombinant hergestelltem MOG-Protein 

(Adelmann et al. 1995). Als Primärantikörper wurde der aufgereinigte Antikörper (Verdün-

nung 1:500) verwendet. Der Sekundärantikörper war ein HRP-konjungierter anti-Maus-

IgG Antikörper (1:20 000 Amersham, Biosciences, Freiburg, Deutschland). Die Antikör-

perkonzentration wurde über eine Verdünnungsreihe von 8-18C5 mit bekannter Konzent-

ration bestimmt. 

 

 

2.7 Isolierung und Stimulation von Lymphozyten aus Lymphknoten 

Die antigenspezifische Immunantwort wurde mittels eines sogenannten Proliferations-

Assays bestimmt. Alle Ansätze wurden in einer Dreifachbestimmung gemessen. Hierzu 

wurden die axillären und inguinalen Lymphknoten von immunisierten Mäusen (kein PTX, 

11 Tage nach Immunisierung) präpariert und vorsichtig mit Hilfe eines Spritzenstempels 

durch ein Zellsieb (70 µm Porengröße, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) ge-

drückt und so in Einzelzellsuspension überführt. Die Lymphknotenzellen wurden in kaltem 

PBS aufgenommen, abzentrifugiert (1200 rpm, 4°C, 6 min) und die Zellzahl mit Hilfe einer 

Neubauerzählkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde anschließend in eine 96-iger 

Rundbodenwellplatte (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) ausgesät  

(150 000 Zellen in 110 µl Medium). Die Kultivierung der Zellen erfolgte 48 Std. bei 37°C, 

5% CO2 wie folgt: 
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• 20 µg MOG35-55/ml Medium 

• 20 µg Ovalbumin/ml Medium  

• 1,25 µg/ml ConA/Medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)  

 

Die Teilungsrate der Zellen wurde über den Einbau von 3H-Thymidin (0,5 µCi/Vertierfung) 

in die DNA über einen Zeitraum von 24 Stunden bestimmt. Hierfür wurde abschließend 

die Menge an eingebautem 3H-Thymidin bestimmt (Zellerntegerät: FilteMate und Counter 

1450 LCS & Luminescence Counter Micro Beta Tri Lux; Perkin elmer, Rodgau-

Jügesheim, Deutschland). 

 

Medium 

500 ml RPMI 

50 ml FCS 

5 ml Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching, Österreich) 

 

 

2.8 Produktion und Aufreinigung des anti-MOG-Antikörpers 8-18C5 

Zur Antikörpergewinnung wurden zunächst Hybridomazellen (Linnington et al. 1984) bei 

37°C, 5% CO2 in Medium in Zellkulturflaschen (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutsch-

land) vermehrt. Vor dem letzten Umsetzungsschritt wurde das im Medium enthaltene FCS 

durch 5% Ultra-low-IgG-FCS (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) ersetzt und die Zellen in 

insgesamt 5 Liter Medium ausgesät. Nach sechs bis acht Tagen wurden die Zellen pelle-

tiert und die Antikörper aus dem Überstand mit Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) ausgefällt. 

Hierzu wurden 313 g (NH4)2SO4 (Fluka, Steinheim, Deutschland) pro Liter Überstand 

langsam eingerührt und über Nacht bei 4°C unter langsamem Rühren präzipitiert. Die 

gebundenen Antikörper wurden abzentrifugiert (Beckman, Modell J2-HS; 35 min,  

1000 rpm, 4°C), das Pellet in 200 ml 10fach konzentriertem PBS (pH 8,2) gelöst, ungelös-

te Bestandteile erneut abzentrifugiert und der daraus erhaltene Überstand steril filtriert 

(Porengröße erst 0,45 µm, dann 0,2 µm). Die Aufreinigung des Antikörperkonzentrates 

erfolgte über eine Protein-G-Sepharose-4-Fast-Flow-Säule (Amersham Biosciences, Frei-

burg, Deutschland) mit steril filtrierten Lösungen. Mit Hilfe einer Pumpe (Fließgeschwin-

digkeit 1,4 ml/min) wurde das Säulenmaterial zunächst mit 10fach konzentriertem  

PBS (pH 8,2) äquilibriert, anschließend das Antikörperkonzentrat aufgetragen und Verun-

reinigungen mit 10fach PBS (pH 8,2) ausgewaschen. Der Antikörper wurde mit 0,1 M  

Gylcin-HCl pH 2,7 eluiert und der pH-Wert des Eluats mit 100 µl 1 M TRIS-Lösung  
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(pH 8-9) neutralisiert. Zuletzt wurde der Antikörper gegen PBS pH 7,4 über Nacht bei 4°C 

dialysiert (PIERCE Silde-A-Lyzer® Dialyse Kassette, 3500 MWCO; PIERCE, Rockford, 

USA), steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit-

tels ELISA (entsprechend Abschnitt 2.6.2). Vor der Aufbewahrung bei 4°C wurde das 

Säulenmaterial mit Boratpuffer (0,1 M Borat, 2 M NaCl; pH 8) gespült. 

 

Medium 

10% FCS, 

2 mM Glutamin 

1fach Penicillin/Streptomycin (100x; PAA, Pasching, Österreich) 

 

 

2.9 Durchflusszytometrie (FACS) 

Durchflusszytometrische Analysen beruhen auf der Detektion der optischen Signale von 

an Zellen gebundenen fluoreszenzgekopplten Antikörpern, wenn diese den Laserstrahl 

bei der Messung passieren. Alle FACS-Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Fred 

Lühder, IMSF Göttingen, am FACS-Calibur der Firma BD durchgeführt (BD, Bioscience, 

Heidelberg, Deutschland). Es wurden jeweils die isolierten Zellen aus sieben Mausgehir-

nen pro Gruppe vereiniget. Die im Ergebnisteil angegebenen Prozentwerte entspechen 

dem prozentualen Anteil der positiven Zellen an allen gemessen, lebenden Zellen.  

 
2.9.1 Isolierung der Zellen aus dem Gewebe 

Die Entzündungszellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation aus dem Rücken-

mark isoliert. Hierzu wurde das Mausgehirn nach der transkardialen Perfusion  

(ca. 100 ml PBS) herauspräpariert und mit dem Rücken eines Spritzenstempels in einer 

Petrischale zerkleinert. Das Homogenat wurde in Resuspensionspuffer aufgenommen, 

abzentrifugiert (10 min, 1600 rpm, 4°C) und das Pellet in 6 ml 30%-iger Percolllösung re-

suspendiert. 

Für die Herstellung des Percoll-Gradienten (Percoll, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) 

wurden 4 ml 45%-ige Percolllösung in einem 15 ml Falcon-Röhrchen mit  

2 ml 70%-iger Percolllösung unterschichtet. Die im ersten Arbeitsschritt hergestellte Zell-

suspension wurde anschließend als oberste Schicht auf den Gradienten aufgetragen.  

Durch die Zentrifugation (Eppendorf, 5810 R, 2300 rpm, 20 min, 4°C, ohne Beschleuni-

gung und Bremse) sammelten sich die Leukozyten, Monozyten und Granulozyten in den 

beiden Interphasen an und konnten von dort mit einer 5 ml Spritze abgenommen werden. 
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Diese Zellen wurden über ein Zellsieb (Porengröße 40 µm, BD, Bioscience, Heidelberg, 

Deutschland) in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt, welches mit FACS-Puffer auf 50 ml 

aufgefüllt und anschließend zentrifugiert wurde. Das Zellpellet wurde in 1 ml FACS-Puffer 

aufgenommen und die Zellzahl mit einer Neubauerzählkammer bestimmt. Für jede FACS-

Färbung wurden 3x104 – 5x104 Zellen in ein FACS-Röhrchen (BD, Bioscience, Heidel-

berg, Deutschland) überführt.  

 

Tabelle 2-12: Verwendete Lösungen bei der FACS-Analyse (Mengenangaben für jeweils ein Tier) 

Lösung Zusammensetzung 

FACS-Puffer 0,1 g BSA 

0,1% Natriumazid (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland) 

ad 100 ml PBS 

Percoll-Lösungen 

(mit Percoll-Verdünnungspuffer verdünnt) 

 6 ml  30% Percoll 

4 ml  45% Percoll 

2 ml 70% Percoll  

Percoll-Verdünnungspuffer 0,04 g BSA 

0,4 g D(+)-Glucose-Monohydrat (Merck 

KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

ad. 20 ml PBS  

Resuspensionspuffer 20 ml Verdünnungspuffer 

200 µl DNase (10 mg/ml; Roche Applied 

Bioscience, Penzberg, Deutschland) 

 

2.9.2 Extrazelluläre Färbungen  

In diesem Schritt wurden die Oberflächenantigene markiert. Hierzu wurden die Zellen zu-

nächst mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und abzentrifugiert (5min 1200rpm, 4°C). Die 

entsprechenden fluoreszenzgekoppelten Antikörper wurde in 100 µl FACS-Puffer zu den 

Zellen gegeben, gut gemischt und für 15 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen erneut mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und abzentrifugiert, so dass 

die abschließende Messung erfolgen konnte. 
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Tabelle 2-13: Verwendete Antikörper bei der Durchflusszytometrie. Alle verwendeten Antikörper wurden von 

der Firma BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland bezogen.  

Antikörper Klon Fluorochrom Spezies Isotyp   

CD11b M1/70 FITC/APC Ratte IgG2b  kappa 

CD4 RM4-5 PerCP/PE Ratte IgG2a kappa 

CD45 30-F11 PerCP Ratte IgG2b kappa 

CD8a 53-6.7 APC Ratte IgG2a kappa 

MHCII 2G9 PE Ratte IgG2a kappa 

TcR H57-597 FITC Hamster IgG2 lamda1 

 

 

2.10 Molekulargenetische Methoden 

2.10.1 Isolierung der mRNA 

Die Isolierung der mRNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Mini-Kit von Qiagen. Zu diesem 

Zweck wurde das Gewebe (max. 30 mg) in flüssigem Stickstoff eingefroren und mit Hilfe 

eines Mörsers zu einem feinen Pulver verrieben und anschließend in 600 µl RLT-Puffer  

(+ 6 µl β-Mercaptoethanol), welcher im Kit enthalten war, aufgenommen. Im nächsten 

Schritt wurde das aufgenommene Gewebe auf eine QIAShredder-Säule aufgetragen und 

diese anschließend zentrifugiert (2 min, 1600 rpm, RT). Der so entstandene Durchfluss 

wurde mit 70%-igem Ethanol gemischt. Die weiteren Schritte erfolgten nach den Angaben 

des Herstellers. Nach Abschluss der Arbeiten wurde die mRNA in 30 µl Wasser eluiert 

und die Konzentration (RNA ng/ml = OD260 x Verdünnung x 40) und die Reinheit  

(OD260 / OD280) photometrisch bestimmt (Bio-photometer, Eppendorf, Hamburg). Die 

mRNA wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.  

 

2.10.2 Reverse Transkription  
Die nachfolgend angeführte Methode wurde für die Analyse der Cuprizon-induzierten Ge-

nexpression herangezogen (4.2.1).  

In einem ersten Arbeitsschritt wurde die chromosomale DNA für 30 min bei 30°C in folge-

dem Ansatz verdaut.  
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Ansatz 

1µg RNA,  

1 µl RNasin (Promega, Madison, USA)  

0,5 µg DNase (Roche Applied Bioscience, Penzberg, Deutschland) 

 

Im Anschluss hieran erfolgte die Inaktivierung der DNase bei 70°C für 10 min. Für die 

reverse Transkription wurde folgender Ansatz zur mRNA gegeben und die RNA für 1 Std. 

bei 37°C umgeschrieben.  

 

Ansatz 

8 µl dt15 Primer (Roche Applied Bioscience, Penzberg, Deutschland) 

4 µl dNTPs (10 mM, Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland)  

8 µl 5x RT-Puffer 

4 µl 0,1M DTT 

1 µl SuperscriptTM RTase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

 

Die Reaktion wurde durch erneute Hitzeinaktiverung beendet. Vor der Lagerung bei -20°C 

wurde die cDNA mit 40 µl Aqua bidest. verdünnt. 

 

2.10.3 Quantitative PCR (Sybr® green) 

Die Menge der exprimierten mRNA wurde mittels quantitativer Realtime-PCR bestimmt, 

die den Einbau des Fluoreszenzfarbstoffes Sybr®green, (ABgene House, Surrey, UK) 

misst. Die Genexpression wurde nach der Methode von Pfaffl (Pfaffl 2001) bestimmt. Alle 

PCR-Ansätze wurden als Triplikate, von drei repräsentativen Mäusen pro untersuchten 

Zeitpunkt, gemessen.  

Das verwendete PCR-Programm ist in der Tabelle 2-14 aufgeführt. Die jeweils verwende-

te Annealingtemperatur ist der Tabelle 2-15 zu entnehmen. Angegeben ist die relative 

Expressionsmenge im Vergleich zum Kontrollgen ADP-ribosylation factor related protein 1 

(ARP) angegeben.  

 

PCR-Ansatz: 

Sybr® green  12,5 µl   

Primer 1 (10 pmol/µl) 5 µl 

Primer 2 (10 pmol/µl) 5 µl 

cDNA   2,5 µl 
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Tabelle 2-14: Verwendetes PCR-Programm. Angegeben sind die einzelnen Schritte, die jeweilige Temperatur 

und Dauer. 

Zyklus Anzahl der Zyklen Dauer Temperatur 

1 1 15 min 94°C 

2 50 30 sec. 94°C 

  45 sec. Annealingtemperatur 

  30 sec. 72°C 

  20 sec. 78°C 

3 1 30 sec. 94°C 

4 80 10 sec. 55°C + 0,5°C je Wdh. 

5 1  19°C 

 

 
Tabelle 2-15: Verwendete Oligonukleotide (MWG, Ebersberg, Deutschland) 

Gen Sequenz Annealing Temperatur (°C) 

ARP 5- CGA CCT GGA AGT CCA ACT AC 
3- ATC TGC TGC ATC TGC TTG 

58°C 

ICAM-1 5- GAG ACG CAG AGG ACC TTA ACA 
3-TTG GCT CCC TTC CGA GAC 

55°C 

VCAM-1 5- CCG TCA TTG AGG ATA TTG GA 
3- TCG CTG GAA CAG GTC ATT GT 

52°C 

iNOS 5- TTG CCA CGG ACG AGA CGG ATA 
3- TCA AGA TAG GGA GCT GCG ACA 

57°C 

LysM 5- ATT TCA GAT CAA TAG CCG ATA 
3- GCC ACC CAT GCT CGA ATG C 

54°C 

MCP-1 5- AGA TGA TCC CAA TGA GTA GGC 
3- TCT CAT TTG GTT CCG ATC 

52°C 

MIP-1α 5- TTG CCA CGG ACG AGA CGG ATA 
3- TCA AGA TAG GGA GCT GCG ACA 

52°C 

 

2.10.4 Quantitative PCR (Taq-Man) 

Die im Folgenden beschrieben Taq-Man-PCR wurde für die unter 4.5.2 angegebenen 

Ergebnisse angewandt und wurde in Kooperation mit Dr. Patrick Vollmar und Prof.  

Dr. Bernhard Hemmer, Neurologische Kopf- und Poliklinik, Klinikum rechts der Isar, TU 

München, durchgeführt. 

Die Isolation der mRNA erfolgte ebenfalls mit Hilfe des RNeasy® Mini-Kit von Qiagen 

nach den Angaben des Herstellers. Die mRNA wurde mit Hilfe des High-capacity RT Kit® 

(Applied Biosytems) nach den Angaben des Herstellers in komplementär DNA (cDNA) 
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umgeschrieben. Die Analyse der exprimierten mRNA-Menge der Zielgene und des inter-

nen Kontrollgens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) erfolgte mittels 

Taq-Man PCR (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems) mit Sonden  

(250 nM, Applied Biosystems, USA), welche am 5-Ende mit dem Farbstoff 6-carboxy-

fluorescein phosphoramidite (FAM-Farbstoff) markiert waren. Die jeweiligen PCR-Ansätze 

enthielten eine Primerkonzentration von 900 nM. Alle PCR-Ansätze wurden als Duplikate 

gemessen. Jede Versuchsgruppe enthielt drei repräsentative Mäuse und die gemessene 

mRNA-Menge ist als die xfache Menge im Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollmäusen 

angegeben.   

 
Tabelle 2-16: Assay ID Nummer der Firma Applied Biosystems 

Gen Assay ID der Firma Applied Biosystems 

CD4 Mm00442754_m1 

GAPDH Mm99999915_g1 

IFN-γ Mm00801778_m1 

iNOS Mm00440485_m1 

MBP Mm00521979_m1 

MHC II Mm00439216_m1 

Olig1 Mm00497537_s1 

Olig2 Mm01210556_m 

PLP Mm00456892_m1 

Sox2 Mm00488369_s1 

 

PCR-Ansatz pro Vertiefung:   Thermocycler Programm: 

8 µl HPLC-H2O    95°C 20 sek. Halten 

10 µl TaqMan FAST Universal Master Mix 95°C  3 sek. Zyklus 

1 µl 20x Gene Expession Assay Mix   60°C 30 sek. 

1 µl cDNA     Anzahl der Zyklen: 40 
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2.11 Magnetresonanztomographie (MRT) 

2.11.1 Vorbereitung für die Messungen 

Alle MRT-Messungen und die Auswertung der Daten erfolgte in Kooperation mit  

Dr. Susann Boretius und Prof. Dr. Jens Frahm, Biomedizinische MNR Forschung GmbH 

am Max-Plank-Institut für biophysikalische Chemie in Göttingen.  

Die Messungen erfolgten an nicht-behandelten Mäusen, Cuprizon-behandelten oder 

Cuprizon-behandelten / MOG35-55-immunisierten Mäusen. Die Messungen fanden  

14-21 Tage nach Immunisierung statt. Für sämtliche MRT-Messungen wurden die Mäuse 

initial in einer Narkosebox mit Isofluoran tief narkotisiert und anschließend mit einem En-

dotrachealschlauch aus Polyethylen intubiert und auf einer MR-tauglichen Halterung  

fixiert. Die Narkose wurde durch ein 1-1,5% Isofluoran-Sauerstoff-Gemisch aufrechterhal-

ten und die künstliche Beatmung über einen selbstgebauten Drucksensor überwacht, wel-

cher außen am Brustkorb der Mäuse fixiert war. Während der gesamten Messung wurde 

die Rektaltemperatur (36 ± 1°C) über beheizbare, mit Wasser gefüllte Kissen konstant 

gehalten. In der Tabelle 2-17 sind alle gemessenen Tiere aufgeführt.  

Nach der jeweiligen Messung wurden die Tiere mit 4% PFA perfundiert und das Gewebe 

für eine histologische Auswertung aufgearbeitet (2.3.1). 
 

Tabelle 2-17: Durchgeführte MRT-Messungen und die jeweils verwendete Anzahl der Tiere. 

 Kontrollen Cuprizon Cuprizon/MOG 

Blut-Hirn-Schranken  

Permeabilität (Gd) 

 3 7 

Axondiffusionswert 5 5 5 

 

2.11.2 Messung der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilität 

Die Messungen der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilität mittels Gadolinium-

DiethylentriaminpentaAcetat (Gd-DTPA) und die Bestimmung des Diffusionstensors (DTI) 

erfolgten an einem 9.4 T MR - Tomographen (Bruker Biospin, Deutschland). Als Anre-

gungsspule diente ein Birdcage-Resonator und zum Signalempfang eine sattelförmige 

Oberflächenspule (beide Bruker Biospin, Deutschland) 

Zur Bestimmung der Blut-Hirn-Schranken-Störung wurden T1-gewichtete Datensätze  

(3D FLASH, Echozeit = 4,2 ms, Repetitionszeit =17 ms, Kippwinkel = 25 Grad) vor und 

nach der i.v. Gabe von 0,5 mmol/kg Körpergewicht Gd–DTPA (MagnevistTM, Schering 

AG, Berlin, Deutschland) mit einer isotropen Auflösung von 100 µm aufgenommen. Das 
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die T1 Relaxationszeit verkürzende Gd-DTPA führt an Stellen einer gestörten Blut-Hirn-

Schranke zu einer Signalverstärkung im umliegenden Hirngewebe. Bei intakter Blut-Hirn-

Schranke zeigten sich nur die blutführenden Gefäße signalverstärkt. 

 

2.11.3 Diffusions-Tensor-Bildgebung 

Der Diffusions-Tensor wurde mittels Half-Fourier diffusion weighted turbo-STEAM mit ei-

ner räumlichen Auflösung von 125 x 125 x 500 µm bestimmt. Es wurden neben Referenz-

bildern (b = 0 s mm−2), diffusiongewichtete Datensätze (b = 1000 s mm−2) durch die Schal-

tung von Diffusionsgradienten in 12 unterschiedlichen Richtungen aufgenommen. Aus 

den Eigenwerten des Diffusionstensors (λ1, λ2, λ3) wurden pixelweise die folgenden Pa-

rameterkarten berechnet: 

 

Axiale Diffusivität = λ1 (Größter Eigenwert) 

 

Radiale Diffusivität = (λ2 + λ3)/2 (Mittelwert der beiden Eigenwerte, die senkrecht zu λ1 

stehen) 

 

scheinbare Diffusionskoeffizient (ADC): 

ADC = (λ1 + λ2 + λ3)/3 

 

Fraktionale Anisotropie (FA):  

( ) ( ) ( )
2
3

2
2

2
1

2
3

2
2

2
1

2
3

λλλ

λλλλλλ

++

−+−+−
= MMMFA  

mit λM für die mittlere Diffusivität (entspricht dem ADC) 

 

2.11.4 Auswertung der Daten 

Die ausgewertete Region (ROI) in der entspechenden Schicht war der mittlere Balken bis 

zur lateralen Ventrikelkante.  
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2.12 Statistische Auswertung 

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der Software GraphPadTM Prism 4 

(Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Alle Daten sind als Mittelwerte mit 

Standardfehler angegeben. Soweit Unterschiede zwischen zwei Gruppen ermittelt werden 

konnten, wurde bei einer nichtparametrischen Verteilung der Daten der „Mann-Whitney 

U“-Test verwendet bzw. bei einer parametrischen Verteiung der ungepaarte Student´s  

T-Test. Für Vergleiche zwischen mehreren unabhängigen Gruppen wurde die Varianz-

analyse (ANOVA) mit anschließendem „Tukey’s“ Post-Test herangezogen, im Ergebnisteil 

mit „ANOVA“ bezeichnet. Die verwendete Testmethode ist im Ergebnisteil jeweils in Klam-

mer angegeben.  
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3.1 Immunisierung von Lewis-Ratten mit β-Synuklein93-111 

Ein charakteristisches Krankheitsmerkmal der MS ist das Auftreten von fokalen, demyeli-

nisierten Läsionen mit infiltrierenden Makrophagen und T-Zellen in der weißen Substanz 

des Gehirns und Rückenmarks (Lassmann et al. 2007). Entmarkungsherde im Bereich 

der Hirnrinde und der grauen Substanz des Rückenmarks sind erst kürzlich als wesentli-

che Aspekte der MS-Pathologie identifiziert worden (Kidd et al. 1999; Gilmore et al. 2006).  

Die Immunisierung mit dem neuronalen Antigen β-Synuklein93-111 führte zu entzündlichen 

Läsionen in der grauen Substanz des Rückenmarks (Mor et al. 2003). Sie steht somit im 

Gegensatz zu den bislang verwendeten EAE-Modellen, welche zu einem überwiegenden 

Befall der weißen Substanz des Rückenmarks führen. Durch die β-Synuklein-EAE kann 

erstmals die schädigende Wirkung der T-Zellinfiltration und Makrophagen-

/Mikrogliaaktivierung auf Nervenzellen und Axone unabhängig von einem Befall der wei-

ßen Substanz untersucht werden.  

β-Synuklein wird in weiten Bereichen des ZNS gebildet (Li et al. 2002). Es gehört zu einer 

Familie von hoch konservierten, zytoplasmatischen Proteinen, die hauptsächlich von Neu-

ronen exprimiert werden (Giasson et al. 2001; Mori et al. 2002). Neben der präsynapti-

schen Lokalisation konnte es ebenfalls im Soma von Neuronen nachgewiesen werden 

(Maroteaux et al. 1988; Jensen et al. 1999; Mori et al. 2002). Die Funktion des Proteins ist 

bislang unklar.  

 

3.1.1 Immunisierung mit β-Synuklein93-111 führte zu einer selektiven Entzündung in 

der grauen Substanz  

In der vorliegenden Arbeit zeigten Lewis-Ratten neun bis zehn Tage nach Immunisierung 

mit β-Synuklein93-111 erste Krankheitssymptome wie Gewichtsverlust und ungeputztes, 

struppiges Fell. Ein Grossteil der Tiere entwickelte anschließend die für EAE charakterist-

ischen Lähmungserscheinungen, welche an der Schwanzspitze begannen und später 

auch Hinter- und Vorderbeine betrafen. Einige Tiere jedoch zeigten einen atypischen 

Krankheitsverlauf mit ausschließlicher Lähmung der Vorderbeine, der Zunge oder keiner 

Lähmung. Die maximale Krankheitsschwere wurde meistens drei bis vier Tage nach Be-

ginn erreicht. Ihr folgte eine schnelle und vollständige Erholung. Weitere Krankheitsschü-

be traten bis 32 Tage nach Immunisierung nicht auf (Abb. 3-1 A). Die β-Synuklein-EAE ist 

daher eine monophasische Erkrankung. Im Serum von immunisierten Ratten konnten  

β-Synuklein-spezifische Antikörper nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 3-1: Krankheitsverlauf und Befall der grauen Substanz nach Immunisierung mit β-Synuklein93-111 . 

(A) Lewis-Ratten entwickelten neun bis zehn Tage nach Immunisierung die ersten Krankheitssymptome, 

welche sich nach drei bis vier Tagen vollständig zurückbildeten. Weitere Krankheitsschübe traten bis 32 Tage 

nach Immunisierung nicht auf. (B) Färbungen mit W3/13 (T-Zellen und Granulozyten) und dem Makropha-

genmarker ED1 verdeutlichten, dass nahezu alle Entzündungszellen in der grauen Substanz lokalisiert waren. 

Die Lokalisation dieser Zellen entsprach dem Expressionsmuster des β-Synukleinproteins. Ein Myelinverlust 

konnte in der Färbung mit dem Antikörper gegen das Myelin-basische Protein (MBP) nicht nachgewiesen 

werden. 

 

Die histologische Auswertung des zentralnervösen Gewebes von β-Synuklein93-111-

immunisierten Ratten zeigte einen vorwiegenden Befall der grauen Substanz, insbeson-

dere des Rückenmarks. In anderen Regionen, wie z.B. Pons, Hirnstamm und Kortex stell-

ten sich in der grauen Substanz ebenfalls entzündliche Infiltrate dar. Insgesamt war auffal-

lend, dass der Großteil der Entzündungszellen in der grauen Substanz lokalisiert war  

(perivaskuläre und diffuse Verteilung) und somit mit dem β-Synukleinprotein-

Expressionsmuster übereinstimmte (Abb. 3-1 B). Obwohl β-Synuklein im peripheren Ner-

vensystem exprimiert wird (Giasson et al. 2001), konnten keine entzündlichen Infiltrate in 

den Hinterwurzelganglien und dem Ischiasnerv, welche exemplarisch für das PNS unter-

sucht wurden, nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In der Myelinfärbung mit ei-

nem Antikörper gegen MBP und LFB/PAS zeigten sich keine Bereiche mit Myelinverlust  

(Abb. 3-1 B) 
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3.2 Der Transfer des anti-MOG Antikörpers 8-18C5 induzierte entmarkte  
Läsionen in der grauen Substanz  

Um in diesem Tiermodell eine bessere Übereinstimmung mit der entmarkenden Patholo-

gie der MS zu erzielen, wurden zusätzlich demyelinisierende Herde durch den Transfer 

des anti-MOG Antikörpers 8-18C5 induziert (Linington et al. 1988).  

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die intravenöse Injektion von 2 mg 8-18C5 oder der 

gleichen Menge an Isotypkontrollantikörper (IgG1) bei beginnender Krankheit (Score  

1-1,5). Für die histologische Auswertung wurde das ZNS 30 Stunden, vier Tage oder  

20 Tage nach Transfer entnommen. Die Auswertung erfolgte an den jeweils drei am 

stärksten betroffenen lumbalen Rückenmarksquerschnitten.  
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Abb. 3-2: Der Transfer des anti-MOG Antikörpers 8-18C5 führte zu entmarkten Läsionen in der grauen 

Substanz bei der β-Synuklein-EAE. (A) Der Myelinverlust führte zu keiner Verstärkung der Krankheitssym-

ptome, (B) jedoch zu einem geringfügig stärkeren Gewichtsverlust. (C) In den Myelinfärbungen mit LFB/PAS 

und MBP wurden perivaskuläre Läsionen ohne (IgG) und mit (8-18C5) Myelinverlust nachgewiesen. In der  

ED1-Färbung waren Myelin-phagozytierende (Pfeil), schaumzellige Makrophagen (Pfeilspitze), ein typisches 

Kennzeichen entmarkender Läsionen, zu erkennen.  
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Die zusätzliche Gabe der entmarkenden Antikörper (8-18C5) führte zu keiner offensichtli-

chen Verstärkung der Krankheitssymptome, jedoch verloren diese Ratten im akuten 

Krankheitsstadium (9-14 dpi) im Vergleich zu Isotyp-transferierten Tieren stärker an Ge-

wicht (Abb. 3-2 A+B). 8-18C5-behandelte Tiere zeigten zahlreiche perivaskuläre entmark-

te Läsionen in der grauen Substanz. Entmarkungsherde, die am Übergang zwischen 

grauer und weißer Substanz lokalisiert waren, endeten häufig an der Grenze zur weißen 

Substanz. Der Verlust der Myelinscheiden war ausschließlich bei den Tieren nachweisbar, 

die 30 Stunden oder vier Tage nach Antikörpertransfer getötet wurden. Hingegen zeigten 

Ratten, die 20 Tage nach dem Transfer geopfert wurden, keine Hinweise für demyelini-

sierte Läsionen mehr. 30 Std. nach Antikörpertransfer konnten am Rand der entmarkten 

Bereiche zahlreiche schaumzellige, MBP-positive Makrophagen/Mikroglia nachgewiesen 

werden (Abb. 3-2 C). 

 

3.2.1 Histologische Auswertung der entzündlichen Infiltrate  

3.2.1.1 Infiltration von T-Zellen und Makrophagen/Mikroglia in die graue Substanz 

Die Dichte der Makrophagen in der grauen Substanz war am größten in den Tieren mit 

entmarkenden Läsionen 30 Stunden nach dem Antikörpertransfer (30 Std. IgG1:  

501 ± 271 Zellen/mm2; 30 Std. 8-18C5: 955 ± 660 Zellen/mm2; ungepaarter T-Test 30 Std. 

IgG vs. 30 Std. 8-18C5 P=0,181). Selbst vier Tage nach Transfer gab es in Tieren mit 

Myelinverlust noch eine deutliche Makrophagen/Mikroglia Population (588 ± 168  

ED1-positive Zellen/mm2). Obwohl die Ratten 20 Tage nach Transfer bereits seit durch-

schnittlich zwei Wochen keine Krankheitssymptome mehr zeigten, lag bei beiden Gruppen 

die Zahl an ED1-positiven Makrophagen/Mikroglia deutlich über dem Wert von CFA-

immunisierten Kontrolltieren (CFA: 4 ± 1 Zellen/mm2; 20d IgG1: 135 ± 56 Zellen/mm2;  

20d 8-18C5: 179 ± 76 Zellen/mm2; ANOVA CFA vs. 20d IgG1 P>0,05; 30 Std. IgG1 vs. 

20d IgG1 P<0,01; CFA vs. 20d 8-18C5 P>0,05; 30 Std. 8-18C5 vs. 20d 8-18C5 P<0,05). 

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Makrophagen-/Mikrogliadichte war zwischen 

anti-MOG- und isotyptransferierten Tieren 20 Tage nach Transfer nicht vorhanden (unge-

paarter T-Test P=0,413) (Abb. 3-3 A). 

 

Die Analyse der 30 Stunden nach Antikörpertransfer geopferten Tiere zeigte, dass die 

Anzahl der W3/13-positiven T-Zellen zwischen Tieren mit und ohne Entmarkung statis-

tisch nicht signifikant unterschiedlich war. Im Vergleich hierzu waren die Dichte der  

T-Zellen in den CFA-immunisierten Kontrollen deutlich niedriger (CFA: 0 ± 0 Zellen/mm2;  

30 Std. IgG1: 115 ± 50 Zellen/mm2; 39 Std. 8-18C5: 77 ± 40 Zellen/mm2). In der Auswer-
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tung der vier Tage nach Transfer getöteten Ratten ließ sich ein rascher Rückgang der  

T-Zelldichte nachweisen. Nur noch wenige T-Zellen konnten angefärbt werden (9 ± 6 Zel-

len/mm2; ANOVA 30 Std. 8-18C5 vs. 4d 8-18C5 P<0,01). 20 Tage nach Transfer wiesen 

die meisten Rückenmarksquerschnitte keine T-Zellen mehr auf (IgG1: 4 ± 8 Zellen/mm2; 

8-18C5: 0 ± 0 Zellen/mm2; ANOVA 30 Std IgG. vs. 20d IgG1 P<0,001; 30 Std. 8-18C5 vs. 

20d 8-18C5 P<0,01) (Abb. 3-3 B). Eine Ausnahme bildete hier allerdings eine Ratte, de-

ren Rückenmark noch ein einzelnes entzündliches Infiltrat zeigte.  

 

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

500

1000

1500

ED
1+

Ze
lle

n/
m

m
2

A                                                               BP<0,05

P<0,01

P<0,01
P < 0,01

P < 0,001

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td.

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

50

100

150

W
3/

13
+

Ze
lle

n/
m

m
2

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

500

1000

1500

ED
1+

Ze
lle

n/
m

m
2

A                                                               BP<0,05

P<0,01

P<0,01
P < 0,01

P < 0,001

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td.

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

50

100

150

W
3/

13
+

Ze
lle

n/
m

m
2

 
Abb. 3-3: Die Immunisierung mit β-Synuklein93-111 sowie der zusätzliche Antikörpertransfer führten zur 

Infiltration von Makrophagen/Mikroglia (ED1) und T-Zellen (W3/13) in die graue Substanz des Rücken-
marks von Lewis-Ratten. Gezählt wurden ED1- und W3/13-positive Zellen in je sechs definierten Gesichts-

feldern in der grauen Substanz. (A) Dabei zeigte sich, dass in Tieren mit Entmarkung die Dichte der 

Makrophagen/Mikroglia 30 Std. nach Antikörpertransfer am höchsten war (IgG1: 501 ± 271 Zellen/mm2;  

8-18C5: 955 ± 660 Zellen/mm2; ungepaarter T-Test P=0,181). Obwohl die Tiere  

20 Tage nach Antikörpertransfer keine Krankheitssymptome mehr zeigten, war die Dichte der Makropha-

gen/Mikroglia im Vergleich zu Kontrolltieren deutlich erhöht (CFA: 4 ± 1 Zellen/mm2; 20d IgG1: 135 ± 56 Zel-

len/mm2; 20d 8-18C5: 179 ± 76 Zellen/mm2; ANOVA CFA vs. 20d IgG1 P>0,05, 30 Std. IgG1 vs. 20d IgG1 

P<0,01; CFA vs. 20d 8-18C5 P>0,05; 30 Std. 8-18C5 vs. 20d 8-18C5 P<0,05). (B) Die Dichte der eingewan-

derten T-Zellen war 30 Std. nach Transfer am höchsten (CFA: 0 ± 0 Zellen/mm2; 30 Std. IgG1:  

115 ± 50 Zellen/mm2; 30 Std. 8-18C5: 77 ± 40 Zellen/mm2; 4d 8-18C5 9 ± 6 Zellen/mm2; 20d IgG; 4 ± 8 Zel-

len/mm2; 20d 8-18C5 0 ± 0 Zellen/mm2). Lediglich ein Tier (IgG1) der 20 Tage-Gruppe zeigte noch eine Läsi-

on mit T-Zellen.  
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3.2.1.2 Ein Fehlen CD8-positiver Zellen hatte keinen Einfluss auf den Krankheitsver-

lauf der β-Synuklein-EAE 

In der Vergangenheit wurde angenommen, dass MS und EAE hauptsächlich durch auto-

reaktive CD4-positive T-Helfer Zellen vermittelt werden (Weiss et al. 2007). Mittlerweile 

wird jedoch über eine Beteiligung von CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen diskutiert, 

unter anderem da bei MS-Patienten eine klonale Vermehrung von CD8-positiven Zellen 

im ZNS und Liquor festgestellt wurde (Sospedra und Martin 2005). Des Weiteren korreliert 

das Ausmaß an axonalem Schaden mit der Anzahl der CD8-positiven Zellen in MS-

Läsionen (Bitsch et al. 2000). Die genaue Funktion dieser Zellen ist jedoch noch nicht 

geklärt (Weiss et al. 2007). Aufgrund der wachsenden Bedeutung zytotoxischer T-Zellen 

bei MS und EAE, sollte auch im Modell der β-Synuklein-EAE der Anteil der CD8-positiven  

T-Zellen in den jeweils drei am stärksten betroffenen lumbalen Rückenmarksquerschnit-

ten in der grauen Substanz ermittelt werden. 
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Abb. 3-4: Nicht nur zytotoxische T-Zellen exprimierten das Oberflächenmolekül CD8, sondern auch 
CD8-positive Makrophagen ließen sich im Rückenmark von immunisierten Ratten nachweisen. (A) 

CD8-positive Zellen wiesen sowohl die Morphologie von T-Zellen (Pfeil) als auch von Makrophagen/Mikroglia 

(Pfeilspitze) auf. (B) Durch die fluoreszenzmikroskopische Doppelmarkierung mit dem Makropha-

gen/Mikrogliamarker ED1 (rot) und CD8 (grün) konnte bestätigt werden, dass nicht nur zytotoxische T-Zellen 

CD8 exprimieren sondern auch Makrophagen/Mikroglia (ED1/CD8-doppletpositiv) (C) Der Anteil der  

CD8-positiven Makrophagen/Mikroglia lag ungefähr bei 10% und war unabhängig von Entmarkung. 

 

30 Stunden nach Antikörpertransfer waren in den Rückenmarksquerschnitten von  

β-Synuklein93-111-immunisierten Tieren zahlreiche CD8-positive Zellen vorhanden, unab-

hängig davon ob anti-MOG- oder Isotypkontrollantikörper transferiert wurden. Parallel zur  

T-Zell- und Makrophagen/Mikrogliadichte sank die Anzahl der CD8-positiven Zellen rasch 

nach Antikörpertransfer ab. Bei der histologischen Auswertung fiel auf, dass nicht nur  

CD8-positive Zellen mit T-Zellmorphologie vorhanden waren, sondern auch einige CD8-

positive Zellen einen Makrophagen/Mikroglia-Phänotyp aufwiesen. Die Doppelmarkierung 
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mit dem Makrophagen/Mikrogliamarker ED1 und CD8 bestätigte, dass es sich bei ca. 

10% der CD8-positiven Zellen tatsächlich um Makrophagen/Mikroglia handelte (Abb. 3-4).  
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Abb. 3-5: Krankheitsverlauf von CD8-defizienten Lewis-Ratten nach Immunisierung mit β-Synuklein. 

Ein Vergleich zwischen WT und CD8-defizienten Ratten zeigte, dass weder (A) im Krankheitsverlauf noch 

beim (B) maximal erreichten Score (WT: 2,2 ± 1,4; CD8-/-: 2,5 ± 0,9; ungepaarter T-Test P=0,749), (C) noch 

im Tag des Krankheitsbeginns (WT: 12,3 ± 1,5 dpi; CD8-/-: 11,3 ± 1,5; ungepaarter T-Test P=0,468) ein Unter-

schied bestand. (dpi: Tage nach Immunisierung, CD8-/-: CD8-defiziente Ratten, WT: Wildtyp Ratten) 

 

Um zu untersuchen, ob die CD8-positiven Zellen eine Rolle im Krankheitsverlauf der  

β-Synuklein-EAE spielen, wurde die β-Synuklein-EAE in weiteren Versuchen in CD8-

defizienten Lewis-Ratten induziert. Ein Vergleich des Krankheitsverlaufs, der maximal 

erreichten Scores (WT: 2,2 und CD8-/- 2,5) und der Tage des Krankheitsbeginns  

(WT: 12,3 dpi und CD8-/- 11,3) zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen 

beiden Gruppen auf (Abb. 3-5 A - C). 

 

 

3.3 Eine Schädigung der Axone erfolgte hauptsächlich in entmarkten  
Bereichen 

Der Verlust der Myelinscheiden und die Freisetzung von entzündlichen Mediatoren wie 

z.B. NO aus Entzündungszellen tragen zur Schädigung der Axone bei (Smith und Lass-

mann 2002). Eine Transportstörung der Axone kann durch die Akkumulation des  

Amyloid-Vorläuferproteins (APP) nachgewiesen werden (Gentleman et al. 1993; Hendriks 

et al. 2005), da es dem schnellen axonalen Transport unterliegt (Koo et al. 1990).  

In der vorliegenden Arbeit wurden APP-positive Axone nahezu ausschließlich in den ent-

markten, perivaskulären Läsionen in der grauen Substanz gefunden. Entzündliche Infiltra-
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te ohne Entmarkung führten nur selten zu einer Transportstörung entlang der Nervenbah-

nen (Abb. 3-6). 

 
Abb. 3-6: Der Verlust der Myelinscheiden erleichterte axonalen Schaden. Eine Transportstörung entlang 

der Axone fand sich vor allem in demyelinisierten Arealen. Abgebildet ist die Akkumulation von APP 30 Stun-

den nach Antikörpertransfer in Tieren mit (8-18C5) und ohne (IgG1) Entmarkung.  

 

 

3.4 Aktivierung von Makrophagen/Mikroglia  

Aktivierte Makrophagen/Mikroglia sind bei weitem die häufigste Zellpopulation in entmark-

ten Läsionen. Ihre Funktion bei der MS-Pathologie wird kontrovers diskutiert. Zum einen 

spielen sie eine Rolle bei der Regeneration, da sie durch Phagozytose eine wichtige Vor-

aussetzung für die Remyelinisierung schaffen. Zum anderen verursachen sie eine Schä-

digung der Axone und Oligodendrozyten durch toxische Mediatoren. Daher stellte sich die 

Frage, ob sich unterschiedliche Makrophagen-/Mikrogliapopulationen hinsichtlich der Ex-

pression verschiedener Markerproteine unterscheiden lassen: phagozytierende 

Makrophagen/Mikroglia und „nur“ entzündlich aktivierte Makrophagen/Mikroglia. 

Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Analyse von verschiedenen Makropha-

genaktivierungsmarkern bei der β-Synuklein-EAE mit und ohne Entmarkung untersucht. 

Die Auswertung erfolgte in der grauen Substanz an den jeweils drei am stärksten betrof-

fenen lumbalen Rückenmarksquerschnitten.  

 

3.4.1 Mehr iNOS-exprimierende Makrophagen/Mikroglia in Ratten mit Entmarkung 

Erhöhte Mengen an NO, welche durch iNOS gebildet werden, sind ein typisches Kennzei-

chen von neurodegenerativen und entzündlichen ZNS-Erkrankungen (Smith und Lass-

mann 2002).  

Im hier verwendeten Modell wurde die Expression von iNOS durch Entzündung alleine 

nur in sehr wenigen Zellen induziert (30 Std. IgG1: 7 ± 8 Zellen/mm2). Erst nach dem 

Transfer des entmarkenden Antikörpers ließen sich deutlich mehr Zellen mit iNOS-

Expression nachweisen (30 Std. 8-18C5: 51 ± 46 Zellen/mm2; Mann-Whitney 30 Std.  
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8-18C5 vs. 30 Std. IgG1 P=0,029). Allerdings kam nur im akuten Krankheitsstadium  

(30 Std. nach Transfer) eine deutliche Population an iNOS-exprimierenden Zellen zur 

Darstellung. Bereits vier Tage nach Transfer (8-18C5) konnten nur noch 8 ± 12 Zel-

len/mm2 angefärbt werden. In den Rückenmarksquerschnitten von CFA immunisierten 

Kontrollratten und Ratten, die 20 Tage nach Transfer getötet wurden, konnten keine  

iNOS-positiven Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3-7 B). 

 

3.4.2 Makrophagen/Mikroglia in rein entzündlicher Umgebung exprimierten ver-
mehrt CD163 

CD163 vermittelt die Bindung und Endozytose des Hämoglobin-Haptoglobin (Hb-Hp) 

Komplexes durch Makrophagen (Schaer et al. 2007). Die Expression dieses Rezeptors 

wird mit antiinflammatorischen Bedingungen in Verbindung gebracht.  

In der vorliegenden Arbeit wurden in den Rückenmarksquerschnitten von Tieren ohne 

Entmarkung mehr CD163-positive Zellen gezählt als in Tieren mit Entmarkung  

(30 Std. IgG1: 194 ± 133 Zellen/mm2; 30 Std. 8-18C5: 132 ± 60 Zellen/mm2). Der Unter-

schied zwischen diesen beiden Gruppen war jedoch nicht signifikant (ungepaarter T-Test 

P=0,358). Wie schon zuvor bei der iNOS-Expression waren CD163-positive Zellen haupt-

sächlich im akuten Krankheitsstadium vorzufinden (4d 8-18C5: 61 ± 24 Zellen/mm2; 

ANOVA 30 Std. 8-18C5 vs. 4d 8-18C5 P>0,05) (Abb. 3-7 D). 
 

3.4.3 Hämoxigenase-1 wurde in Ratten ohne Entmarkung vermehrt exprimiert 

Es wird davon ausgegangen, dass HO-1 die Expression von iNOS und inflammatorischer 

Zytokine hemmt (Colville-Nash et al. 1998) und gilt daher als antiinflammatorisches Prote-

in. In dieser Arbeit sollte anhand des Expressionsniveaus von HO-1 in Tieren mit und oh-

ne Entmarkung untersucht werden, ob die Phagozytose von Myelin ein Stimulus für 

Makrophagen/Mikroglia ist, der zu HO-1-Expression führt. 

HO-1 wurde nur von wenigen Zellen gebildet, und diese ließen sich morphologisch 

Makrophagen/Mikroglia zuordnen. Die Auszählung der HO-1-positiven Zellen in Tieren, 

die 30 Stunden nach Antikörpertransfer getötet wurden, ergab in Ratten ohne Entmarkung 

33 ± 27 Zellen/mm2. Die Dichte war somit doppelt so hoch wie in Tieren mit Entmarkung 

(30 Std. 8-18C5: 16 ± 9 Zellen/mm2). Aufgrund interindividueller Schwankungen zwischen 

einzelnen Tieren erreichte das Ergebnis keine statistische Signifikanz. In CFA-

immunisierten Kontrollen fanden sich keine HO-1-exprimierenden Zellen (CFA: 0 ± 0 Zel-

len/mm2). Vier Tage nach Antikörpertransfer waren noch 5 ± 3 Zellen/mm2 in den Rü-

ckenmarksquerschnitten nachweisbar (Abb. 3-7 C). 
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Abb. 3-7: Ein Vergleich der Makrophagen/Mikrogliaaktivierung unter rein entzündlichen Bedingungen 

und bei Entzündung mit Entmarkung. (A) Die Expression von iNOS, HO-1 und CD163 bei der β-Synuklein-

EAE in der grauen Substanz 30 Std. nach Antikörpertransfer. (B) Entzündung alleine induzierte nur in weni-

gen Zellen die Expression von iNOS (30 Std. IgG1: 7 ± 8 Zellen/mm2). Erst entzündliche Entmarkung führte zu 

signifikant mehr iNOS-positiven Zellen in der grauen Substanz (30 Std. 8-18C5: 51 ± 46 Zellen/mm2; Mann-

Whitney 30 Std. 8-18C5 vs. 30 Std. IgG1 P=0,03). Dabei war die Expression auf das akute Krankheitsstadium 

beschränkt. (C) Einige wenige Zellen exprimierten HO-1 (CFA: 0 ± 0 Zellen/mm2; 30 Std. 8-18C5: 16 ± 9 Zel-

len/mm2; 30 Std. IgG1: 33 ± 27 Zellen/mm2; ANOVA CFA vs. 30 Std. 8-18C5 P<0,05; Mann-Whitney Kontrolle 

vs. 30 Std. IgG1 P=0,004). Dabei war 30 Stunden nach Transfer der Unterschied zwischen Tieren mit und 

ohne Entmarkung nicht signifikant (Mann-Whitney 30 Std. 8-18C5 vs. 30 Std. IgG1 P=0,281). (D) Die Expres-

sion von CD163 war bei der β-Synuklein-EAE im Vergleich zu Kontrolltieren ebenfalls erhöht. Dabei färbten 

sich 30 Stunden nach Transfer in Tieren ohne Entmarkung etwas mehr positive Zellen an (CFA: 11 ± 4 Zel-

len/mm2; 30 Std. 8-18C5: 132 ± 60 Zellen/mm2; 30 Std. IgG1:194 ± 133 Zellen/mm2; ANOVA CFA vs. 30 Std. 

8-18C5 P<0,01; Mann-Whitney Kontrolle vs. 30 Std. IgG1 P=0,004; ungepaarter T-Test 30 Std. 8-18C5 vs.  

30 Std. IgG1 P=0,358).  
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Zusammenfassend lässt sich bemerken, dass durch Entmarkung zellschädigende Protei-

ne wie iNOS vermehrt exprimiert werden. Hingegen werden in Tieren ohne Entmarkung in 

Makrophagen/Mikroglia tendenziell mehr Proteine gebildet, die als antiinflammatorisch 

gelten (CD163 und HO-1).  

 

 

3.5 Auswirkungen der Entzündung auf die Nervenzellen 

Im hier verwendeten Modell der β-Synuklein-EAE ließen sich entzündliche Infiltrate haupt-

sächlich in der grauen Substanz nachweisen. Die Zellen des Immunsystems befanden 

sich somit in unmittelbarer Nähe zu den Nervenzellen. Es stellte sich deshalb die Frage, 

in wieweit die infiltrierenden Zellen – unabhängig von einer Schädigung der weißen Sub-

stanz – eine Schädigung und / oder einen Verlust von Neuronen induzieren können. 

 

3.5.1 Entzündung und Entmarkung führten zu einer vermehrten Expression von 
cJun 

Die Expression des Transkriptionsfaktors cJun ist eines der ersten und zuverlässigsten 

Merkmale der neuronalen Stressantwort bei Axotomie und neurodegenerativen Erkran-

kungen. Dabei korreliert die Menge an cJun mit dem Stressausmaß (Herdegen et al. 

1997).  

Ein Vergleich der neuronalen cJun-Expression in den jeweils drei am stärksten betroffe-

nen lumbalen Rückenmarksquerschnitten sollte klären, ob die unmittelbare Nähe von Im-

munzellen für eine Stressantwort in Neuronen ausreicht oder ob zusätzlich Entmarkung 

und axonale Schädigung als weiterer Stimulus nötig sind. 

Die histologische Auswertung zeigte, dass entzündliche Infiltrate in der grauen Substanz 

die Expression von cJun in Neuronen induzieren (CFA: 3 ± 1 Neurone/Rückenmarks-

querschnitt; 30 Std. IgG1: 15 ± 7 Neurone/Rückenmarksquerschnitt; ANOVA CFA vs.  

30 Std. IgG1 P<0,01). In Tieren, die 30 Stunden nach 8-18C5-Transfer getötet wurden, 

waren im Vergleich zu Tieren ohne Entmarkung jedoch nahezu doppelt so viel Neurone 

pro Rückenmarksquerschnitt cJun-positiv (30 Std. 8-18C5: 25 ± 12 Neuro-

ne/Rückenmarks-querschnitt; ANOVA CFA vs. 30 Std. 8-18C5 P<0,001; ungepaarter  

T-Test 30 Std. IgG1 vs. 30 Std. 8-18C5 P= 0,084). Mit beginnender Besserung der Krank-

heit und damit verbundenem Rückgang der Entzündung nahm die Anzahl cJun-

exprimierender Neurone ab, lag aber immer noch deutlich über der Menge der konstituti-

ven cJun-Expression (4d 8-18C5: 11 ± 3 Neurone/Rückenmarksquerschnitt; ANOVA  

30 Std. 8-18C5 vs. 4d 8-18C5 P>0,05; CFA vs. 4d 8-18C5 P>0,05). Bei den Ratten, die 
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20 Tage nach Antikörpertransfer getötet wurden (8-18C5: 3 ± 2 Neurone/Rückenmarks-

querschnitt; IgG1: 4 ± 2 Neurone/Rückenmarksquerschnitt) war die Anzahl der cJun-

positiven Neurone mit jener von Kontrollratten vergleichbar (3 ± 1 Neurone/Rückenmarks-

querschnitt; ANOVA CFA vs. 20d IgG1 P>0,05; CFA vs. 20d 8-18C5 P>0,05). 
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Abb. 3-8: Entzündung und Entmarkung führten zu vermehrter neuronalen cJun-Expression. (A) Aus 

diesen Abbildungen geht hervor, dass bereits Entzündung alleine eine vermehrte Expression von cJun indu-

ziert (CFA 3 ± 1 Neurone/Rückenmarksquerschnitt; 30 Std. IgG1: 15 ± 7 Neurone/Rückenmarksquerschnitt; 

ANOVA CFA vs. 30 Std. IgG1 P<0,01). Jedoch erhöhte sich die Zahl cJun-exprimierender Neurone durch 

zusätzliche Entmarkung (30 Std. 8-18C5: 25 ± 12 Neurone/Rückenmarksquerschnitt; ANOVA CFA vs. 30 Std. 

8-18C5 P<0,001). Der Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (ungepaarter T-Test 30 Std. 

IgG1 vs. 30 Std. 8-18C5 P= 0,084). Nach dem Rückgang der Entzündung (Tiere der 20 Tage-Gruppe) war die 

cJun-Expression mit der von CFA-Kontrolltieren vergleichbar (8-18C5: 3 ± 2 Neurone/Rückenmarksquer-

schnitt; IgG1: 4 ± 2 Neurone/Rückenmarksquerschnitt). (B) In den Rückenmarksquerschnitten von CFA-

immunisierten Kontrollen waren nur vereinzelte cJun-positive Neurone vorhanden. Die Immunisierung mit  

β-Synuklein93-111 hingegen führte zu einer vermehrten cJun-Expression in Tieren mit und ohne Entmarkung 

(30 Std. nach Transfer). 
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Ein weiteres Stress- / Schädigungsmerkmal der Nervenzellen ist die Akkumulation von 

phosphoryliertem Neurofilament. Unter physiologischen Bedingungen liegen Neurofila-

mente im Soma unphosphoryliert vor, unter pathologischen Bedingungen hingenen und 

vor allem bei retrograder Chromatolyse sind diese häufig phosphoryliert (Sternberger und 

Sternberger 1983). Der hier verwendete Antikörper SMI35 erkennt sowohl schwach, als 

auch stark phosphoryliertes hochmolekulares Neurofilamentprotein und markiert u. a. 

Nervenzellen mit retrograder Chromatolyse als Zeichen einer somanahen Axondurchtren-

nung.  

Die vorliegenden Experimente zeigten jedoch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte 

SMI35-positive Neurone. Dieses Ergebnis war unabhängig von Entmarkung (Daten nicht 

gezeigt).  

 

3.5.2 Entzündung und Entmarkung in der grauen Substanz führten nicht zum  
neuronalen Zelltod 

Die Expression von cJun kann sowohl auf De- als auch auf Regenerationsprozesse hin-

weisen (Herdegen et al. 1997). Im nächsten Schritt sollte geklärt werden, ob die vermehr-

te cJun-Expression nur eine zeitlich begrenzte Stressantwort als Reaktion auf die patho-

logischen Veränderungen darstellt oder tatsächlich zum Zelltod führt. Da in der HE-

Färbung auf morphologischer Basis keine apoptotischen Neurone nachzuweisen waren, 

wurde zunächst die Anzahl der Nervenzellen gezählt. 

NeuN (neuronal nuclei) wird ausschließlich von Nervenzellen gebildet und häufig als neu-

ronaler Marker verwendet (Unal-Cevik et al. 2004; Lind et al. 2005; Portiansky et al. 

2006). Um die Anzahl der Neurone zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen 

vergleichen zu können, wurde die Nervenzelldichte im ventralen Bereich der drei am 

stärksten infiltrierten lumbalen Rückenmarksquerschnitte bestimmt.  

Ein Vergleich der neuronalen Dichte von gesunden mit der von Ratten mit β-Synuklein-

EAE zeigte einen deutlichen Verlust von NeuN-positiven Nervenzellen in erkrankten Rat-

ten. Dieser Verlust war bei Entmarkung nicht stärker ausgeprägt (CFA: 277 ± 22 Neuro-

ne/mm2; 30 Std. 8-18C5: 209 ± 38 Neurone/mm2; 30 Std. IgG1: 186 ± 49 Neurone/mm2; 

ANOVA CFA vs. 30 Std. IgG1 P<0,01; CFA vs. 30 Std. 8-18C5 P<0,01; ungepaarter  

T-Test 30 Std. IgG1 vs. 30 Std. 8-18C5 P=0,356). Bemerkenswert war dabei, dass in Tie-

ren, die vier oder 20 Tage nach Antikörpertransfer getötet wurden, die Zahl NeuN-

exprimierender Neurone wieder anstieg. So wurden bereits bei Ratten, die vier Tage nach 

Transfer getötet wurden 219 ± 33 Neurone/mm2 gezählt. Bei den nach 20 Tagen getöteten 

Tieren war die Neuronendichte mit der von Kontrolltieren vergleichbar (IgG1: 283 ± 35 
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Neurone/mm2; 8-18C5: 277 ± 22 Neurone/mm2; ANOVA 30 Std. IgG1 vs. 20d IgG1 

P<0,01 und 30 Std. 8-18C5 vs. 20d 8-18C5 P<0,05) (Abb. 3-9).  

 

P<0,05P<0,01

P<0,01 P<0,01

A B

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td.

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

100

200

300

400

Ne
uN

+
N

eu
ro

ne
/m

m
2

P<0,05P<0,01

P<0,01 P<0,01

A B

Kontro
lle

8-1
8C

5 3
0 S

td.

IgG1 3
0 S

td.

 8-
18

C5 4
d

8-1
8C

5 2
0d

IgG1 2
0d

0

100

200

300

400

Ne
uN

+
N

eu
ro

ne
/m

m
2

 
Abb. 3-9: Die Dichte NeuN-positiver Neurone. (A) Die Dichte NeuN-positiver Neurone nahm unter entzünd-

lichen Bedingungen unabhängig von Entmarkung ab (CFA: 277 ± 22 Neurone/mm2; 30 Std. 8-18C5: 209 ± 38 

Neurone/mm2; 30 Std. IgG1: 186 ± 49 Neurone/mm2; ANOVA CFA vs. 30 Std. IgG1 P<0,01; CFA vs. 30 Std. 

8-18C5 P<0,01; ungepaarter T-Test 30 Std. IgG1 vs. 30 Std. 8-18C5 P=0,356). Jedoch nahm die Dichte der 

Nervenzellen nach dem Rückgang der Entzündung wieder zu und war 20 Tage nach Antikörpertransfer mit 

der von Kontroll-Ratten vergleichbar (4d 8-18C5: 219 ± 33 Neurone/mm2; 20d IgG1: 283 ± 35 Neurone/mm2; 

20d 8-18C5: 277 ± 22 Neurone/mm2; ANOVA 30 Std. IgG1 vs. 20d IgG1 P<0,01, 30 Std. 8-18C5 vs.  

20d 8-18C5 P<0,05). (B) Die Färbung der Rückenmarksquerschnitte mit dem neuronalen Antigen NeuN von 

CFA-immunisierte Kontrollen und β-Synuklein93-111 immunisierten Ratten, die 30 Std., 4 oder 20 Tage nach  

8-18C5 Transfer getötet werden. 

  

Da sich auch NeuN-negative Neurone nachweisen ließen, wurde die Nervenzellzahl zu-

sätzlich anhand der Nissl-Färbung bestimmt. Dadurch sollten NeuN-negative Neurone 

erfasst werden. Allerdings zeigte die Auswertung der Nissl-Färbung ebenfalls zunächst 

eine Abnahme der Neuronendichte bei Tieren im akuten Krankheitsstadium. Diese stieg 

allerdings über die Zeit, entsprechend den Daten der NeuN-Färbung, wieder an (Daten 

nicht gezeigt).  

In apoptotischen Zellen kommt es zu einer Fragmentierung von chromosomaler DNA, 

welche durch In-situ Tailing (TUNEL-Reaktion) sichtbar gemacht werden kann. Ein weite-

rer Marker für den Zelltod ist die Expression aktivierter Caspase-3. Um auszuschließen, 

dass apoptotische Neurone in den Rückenmarksquerschnitten vorhanden waren, wurden 
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diese beiden Färbetechniken angewandt. Mit beiden Methoden ließen sich keine apopto-

tischen Neurone identifizieren (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 3-10: Neuronaler Verlust bei akuter Entzündung. (A) Durch die Infiltration von Zellen des Immunsys-

tems in die graue Substanz von β-Synuklein93-111-immunisierten Ratten kam es zu einem Rückgang an NeuN-

positiven Neuronen (30 Std. IgG1: 33% Verlust). Diese Reduktion wurde durch zusätzliche Entmarkung nicht 

weiter verstärkt (30 Std. 8-18C5: 25% Verlust). Mit dem Abklingen der Krankheitssymptome begann die An-

zahl NeuN-positiver Neurone wieder anzusteigen (4d 8-18C5: 21% Verlust) und war 20 Tage nach Antikörper-

transfer mit den Werten CFA-immunisierter Kontrolltiere vergleichbar (20d IgG1 und 8-18C5: 0% Verlust). (B) 

Das durch Entzündung bedingte Ödem führte zu einer Flächenvergrößerung der grauen Substanz  

(30 Std. 8-18C5: 26% Zunahme; 30 Std. IgG1: 35% Zunahme; 4d 8-18C5: 24% Zunahme; 20d 8-18C5:  

11% Zunahme; 20d IgG1: 4% Zunahme) (C) Die Zunahme der Fläche der grauen Substanz korrelierte 

(P=0,0017; r2=0,934) mit der Abnahme der Neuronendichte.  

 

Entzündungsprozesse führen zur Ausbildung eines Ödems. So könnte dies eine Erklä-

rung für die geringere Nervenzelldichte bei akuter β-Synuklein-EAE sein. Bei MS-

Patienten findet ebenfalls eine ödembedingte Volumenzunahme des ZNS durch Entzün-

dung statt (Helms 2001),  

Es zeigte sich, dass in den durchgeführten Experimenten die prozentuale Abnahme der 

Neuronendichte gut mit der prozentualen Zunahme der Fläche der grauen Substanz kor-

relierte (∼P=0,0017; r2=0,934) (Abb. 3-10). 
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3.6 Infiltration von Makrophagen/Mikroglia führte zur Reduktion  
Synaptophysin-positiver Strukturen 
Neben Oligodendrozyten und Axonen sind ebenso Synapsen vulnerabel gegenüber zellu-

lären Infiltraten und zytotoxischen Produkten, wie z.B. Entzündungsmediatoren und extra-

zellulärem Glutamat. 

In der vorliegenden Arbeit konnten in der grauen Substanz keine Synaptophysin-positiven 

Strukturen in Phagozyten, als Zeichen einer Phagozytose von Synapsen, gefunden wer-

den. Allerdings kam es in Regionen mit dichten zellulären Infiltraten zu einer Reduktion 

des immunhistochemischen Synaptophysinsignals. Diese Verminderung konnte in Tieren 

mit und ohne Entmarkung nachgewiesen werden (Abb. 3-11). 

 

 
Abb. 3-11: Reduktion Synaptophysin-positiver Strukturen in den Rückenmarksquerschnitten  

β-Synuklein93-111-immunisierter Ratten mit und ohne Entmarkung. Bei der Färbung mit dem präsynapti-

schen Marker Synaptophysin (rot) stellte sich in Bereichen mit dichter Makrophagen/Mikrogliainfiltration (grün) 

ein Verlust der Synaptophysinsignalintensität dar. Abgebildet sind Rückenmarksquerschnitte von Tieren, die 

30 Std. nach Transfer getötet wurden.  
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4.1 Entwicklung eines Mausmodells mit MS-ähnlichen Läsionen im Gehirn 

Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des Gehirns und des Rückenmarks. Bei Mäusen 

und Ratten hingegen finden die entzündlichen Prozesse der EAE nahezu ausschließlich 

in der weißen Substanz des Rückenmarks statt. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tier-

modell mit MS-ähnlichen Gehirnläsionen etabliert, um die pathologischen Schädigungs-

mechanismen im Gehirn besser untersuchen zu können.  

Hierzu wurden Cuprizon-behandelte Mäuse mit MOG35-55 immunisiert. Die Verfütterung 

von Cuprizon, einem Kupferchelator, führt vor allem im Balken zum selektiven Absterben 

von Oligodendrozyten und zur Aktivierung der Mikroglia, der ortsständigen Gehirn-

makrophagen (Matsushima und Morell 2001). Der daraus resultierende Verlust der Mark-

scheiden und die „Voraktivierung“ der Mikroglia sollten den Eintritt von aktivierten T-Zellen 

ins Gehirn begünstigen und auf diese Weise nach Immunisierung mit dem Myelinpeptid 

MOG35-55 zu MS-ähnlichen Entzündungsherden im Gehirn führen.  

 

 

4.2 Optimaler Immunisierungszeitpunkt von Cuprizon-behandelten Mäusen 

4.2.1 Cuprizon-induzierte Genexpression 

Kupfer ist an einer Reihe katalytischer und metabolischer Stoffwechselwege beteiligt, wie 

z. B. der Synthese von IL-2, einem wichtigen Aktivator der TH1 Immunantwort (Bala und 

Failla 1992). Auf Grund des Cuprizon-bedingten Kupfermangels wird neben der beabsich-

tigten Oligodendrozytenapoptose und Mikrogliaaktivierung zusätzlich eine abgeschwächte 

Immunantwort bei EAE-Versuchen beschrieben (Emerson et al. 2001). Deshalb wurde 

zunächst der geeignete Zeitpunkt für die Immunisierung von Cuprizon-behandelten Mäu-

sen ermittelt (Emerson et al. 2001). 

Im ersten Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit der Zeitverlauf der Mikrogliaaktivierung 

näher untersucht. Dies erfolgte durch die Isolierung der mRNA aus dem Balken von Mäu-

sen nach unterschiedlich langer Cuprizon-Gabe. Die Expressionsmengen der Adhäsi-

onsmoleküle ICAM-1, VCAM-1, des Makrophagen/Mikrogliamarkers LysozymM (LysM), 

der Chemokine MIP-1α und MCP-1 und der iNOS wurden mittels quantitativer RT-PCR 

gemessen. 
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Abb. 4-1: Aktivierung der Mikrogliazellen durch Cuprizon. Mittels quantitativer RT-PCR konnte gezeigt 

werden, dass die Verfütterung von Cuprizon Mikrogliazellen im Balken aktiviert. Die höchste Expression des 

von Mikrogliazellen exprimierten Proteins LysozymM (LysM) wurde nach vier und fünf Wochen Cuprizon-Diät 

gemessen. Des Weiteren wurde das Adhäsionsmolekül ICAM-1 durch die Verfütterung von Cuprizon vermehrt 

exprimiert. Für VCAM-1 konnte dies nicht nachgewiesen werden. Zusätzlich wurden die Chemokine MIP-1α 

und MCP-1 durch die Cuprizon-Gabe vermehrt gebildet. Für iNOS konnte keine erhöhte Transkription nach-

gewiesen werden. (ohne: nicht-behandelte Kontrollen) 

 

Die durchgeführte quantitative RT-PCR (Abb. 4-1) zeigte eine Vervierfachung der LysM 

mRNA in Mäusen, welche über einen Zeitraum von drei Wochen mit Cuprizon behandel-

ten wurden (ANOVA Kontrollen vs. 3 Wochen P<0,05). An den letzten beiden gemesse-

nen Zeitpunkten (4 und 5 Wochen) konnte ein neun- bis zehnfacher Anstieg der LysM 

mRNA verzeichnet werden (ANOVA Kontrollen vs. 4 Wochen Cuprizon und Kontrollen vs. 

5 Wochen Kontrollen P<0,05). 

Eine vermehrte ICAM-1 Bildung wurde während des gesamten Versuchverlaufs festge-

stellt, wobei die maximal gemessene Expression nach einwöchiger Cuprizon-Gabe er-

reicht wurde (11fach; ANOVA Kontrollen vs. 1 Woche Cuprizon P<0,001). In den Ver-

suchswochen zwei bis vier erreichte die ICAM-1 mRNA Menge ungefähr ein fünffaches 

des Ausgangswerts (ANOVA Kontollen vs. Cuprizon für 2, 3, 4 Wochen P<0,001).  
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Eine veränderte Expression von VCAM-1 konnte über den gesamten untersuchten Zeit-

raum nicht nachgewiesen werden.  

Das Chemokin MIP-1α erreichte die maximale Expressionsmenge von 113fach über dem 

Wert nicht-behandelter Mäuse vier Wochen nach Versuchsbeginn (ANOVA Kontrollen vs. 

4 Wochen Cuprizon P<0,01). Die Expression war bei den Zeitpunkten drei und fünf Wo-

chen ebenfalls deutlich erhöht (89fach und 37fach). 

MCP-1 mRNA wurde bereits unmittelbar nach dem Beginn der Cuprizon-Gabe etwa um 

den Faktor 14 vermehrt gebildet, und dieser Wert wurde über den gesamten Versuchs-

zeitraum weitgehend beibehalten (ANOVA Kontrollen vs. Cuprizon für 1, 2 ,3, 4, Wochen 

P<0,001 und Kontrollen vs. 5 Wochen Cuprizon P<0,01).  

Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase wird von aktivierten Makrophagen/Mikroglia 

gebildet, jedoch konnte für iNOS nur eine unwesentlich vermehrte Bildung nach Cuprizon-

Gabe nachgewiesen werden (Abb.4-1).  

 
Abb. 4-2: Aktivierung von Mikrogliazellen und die Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und 
VCAM-1. Auf histologischer Ebene konnten aktivierte Mikrogliazellen (Mac3) im Balken während der Cupri-

zon-Diät gezeigt werden. ICAM-1, ein Adhäsionsmolekül, wurde durch die Cuprizon-Gabe auf Mikroglia- 

(Pfeil) und Endothelzellen (Pfeilspitze) vermehrt exprimiert. Eine erhöhte VCAM-1 Menge konnte hingegen 

nicht nachgewiesen werden. 
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Die immunhistochemische Färbung mit dem Makrophagen/Mikrogliamarker 

CD107b/Mac3 zeigte, dass während der Cuprizon-Behandlung vor allem im Balken ver-

mehrt aktivierte Mikrogliazellen vorhanden waren. Des Weiteren konnten vermehrt  

ICAM-1-positive Mikroglia- und Endothelzellen im Balken nachgewiesen werden. Wie zu-

vor auf mRNA-Ebene konnte auch auf Proteinebene keine erhöhte Expression von 

VCAM-1 nachgewiesen werden (Abb. 4-2).  

 

4.2.2 Immunisierung von Mäusen nach unterschiedlich langer Cuprizon-
Behandlung  

Im nächsten Schritt wurden die Mäuse nach ein, zwei, drei, vier oder fünf Wochen Cupri-

zon-Gabe mit zweimal 300 µg MOG35-55 in CFA immunisiert. Als Maßstab für den optima-

len Immunisierungszeitpunkt galten die Anzahl der erkrankten Mäuse, der Tag des 

Krankheitsbeginns und die maximal erreichte Krankheitsschwere (Score). 
 

Tabelle 4-1: Effizienz der Immunisierung. Anhand der Anzahl der erkrankten Tiere ließ sich die Effizienz der 

Immunisierung ermitteln. In den ersten beiden Wochen war die immunsuppressive Wirkung von Cuprizon am 

stärksten. Allerdings wiesen nicht alle Tiere mit Infiltraten im Rückenmark auch Läsionen im Gehirn auf. 

 

Cuprizon-Gabe 
 
 

Mäuse mit  
T-Zellinfiltraten im 
Rückenmark 

Anzahl der Mäuse 
mit T-Zellinfiltraten 
im Gehirn 

1 Woche 3/6 2/6 

2 Wochen 3/5 1/5 

3 Wochen 5/6 3/6 

4 Wochen 4/4 2/4 

5 Wochen 5/6 2/6 

 

Die immunsuppressive Wirkung von Cuprizon war in den ersten beiden Behandlungswo-

chen mit nur 50% bzw. 60% erkrankter Mäuse am deutlichsten. Wurde die EAE ab drei 

Wochen Cuprizon-Diät induziert, lag die Immunisierungseffizienz jeweils über 80% und 

war mit nicht Cuprizon-behandelten Mäusen nahezu vergleichbar (Daten nicht gezeigt 

und Tabelle 4-1).  
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Abb. 4-3: Der optimale Immunisierungszeitpunkt. Die Mäuse wurden im wöchentlichen Abstand und somit 

nach unterschiedlich langer Cuprizon-Gabe mit MOG35-55 immunisiert. Die maximal erreichte Krankheits-

schwere nach Immunisierung war ausschließlich nach einer Woche Cuprizon-Diät vermindert. Der durch-

schnittliche Tag des Krankheitsbeginns zeigte, dass die Immunisierung nach 1-2 Wochen Cuprizon-Gabe zu 

einem leicht verzögerten Krankheitsbeginn führte. (dpi: Tage nach Immunisierung) 

 

Ebenfalls spiegelte der Zeitpunkt des Krankheitsbeginns die über die Zeit abnehmende 

immunsuppressive Wirkung wider. Während der letzten drei Immunisierungszeitpunkte 

erkranken die Mäuse ungefähr zehn Tage früher als Mäuse, welche nach einer bzw. zwei 

Wochen Cuprizon-Diät immunisiert wurden (Abb. 4-3).  

Die maximal erreichte Krankheitsschwere war nur bei den Tieren der ersten Gruppe (eine 

Woche Cuprizon) mit einem Mittelwert von 1,5 deutlich niedriger als bei später immuni-

sierten Mäusen (EAE-Score ca. 2,5) (Abb. 4-3). 

Diese Vorversuche ergaben des Weiteren, dass Mäuse mit messbarem EAE-Score, wel-

cher das Ausmaß der Schädigung des Rückenmarks wider spiegelt, nicht immer T-Zellen 

im Balken aufwiesen. Andererseits enthielten z.T. die Gehirne von Tieren ohne Lähmung 

der Extremitäten entzündliche Infiltrate (Tabelle 4-1). Diese Mäuse waren durch Ge-

wichtsverlust, ungeputztes, struppiges Fell und gekrümmten Rücken erkennbar. 

Aufgrund der erhoben Daten wurde folgender Versuchsplan entworfen: Eine ausreichen-

de Mikrogliaaktivierung sollte durch einen Cuprizongehalt von 0,25 % im Futter während 

der ersten beiden Wochen erzielt werden. Die immunsuppressive Wirkung der Substanz 

wurde durch anschließende Senkung der Dosis auf 0,15 % Cuprizon im Futter vermindert. 

An Tag 17 nach Versuchsbeginn erfolgte die subkutane Injektion von 300 µg MOG in 

CFA, welche zur Verstärkung der Immunantwort nach sieben Tagen wiederholt wurde. 

Die Mäuse erhielten als zusätzlichen Immunstimulus Pertussistoxin (PTX, 300 ng) durch 

intraperitoneale Injektion an den Tagen null, zwei und neun nach Immunisierung. Die Ver-
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suchsdauer betrug insgesamt 34 Tage. Der Versuchsaufbau aller nachfolgenden Versu-

che erfolgte, wenn keine abweichenden Angaben gemacht werden, nach dem folgenden 

Schema (Abb. 4-4). 

 

0,25%  0,15%       MOG   PTX    MOG  PTX                        Versuchsende

Cuprizon PTX

0 14             17      19 24     26                                       34 Tage

0,25%  0,15%       MOG   PTX    MOG  PTX                        Versuchsende

Cuprizon PTX

0 14             17      19 24     26                                       34 Tage

 
 
Abb. 4-4: Der Versuchsaufbau bei der Cuprizon-EAE. Um eine ausreichende Mikrogliaaktivierung zu erzie-

len, erhielten die Mäuse für 14 Tage 0,25% Cuprizon im Futter. Diese Dosis wurde anschließend bis zum 

Versuchsende auf 0,15% Cuprizon im Futter gesenkt. Die Immunisierung mit 300 µg MOG35-55 erfolgte nach 

17-tägiger Cuprizon-Diät und wurde nach 7 Tagen wiederholt, um die Immunantwort zu verstärken. Die drei-

malige PTX Injektion (300 ng) wirkte zusätzlich immunstimulierend. 

 
 

4.3 Charakterisierung der entzündlichen Infiltrate in Balken und Kortex  

4.3.1 Infiltration von T-Zellen in das Corpus callosum und den Kortex nach  
Immunisierung mit MOG35-55  

Die rein toxisch induzierte Entmarkung durch Cuprizon führt zur Aktivierung der Mikroglia 

bei geschlossener BHS (McMahon et al. 2002). Eine Immunisierung mit MOG35-55 hat im 

Gegensatz hierzu die Öffnung der BHS zur Folge, so dass Entzündungszellen aus dem 

Blut in das ZNS einwandern können. 

Anhand des folgenden beschriebenen Versuchaufbaus wurde untersucht, ob ausschließ-

lich aktivierte ZNS-spezifische oder auch ZNS-unspezifische T-Zellen eine Entzündungs-

reaktion in vorgeschädigtem Gehirngewebe auslösen können. Hierzu wurden Cuprizon-

behandelte Mäuse mit MOG35-55 (Cup/MOG) oder mit Ovalbumin (Cup/Ova), einem Be-

standteil des Hühnereiweißes, das nicht im Maus-ZNS exprimiert wird, immunisiert. 
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Abb. 4-5: Infiltration von T-Zellen in das Mausgehirn nach Immunisierung mit MOG35-55 bzw. Ovalbu-
min. (A) In den Gehirnen, vor allem im Balken, von Cuprizon und Cup/Ova Mäusen waren vereinzelte  

T-Zellen (CD3) vorzufinden. Ausschließlich nach Immunisierung mit MOG35-55 wanderten zahlreiche CD3-

positive T-Zellen in die Gehirne von Cuprizon-behandelten Mäusen ein. (B) ZNS-unspezifische Ovalbumin- 

T-Zellen induzierten keine T-Zellinfiltration im ZNS. In diesen Tieren war die Dichte an T-Zellen mit nicht im-

munisierten Cuprizon-Mäusen vergleichbar (Cup: 10 ± 4 Zellen/mm2; Cup/Ova: 15 ± 12 Zellen/mm2; ANOVA 

Cup vs. Cup/Ova P>0,05). Erst die Immunisierung von Cuprizon-behandelten Mäusen mit MOG35-55 verur-

sachte die Infiltration von zahlreichen T-Zellen in das Mausgehirn (396 ± 239 Zellen/mm2; ANOVA Cup vs. 

Cup/MOG P<0,001). (C) Durch die in vitro Stimulation mit dem jeweiligen Antigen wurde gezeigt, dass die 

Immunisierung mit Ova zur Bildung von antigen spezifischen T-Zellen führt. Der Unterschied zwischen der 

Proliferation von MOG- und Ova-spezifischen T-Zellen erreichte keine statistische Signifikanz (ANOVA 

P>0,05). (Cup: Cuprizon, Cup/Ova: Cuprizon-behandelt und mit Ovalbumin immunisiert; Cup/MOG: Cuprizon-

behandelt und mit MOG35-55 immunisiert. 
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In den Gehirnen von Cuprizon-behandelten Tieren ließen sich nur sehr wenige T-Zellen 

nachweisen (Cup: 10 ± 4 Zellen/mm2). Nach Immunisierung mit dem ZNS-unspezifischen 

Antigen Ovalbumin wurden vergleichbar geringe Mengen von T-Zellen im Balken vorge-

funden (15 ± 12 Zellen/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/Ova P>0,05). Ein vollkommen anderes 

Bild zeigte sich nach Immunisierung mit MOG35-55. Nach MOG35-55 Immunisierung wurden 

zahlreiche CD3-positive T-Zellen im Balken der Mäuse nachgewiesen (396 ± 239 Zel-

len/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/MOG und Cup/Ova vs. MOG P<0,001) (Abb.4-5B). Be-

merkenswert war, dass die T-Zellen nicht wie in Rückenmarksläsionen ausschließlich in 

lokal begrenzten Entzündungsherden vorlagen, sondern häufig diffus im Balken verteilt 

waren. Zudem konnten bei zahlreichen Mäusen CD3-positive T-Zellen auch im Kortex, 

den Basalganglien und im Kleinhirn nachgewiesen werden (Abb. 4-5 A + B und Daten 

nicht gezeigt).  

 

Um sicher zu stellen, dass die Immunisierung mit Ovalbumin ebenfalls zur Bildung von 

aktivierten T-Zellen führte, wurden Lymphozyten aus den Lymphknoten von immunisierten 

Mäusen (MOG35-55 bzw. Ova) isoliert und in vitro durch das jeweils spezifische Antigen 

restimuliert. Der so genannte Proliferations-Assay ergab, dass nach Ova-Immunisierung 

durchaus antigenspezifische T-Zellen gebildet wurden, obwohl die Teilungsrate von MOG-

spezifischen T-Zellen mit 706 ± 341 CCPM1 über dem Wert der Ova-spezifischen  

T-Zellen (386 ± 217 CCPM1) lag. Dieser Unterschied war statistisch allerdings nicht signi-

fikant (Abb. 4-5 C).  

 

Die durchflußzytometrische (FACS)-Analyse ist eine weitere Möglichkeit um die Zusam-

mensetzung entzündlicher Infiltrate zu bestimmen. Wie zuvor durch histologische Quanti-

fizierung, konnten mit dieser Methode nur wenige T-Zellen in den Gehirnen von Cuprizon- 

(3,3% TcR-positive Zellen) und Cuprizon/Ova-behandelten (1,9% TcR-positive Zellen) 

Tieren nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde bestätigt, dass im Gegensatz hierzu 

nach Immunisierung mit MOG35-55 zahlreiche T-Lymphozyten (10% TcR-positive Zellen) in 

das Mausgehirn eingewandert waren (Daten nicht gezeigt).  

T-Zellen können anhand der Oberflächenmoleküle CD4 und CD8 in T-Helfer und zytotoxi-

sche T-Zellen unterteilt werden. Die wenigen nachweisbaren T-Zellen aus Tieren der 

Cuprizon-Gruppe ließen sich überwiegend den zytotoxischen T-Zellen zuordnen (Verhält-

nis: CD4/CD8 = 0,64). Nach Immunisierung mit Ovalbumin war eine vergleichbare Anzahl 

an CD4- und CD8-positiven T-Zellen vorhanden. Hingegen führte die Immunisierung mit 
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dem CD4-Epitop MOG35-55 zu einer deutlich verstärkten Infiltration von CD4-positiven  

T-Zellen (Verhältnis CD4/CD8 = 5,8) (Daten nicht gezeigt). 

 

4.3.2 Verstärkte Aktivierung von Makrophagen/Mikroglia bei Entzündung 

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass es nur nach Immunisie-

rung mit MOG35-55 zu einer wesentlichen Infiltration von T-Zellen in die durch Cuprizon 

entmarkten Hirnregionen kam. Ziel des nächsten Versuches war, den Aktivierungsstatus 

von Makrophagen/Mikroglia zu untersuchen. Hierbei wurde die Makropha-

gen/Mikrogliapopulation aus den Gehirnen von Cuprizon-behandelten Mäusen mit der aus 

zusätzlich mit Ova- bzw. MOG35-55-immunisierten Mäusen vergleichend untersucht. 
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Abb. 4-6: Rekrutierung von Makrophagen und die Aktivierung von Makrophagen/Mikrogliazellen. (A) 

Erst nach Immunisierung mit MOG35-55 wanderten zahlreiche Makrophagen (10,7% CD45high-positive Zellen) 

in das Gehirn von Cuprizon-behandelten Mäusen ein. In den beiden anderen Versuchsgruppen konnten kaum  

CD45high-Makrophagen im Gehirn nachgewiesen werden (Cup: 1,4% und Cup/Ova: 2% CD45high-positive 

Zellen). (B) Es konnte gezeigt werden, dass CD45low-Zellen weniger MHC II (Mittelwert: 55) exprimieren als 

CD45high-Zellen (Mittelwert: 552). (C) Bei der histologischen Quantifizierung von Mac3-positiven Zellen im 

Balken zeigte sich, dass nach Immunisierung mit MOG35-55 die meisten Makrophagen/Mikroglia vorhanden 

waren (Cup: 2007 ± 458 Zellen/mm2; Cup/Ova: 1585 ± 758 Zellen/mm2; Cup/MOG: 2545 ± 524 Zellen/mm2; 

ANOVA Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,01). Angegeben ist der prozentuale Anteil an gemessenen, lebenden 

Zellen. 
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Für die histologische Quantifizierung von Makrophagen/Mikroglia im Mausgewebe, wurde 

ein Antikörper gegen das lysosomale Membranprotein CD107b (Mac3) verwendet. Nach 

einem Versuchszeitraum von 34 Tagen und alleiniger Cuprizon-Diät wurden  

2007 ± 758 Zellen/mm2 und nach zusätzlicher Ova-Immunisierung (Cup/Ova): wurden  

1585 ± 458 Zellen/mm2 gezählt. Nach zusätzlicher Immunisierung mit MOG35-55 zeigte 

sich ein Trend zu einer höheren Dichte von Makrophagen/Mikroglia (Cup/MOG:  

2500 ± 514 Zellen/mm2, ANOVA Cup vs. Cup/Ova P>0,05; Cup vs. Cup/MOG P>0,05; 

Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,01) (Abb. 4-6 C).  

 

Das in der FACS-Analyse nachgewiesene Antigen CD45 wird von allen hämatopoeti-

schen Zellen gebildet. Da ein unterschiedliches Expressionsniveau von CD45 in 

Makrophagen (CD11b+/CD45high) und Mikrogliazellen (CD11b+/CD45low) besteht, wird die-

ser Marker zur Unterscheidung der beiden Zellpopulationen verwendet (Sedgwick et al. 

1991; Ford et al. 1995).  

Nach der Cuprizon-Diät ließen sich nahezu keine CD11b+/CD45high–positiven Zellen nach-

weisen (1,4% CD11b+/CD45high-positive Zellen). Gleiches galt für zusätzlich Ova-

immunisierte Tiere (2% CD11b+/CD45high-positive Zellen). Im Gegensatz hierzu war nach 

zusätzlicher MOG35-55-Immunisierung eine CD11b+/CD45high-Zellpopulation eindeutig 

nachweisbar (10,7% CD11b+/CD45high-positive Zellen) (Abb. 4-6 A). 

Im nächsten Schritt wurde die Expression von MHC II analysiert, das von allen antigen-

präsentierenden Zellen gebildet wird. Die Menge an MHC II-Molekülen auf 

CD11b+/CD45high Zellen war mit einem Mittelwert von 558 im Vergleich zu 

CD11b+/CD45low Zellen (Mittelwert 55) deutlich erhöht. Für die Antigene CD80 und CD86 

zeigte sich in allen drei Versuchsgruppen keine Expression (Daten nicht gezeigt und  

Abb. 4-6 B) 

 

Im Weiteren wurde das Aktivierungsstadium der Makrophagen/Mikroglia mit Hilfe der Ex-

pression der folgenden aktivierungsabhängig regulierten Gene histologisch untersucht:  

S100A9, von neutrophilen Granulozyten und aktivierten Monozyten/Makrophagen in frü-

hen Differenzierungsstadien gebildet (Foell et al. 2007), wird u. a. zur Beurteilung des 

Alters von MS-Läsionen verwendet. Es wird davon ausgegangen, dass nur akut aus dem 

Blut eingewanderte Makrophagen S100A9 exprimieren (Bruck et al. 1995; Foell et al. 

2004). 
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Abb. 4-7: Die Expression von S100A9, der Hämoxigenase-1 (HO-1) und der induzierbaren Stickstoff-
monoxidsynthase (iNOS) im Balken von MOG35-55- und Ova-immunisierten, Cuprizon-behandelten 
Mäusen. (A+B) Nur in MOG-immunisierten Mäusen konnten zahlreiche S100A9-positive Monozyten (Pfeil) 

nachgewiesen werden (Cup: 0 ± 0 Monozyten/mm2; Cup/Ova: 0 ± 0 Monozyten/mm2; Cup/MOG  

116 ± 48 Monozyten/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,001 und Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,001). Die 

Expression von iNOS und HO-1 fand ebenfalls nur nach vermehrter Infiltration von T-Zellen statt (Cup:  

0 ± 0 Zellen/mm2; Cup/Ova: 0 ± 0 Zellen/mm2). So konnten nach Immunisierung mit MOG35-55 157 ± 190  

iNOS-positive Zellen/mm2 nachgewiesen werden (ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,05 und Cup/Ova vs. 

Cup/MOG P<0,05). Insgesamt konnten nur sehr wenige HO-1 exprimierende Zellen angefärbt werden, wobei 

hier nicht nur Makrophagen/Mikroglia (Pfeilspitze) sondern auch Astrozyten (Pfeil) HO-1 bildeten (Cup:  

0 ± 0 Makrophagen/Mikroglia/mm2; Cup/Ova: 0 ± 0 Makrophagen/Mikroglia/mm2; Cup/MOG:  

17 ± 17 Makrophagen/Mikroglia/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,05 und Cup/Ova vs. MOG P<0,05). 
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In den eigenen Versuchen führte Cuprizon-induzierter Schaden weder zur Einwanderung 

von Granulozyten in den Balken noch zur Expression von S100A9 in Monozyten  

(0 ± 0 Monozyten/mm2). Ebenso konnten nach Immunisierung mit Ova keine S100A9-

positive Monozyten nachgewiesen werden (0 ± 0 Monozyten/mm2; ANOVA Cup vs. 

Cup/Ova P>0,05). Ein völlig anderes Bild zeigte sich hingegen nach Immunisierung mit 

MOG35-55 und der Infiltration von T-Zellen. Dies führte zu einer signifikanten Zunahme an 

S100A9-exprimierenden Monozyten im Gehirn (116 ± 48 Monozyten/mm2; ANOVA: Cup 

vs. Cup/MOG P<0,001; Cup/Ova vs. Cup/MOG: P<0,001). Darüber hinaus enthielten die 

Gehirne dieser Tiere S100A9-positive Granulozyten.  

 

Erhöhte Mengen an NO im ZNS sind ein Kennzeichen von neurodegenerativen und ent-

zündlich bedingten ZNS-Erkrankungen (Smith und Lassmann 2002). Histologisch lassen 

sich erhöhte NO-Werte indirekt durch die Expression von iNOS nachweisen.  

Die histologische Auswertung der eigenen Experimente ergab, dass Mikrogliazellen wäh-

rend der Cuprizon-Diät keine iNOS exprimierten (0 ± 0 Zellen/mm2). Ebenso konnten nach 

Immunisierung mit Ovalbumin keine iNOS-positiven Zellen nachgewiesen werden  

(0 ± 0 Zellen/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/Ova P>0,05). Im Gegensatz hierzu hatte die Im-

munisierung mit MOG35.-55 - mit Infiltration von zahlreichen T-Zellen - die Expression von 

iNOS in zahlreichen Makrophagen/Mikroglia zur Folge (157 ± 190 Zellen/mm2; ANOVA 

Cup vs. Cup/MOG P<0,05; Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,05). 

 

HO-1 vermittelt den intrazellulären Abbau von Hämoglobin. Die Expression wird mit an-

tiinflammatorischen Eigenschaften in Verbindung gebracht (Mancuso et al. 2006).  

Die Analyse der histologischen Präparate ergab, dass HO-1 ausschließlich nach Immuni-

sierung mit MOG35-55 von wenigen Makrophagen/Mikroglia gebildet wurde  

(Cup: 0 ± 0 Zellen/mm2; Cup/Ova: 0 ± 0 Zellen/mm2; Cup/MOG 17 ± 17 Zellen/mm2; 

ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,05; Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,05). Zusätzlich zu diesen 

wenigen Makrophagen/Mikroglia konnten HO-1-positive Astrozyten angefärbt werden. 

Diese waren sowohl in Cuprizon-behandelten Mäusen als auch in Tieren der Cup/Ova-

Gruppe vorhanden (Abb. 4-7 A + B).  
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4.4 Axonschaden nach der Infiltration von T-Zellen und Makrophagen 

Neben der Beeinträchtigung der Nervenleitung durch den Verlust von Myelin tragen vor 

allem die Schädigung und der Verlust von Axonen zur neurologischen Behinderung bei 

MS-Patienten bei (Davie et al. 1995; De Stefano et al. 1998; De Stefano et al. 1999). Eine 

Unterscheidung zwischen rein entmarkungsbedingtem axonalen Schaden und axonaler 

Schädigung verursacht durch entzündliche Komponenten, wie ROS, Chemokine und Zy-

tokine ist jedoch nicht möglich, da sowohl bei MS als auch im experimentellen Modell der 

EAE Entzündungszellen vorhanden sind. Zur Klärung dieser Fragestellung sollte der  

Axonschaden bei der toxisch induzierten Entmarkung durch Cuprizon mit der axonalen 

Schädigung im Modell der Cuprizon-EAE verglichen werden.  

Eine Transportstörung innerhalb der Axone oder deren Durchtrennung lässt sich durch die 

Akkumulation des Amyloid-Vorläuferproteins (APP) nachweisen (Gentleman et al. 1993).  

Anhand eigener Untersuchungen konnte eine Schädigung der Axone bereits nach Verlust 

der Markscheiden nachgewiesen werden (Cup: 169 ± 95 APP+ Axone/mm2). Dieser wurde 

durch die Immunisierung mit Ovalbumin nicht signifikant verstärkt (257 ± 93 APP+ Axo-

ne/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/Ova P>0,05). Die Immunisierung mit MOG35-55 mit Infiltrati-

on von aktivierten T-Zellen und Makrophagen aus dem Blut führte jedoch zu einer erhebli-

chen Zunahme der axonalen Schädigung. Ein signifikanter Anstieg an so genannten axo-

nalen Sphäroiden konnte in diesen Tieren verzeichnet werden (524 ± 192 APP+ Axo-

ne/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,001; Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,01) (Abb. 4-8). 

Axone können durch die Versilberung nach Bielschowsky angefärbt werden. Durch den 

Vergleich der Axondichte mit gesunden Individuen kann ein Verlust der Nervenbahnen 

gemessen werden. In keinem der drei verwendeten Versuchsansätze zeigte sich eine 

wesentlich reduzierte Axondichte. 
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Abb. 4-8: Das Ausmaß der axonalen Schädigung nach Entmarkung und Entmarkung mit zusätzlicher 
Entzündung. (A) Erst Entzündung verursachte eine erhebliche Transportstörung innerhalb der Axone, was 

durch die Akkumulation von APP nachgewiesen werden konnte. Ein offensichtlicher Verlust von Axonen kam 

in der Versilberung nach Bielschowsky nicht zur Darstellung. B) Die Quantifizierung verdeutlichte, dass bereits 

der Verlust der Markscheiden zur axonalen Schädigung führte (Cup: 169 ± 95 APP+ Axone/mm2;  

Cup/Ova: 257 ± 93 APP+ Axone/mm2; ANOVA Cup vs. Cup/Ova P>0,05). Erst die zusätzliche Entzündung 

verursachte eine signifikante Zunahme der axonalen Schädigung (Cup/MOG: 524 ± 192 APP+ Axone/mm2; 

ANOVA Cup vs. Cup/MOG P<0,001; Cup/Ova vs. Cup/MOG P<0,01). 
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4.5 Vergleichbare Effizienz der Remyelinisierung in Tieren mit und ohne Ent-
zündung  

Die toxisch induzierte Entmarkung durch Cuprizon ist ein reversibler Prozess. Nach Be-

enden der Cuprizon-Diät differenzieren Oligodendrozytenvorläuferzellen in reife, myelin-

bildende Oligodendrozyten aus und führen zur raschen und annähernd vollständigen Re-

myelinisierung (Matsushima und Morell 2001).  

T- und B-Zell-, sowie TNF-α-defiziente Mäuse weisen gegenüber WT-Tieren eine verzö-

gerte Remyelinisierung auf. Deshalb wird ein positiver Effekt von entzündlichen Prozes-

sen auf die Neubildung der Markscheiden postuliert (Arnett et al. 2001; Arnett et al. 2003; 

Bieber et al. 2003; Boven et al. 2006). Des Weiteren laufen in MS-Läsionen Entzündung 

und Remyelinisierung häufig parallel ab (Prineas et al. 1993).  

In den nachfolgend beschriebenen Versuchsansätzen zur Untersuchung der Remyelini-

sierungseffizienz erhielten immunisierte und nicht immunisierte Mäuse im Anschluss an 

die Cuprizon-Diät für zwei bzw. fünf Tage Normalfutter. Anhand dieser Versuche sollte 

untersucht werden, ob die spontane Remyelinisierung nach dem Ende der Cuprizon-

Verfütterung durch Immunzellen und / oder deren Produkte beeinflusst wird.  

 

4.5.1. Histologische Quantifizierung der Remyelinisierung 

Anhand einer semiquantitativen Bewertungsskala (2.5.2 Tabelle 2-11) wurde das Ausmaß 

der Remyelinisierung nach fünftägiger Gabe von Normalfutter bestimmt. Zusätzlich wurde 

die Dichte der Oligodendrozytenvorläuferzellen (Olig2) und Oligodendrozyten (NogoA) 

quantifiziert.  

Cuprizon-behandelte Tiere wiesen im Vergleich zu zusätzlich MOG35-55-immunisierten 

Tieren eine vergleichbare Dichte an NogoA-positiven Oligodendrozyten im Balken auf 

(Cup: 278 ± 112 Zellen/mm2; Cup/MOG: 262 ± 122 Zellen/mm2; T-Test P=0,75)  

(Abb. 4-9 A + B). 

Die Dichte der Olig2-positiven und die der NogoA/Olig2-doppeltpositiven Oligodendroglia 

war ebenfalls ähnlich zwischen den beiden Gruppen (NogoA/Olig2: Cup: 7 ± 17 Zel-

len/mm2; Cup/MOG: 3 ± 8 Zellen/mm2; Mann Whitney P=0,511 und Olig2: Cup:  

36 ± 38 Zellen/mm2; Cup/MOG: 25 ± 35 Zellen/mm2; Mann Whitney P=0,368)  

(Abb. 4-9 A + C).  
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Abb. 4-9: Oligodendrozytendichte im Balken nach fünf Tagen Remyelinisierung (A) Nach Beenden der 

Cuprizon-Diät erfolgte die Proliferation von Oligodendrozytenvorläuferzellen im Balken. Aus diesen Vorläufer-

zellen entwickelten sich reife Oligodendrozyten (NogoA braun, Pfeil). Fünf Tage nach Beenden der Cuprizon-

Diät waren mehr reife NogoA-positive Oligodendrozyten vorhanden als Olig2-positive Oligodendrozytenvorläu-

ferzellen (blau, Pfeilspitze). (B) Die Dichte der NogoA-positiven Zellen war ebenfalls zwischen den beiden 

untersuchten Gruppen nicht unterschiedlich (Cup: 278 ± 112 Zellen/mm2; Cup/MOG: 262 ± 122 Zellen/mm2; 

Mann Whitney P=0,75). (C) Die Quantifizierung der Oligodendrogliazelldichte ergab keine Unterschiede zwi-

schen entzündlichen und nicht entzündlichen Bedingungen (NogoA/Olig2: Cup: 7 ± 17 Zellen/mm2; Cup/MOG: 

3 ± 8 Zellen/mm2; Mann Whitney P=0,511 und Olig2: Cup: 36 ± 38 Zellen/mm2; Cup/MOG:  

25 ± 35 Zellen/mm2; Mann Whitney P=0,368). 

 

Im nächsten Schritt wurde der Anteil der bemarkten Fläche in den einzelnen Tieren an-

hand eines semiquantitativen Myelinisierungsscores ausgewertet (Hiremath et al. 1998). 

Ein hoher Score-Wert entspricht dabei einem deutlichen Myelinverlust. Bereits fünf Tage 

nach dem Ende der Cuprizon-Diät waren Teile der Nervenfasern im Balken wieder von 

Myelin umgeben. Der Anteil der bemarkten Fläche war in der LFB/PAS-Färbung zwischen 

beiden Gruppen vergleichbar (LFB-Score: Cup: 1,8 ± 0,9; Cup/MOG: 1,9 ± 0,8; ungepaar-

ter T-Test P=0,594). Durch die immunhistochemische Färbung mit dem anti-MBP-

Antikörper konnte dieses Ergebnis bestätigt werden (MBP-Score: Cup: 2,0 ± 1; Cup/MOG: 

2,5 ± 1; ungepaarter T-Test P=0,351) (Abb. 4-10 A + B). 
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Abb. 4-10: Das Ausmaß der Remyelinisierung nach Beendigung der Cuprizon-Diät. (A) Die Abbildungen 

der LFB/PAS-Färbung zeigen, dass das Ausmaß der Entmarkung nach 4,5 Wochen Cuprizon-Diät zwischen 

den Versuchsgruppen Cuprizon und Cuprizon/MOG vergleichbar war. Die Effizienz der Remyelinisierung war 

in beiden untersuchen Gruppen ebenfalls vergleichbar. (B) Die semiquantitative Auswertung der Remyelinisie-

rung anhand der LFB/PAS- und anti-MBP-Färbung verdeutlicht, dass keine Unterschiede zwischen den bei-

den Versuchsgruppen vorlagen (LFB/PAS: Cup: 1,8 ± 0,9; Cup/MOG: 1,9 ± 0,8; ungepaarter T-Test P=0,594 

und MBP: Cup: 2,0 ± 1; Cup/MOG: 2,5 ± 1; ungepaarter T-Test P=0,351).  

 

4.5.2 Expressionsanalyse von oligodendrogliaspezifischen Genen  

Der semiquantitative Score zur Bestimmung der myelinisierten Fläche anhand der Myelin-

färbung erlaubt nur eine grobe Einschätzung. Des Weiteren sind unterschiedliche Prote-

inmengen immunhistochemisch nicht quantifizierbar. Mögliche geringe Unterschiede zwi-

schen Cuprizon- und Cup/MOG-Tieren bei der Neubildung des Myelins sollten mittels 

quantitativer RT-PCR erfasst werden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode war, dass die 

Expression weiterer oligodendrogliaspezifischer Gene untersucht werden konnte, deren 

Protein auf PFA-fixiertem Gewebe immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden 

konnte. Die Expressionsanalyse erfolgte an drei repräsentativen Tieren pro Gruppe.  
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Hierzu wurde der Balken nach 34 Tagen Demyelinisierung durch Cuprizon bzw. nach 

zwei oder fünf Tagen Remyelinisierung bei Normalfutter entnommen. Ein Teil der Tiere 

war wie in den vorangegangenen Versuchen mit MOG35-55 immunisiert worden. Das Ex-

pressionsniveau wurde als xfache Menge im Vergleich zu nicht-behandelten Mäusen an-

gegeben.  
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Abb. 4-11: Expression von entzündungsassoziierten Genen im Balken von Mäusen nach Cuprizon-
Gabe und zusätzlicher Immunisierung. Das Expressionsniveau von CD4 und iNOS im Balken von Cupri-

zon-behandelten Mäusen war mit nicht-behandelten Kontroll-Mäusen vergleichbar. Die Expression der Gene 

IFN-γ und MHC II war im Balken von Cuprizon-behandelten Mäusen im Vergleich zu nicht-behandelten Kon-

trolltieren leicht erhöht. Im Gegensatz hierzu war in den Gehirnen von zusätzlich MOG35-55-immunisierten 

Tieren deutlich mehr CD4, IFN-γ, MHC II und iNOS mRNA vorhanden. Die Expressionsanalyse der Entzün-

dungsmarker diente als Nachweis, dass in immunisierten Tieren tatsächlich Entzündung im Balken vorhanden 

war. (4,5 W: 34 Tage Cuprizon-Diät, 2 T RM und 5 T RM: im Anschluss an die Cuprizon-Diät erhielten die 

Mäuse 2 bzw. 5 Tage Normalfutter zur Remyelinisierung) 

 

Zunächst wurde durch die Menge an CD4 mRNA überprüft, ob alle immunisierten Tiere 

tatsächlich T-Zell-Infiltrate im Gehirn aufwiesen. Die Auswertung zeigte, dass Cuprizon-

behandelte Mäuse und nicht-behandelte Kontrollen vergleichbare CD4 mRNA Mengen 

aufwiesen (4,5 W: -1,7 ± 1,5fach; 2 Tage RM: 0,4 ± 1,3fach; 5 Tage RM: -0,61 ± 1,4fach). 

Die zusätzliche Immunisierung führte hingegen zu einem deutlichen Anstieg der CD4-

Expression im Balken (4,5 W: 16,3 ± 9,4fach; 2 Tage RM: 13,1 ± 8,5fach; 5 Tage RM: 

24,3 ± 5,7fach). 
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Ein weiterer Hinweis für einen entzündlichen Prozess war die Expression von IFN-γ, das 

bei ausschließlicher Cuprizon-Behandlung nur minimal vermehrt gebildet wurde  

(4,5 W: 2 ± 1,1fach; 2 Tage RM: 3,4 ± 2fach; 5 Tage RM: 3,3 ± 1,6fach). Tiere mit deutlich 

nachweisbarer CD4 mRNA wiesen deutlich erhöhte Werte an IFN-γ mRNA auf, wobei die 

maximale Menge unter demyelinisierenden Bedingungen (4,5 W) gemessen wurde  

(4,5 W: 879 ± 624fach; 2 Tage RM: 310 ± 312fach; 5 Tage RM: 264 ± 211fach). 

MHC II wird von antigenpräsentierenden Zellen, wie Makrophagen/Mikroglia, gebildet. 

Durch die 4,5 wöchige Verfütterung von Cuprizon kam es zu einem 3,8 ± 1fachen Anstieg 

der MHC II mRNA. Die exprimierte Menge erhöhte sich bis zum Versuchsende nur leicht  

(4,5 W: 4 ± 1; 2 Tage RM: 5 ± 2,1fach; 5 Tage RM: 6,3 ± 2,9fach). Im Gegensatz hierzu 

wiesen Tiere mit T-Zellinfiltraten deutlich erhöhte MHC II Werte auf (4,5 W:  

251 ± 230fach; 2 Tage RM: 258 ± 199fach; 5 Tage RM: 375 ± 210fach). 

Ein weiterer untersuchter Marker war das proinflammatorische Molekül iNOS. Dieses Gen 

wurde ausschließlich von den Tieren der Cuprizon/MOG-Gruppe gebildet, wobei die maxi-

mal gemessene Expression 17 Tage nach Immunisierung erreicht wurde (= 4,5 Wochen 

Cuprizon) (Cuprizon: 4,5 W: -1,7 ± 0,6fach; 2 Tage RM: 0,4 ± 1,4fach; 5 Tage RM:  

-1,3 ± 0,2fach; Cup/MOG: 4,5 W: 46,2 ± 36,4fach; 2 Tage RM: 15 ± 15fach; 5 Tage RM: 

4,75 ± 5,9fach) (Abb. 4-11). 

Die Expression des Transkriptionsfaktors Olig2 war bei Cuprizon-Behandlung und in den 

Tagen der Remyelinisierung im Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollen leicht vermin-

dert. Ein Unterschied zwischen Tieren mit und ohne Entzündung war nicht vorhanden.  

Ebenso konnte eine leicht verminderte Expression von Olig1 am Ende der Cuprizon-Diät 

gemessen werden. Während der ersten Tage der Remyelinisierung war diese mit der Ex-

pression in Kontrollmäusen vergleichbar.  

Des Weiteren wurde die Expression von PDGF-Rα, Sox2 und MBP gemessen. Die Ex-

pression dieser Gene unterschied sich an allen drei untersuchten Zeitpunkten nur leicht 

von nicht-behandelten Kontrolltieren. Ein Unterschied zwischen Cuprizon-behandelten 

und Cup/MOG-Tieren war nicht vorhanden.  

Deutlich reduziert war die Expression von PLP nach 4,5 Wochen Cuprizon-Diät. Zu die-

sem Zeitpunkt unterschied sich die Expressionsmenge zwischen den beiden Versuchs-

gruppen (Cup: -21,2 ± 6fach und Cup/MOG: -12,8 ± 4,8fach). Nach Beenden der Cupri-

zon-Verfütterung (2 und 5 Tage RM) war das Expressionsniveau mit nicht-behandelten 

Mäusen vergleichbar und kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen vor-

handen. Die einzelnen gemessenen Werte können der Tabelle 4-2 entnommen werden. 
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Tabelle 4-2: Expression von oligodendrogliaspezifischen Genen im Balken von immunisierten und 
nicht immunisierten Mäusen. Die Expression der Transkriptionsfaktoren Olig1, Olig2 und Sox2, von  

PDGF-Rα und der Myelinproteine PLP und MBP nach 4,5 Wochen Cuprizon-Gabe und 4,5 Wochen Cuprizon-

Diät mit anschließender Remyelinisierung bei zwei bzw. fünf Tagen Normalfutter. Ein Teil der Mäuse war 

zusätzlich mit MOG35-55 immunisiert. Angegeben ist der mittlere xfache Unterschied der Genexpression von je 

drei repräsentativen Tieren pro Gruppe mit Standardabweichung im Vergleich zu nicht-behandelten Kontroll-

mäusen.  

 

 4,5 Wochen Cup 2 Tage RM 5 Tage RM 

 Cup Cup/MOG Cup Cup/MOG Cup Cup/MOG 

Olig1 -2,2 ± 0,3 -0,9 ± 1,7 -0,1 ± 2 0,3 ± 1,4 0,7 ± 2 0,6 ± 1,6 

Olig2 -1,3 ± 0,2 -0,7 ± 1,6 -0,6 ± 1,5 -1,2 ± 0,2 -0,9 ± 2 -0,7 ± 1,6 

PDGF-Rα -1,4 ± 0,5 0,3 ± 1,5 0 ± 2 0,8 ± 2,5 0,6 ± 1,4 0,6 ± 1,5 

Sox2 -0,7 ± 1,7 0,45 ± 1,5 -0,5 ± 1,3 -0,4 ± 1,2 0,4 ± 1,7 1,2 ± 0,2 

MBP -1,5 ± 0,1 -1,5 ± 0,1 -1,3 ± 0.3 -0,4 ± 1,7 0,4 ± 1,4 -0,5 ± 1,4 

PLP -21,2 ± 6 -12,8 ± 4,8 -3,5 ± 2,1 -2,3 ± 0,2 -0,9 ± 1,7 -1,24 ± 0,2

 

 

4.6 Magnetresonanztomographische Analyse von Entzündung und Entmar-
kung im Modell der Cuprizon-EAE 

Bei der Maus-EAE kommt es im Gegensatz zur MS zu einem überwiegenden Befall des 

Rückenmarks. Allerdings ist eine spinale Bildgebung von lebenden Mäusen aufgrund 

technischer Schwierigkeiten nur schwer durchführbar und deshalb ist eine Korrelation 

zwischen histologischen Befunden und magnetresonanztomographischen (MRT)-Bildern 

kaum möglich (Nessler et al. 2007). Die Cuprizon-EAE erschien für derartige Korrelati-

onsstudien ein geeigneteres Modell, da die Immunisierung von Cuprizon-behandelten 

Mäusen mit MOG35-55 zu reproduzierbaren Läsionen im Gehirn führte. Ein weiterer Vorteil 

dieses Versuchsansatzes war, dass magnetresonanztomographisch untersucht werden 

konnte, ob sich die Signale bei ausschließlicher Entmarkung mit äußerst geringem axona-

len Schaden und Entmarkung mit Entzündung mit viel axonalem Schaden unterscheiden.  
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4.6.1 Verminderte Integrität der Blut-Hirn-Schranke nach Immunisierung 

Bei MS und EAE wandern Zellen des Immunsystems durch eine offene BHS in das zent-

rale Nervensystem ein (Kitz et al. 1984; Morrissey et al. 1996; Minagar und Alexander 

2003). Im Gegensatz hierzu steht das Cuprizon-Modell, bei welchem die Toxin-induzierte 

Entmarkung bei geschlossener BHS abläuft (Bakker und Ludwin 1987; Kondo et al. 

1987). Eine Störung der BHS kann in einer T1-gewichteten MRT-Messung in vivo durch 

eine Kontrastmittelanreicherung (Gadolinium (Gd) -DTPA) im Parenchym nachgewiesen 

werden.  

Nach alleiniger Cuprizon-Diät war keine Öffnung der BHS nachweisbar. Ein Gadolinium-

induziertes, T1-hyperintenses Signal war lediglich in den Blutgefäßen vorhanden  

(Abb. 4-12 Cuprizon, Pfeilspitze). Im Gegensatz hierzu konnten in den Cuprizon/MOG-

Tieren MS-ähnliche Gadoliniumanreicherungen im Balken, im Kleinhirn und in der Nähe 

der Basalganglien und der Seitenventrikel, nachgewiesen werden (Abb. 4-12; Cup/MOG, 

Pfeil). 

Bei der wiederholten MRT-Messung an einer Maus konnte gezeigt werden, dass die Öff-

nung der BHS für mindestens drei Tage andauerte. Die Messung am Tag 16 nach Immu-

nisierung zeigte nach Gd-Applikation kleine Gd-Anreicherungen um die Seitenventrikel, im 

Balken und im Kleinhirn. Diese Gd-induzierten Signalverstärkungen waren bei der Folge-

messung 19 Tage nach Immunisierung erheblich vergrößert (Abb. 4-12 19dpi). Um aus-

zuschließen, dass diese Signale durch das bei der ersten Messung applizierte  

Gd-DTPA zustande gekommen waren, erfolgte eine T1-gewichtete MRT-Messung vor der 

erneuten Gd-Applikation. Das Bild vor Kontrastmittelgabe wies jedoch keine hyperinten-

sen Bereiche auf (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 4-12: Dauer der Blut-Hirn-Schranken Öffnung. Die BHS blieb nach alleiniger Verfütterung von Cupri-

zon intakt. Die Injektion von Gd-DTPA führte nur in den Gefäßen und Meningen zu einem hellen, hyperinten-

sen Signal (Pfeilspitze). Durch die zusätzliche Immunisierung mit MOG35-55 konnte das Gd-DTPA in das Pa-

renchym eindringen (Pfeil) (16 dpi). Dies ist ein typisches Kennzeichen von akuten entzündlichen Läsionen. 

Bei der wiederholten MRT-Messung nach drei Tagen (19 dpi) waren diese weiterhin vorhanden und im Ver-

gleich zum Vorbefund vergrößert. Alle Abbildungen entsprechen T1-gewichteten MRT-Sequenzen nach  

Gd-DTPA Injektion. dpi: Tage nach Immunisierung 
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Abb. 4-13: Vergleich zwischen Gd-DTPA induzierten Signalen und histologisch nachweisbaren Abla-
gerungen von Fibrinogen und Immunglobulinen (IgG) sowie der Infiltration von T-Zellen. (A) Ein Teil 

der Gd-DTPA induzierten Signale entsprach den histologisch nachweisebaren Ablagerungen von Immunglo-

bulin (IgG) und Fibriongen, sowie infiltrierten T-Zellen (CD3). (B) Des Weiteren gab es auch ausschließlich 

histologisch nachweisbare kleinere entzündliche Läsionen mit IgG-, und Fibrinogen-Ablagerungen sowie infilt-

rierten T-Zellen. 

 

Histologisch kann eine offene Blut-Hirn-Schranke durch perivaskuläre Ablagerung von 

Immunglobulin (IgG) und Fibrinogen nachgewiesen werden.  

Ein Vergleich zwischen den MRT-Bildern und den histologischen Präparaten zeigte, dass 

nicht in allen Bereichen mit Gd-DTPA-Anreicherung IgG- und Fibrinogenablagerungen 

vorhanden waren. Umgekehrt führten CD3-Zellinfiltrate nicht immer zu einem Gd-

induzierten Signal. Histologisch war meistens eine Kolokalisation von CD3-positiven  

T-Zellen, Immunglobulin- und Fibrinogenablagerungen vorhanden (Abb. 4-13 und Daten 

nicht gezeigt).  
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4.6.2 Nachweis der axonalen Schädigung durch die Diffusions-Tensor-Bildgebung 

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist die wichtigste bildgebende Methode, um MS 

zu diagnostizieren und den Krankheitsverlauf bei MS-Patienten zu dokumentieren. Die 

Ergebnisse der konventionellen Messmethoden (T1 und T2 gewichtetes Signal) korrelie-

ren nur schlecht mit dem Grad der Behinderung (Barkhof 2002). Des Weiteren kann auf-

grund dieser konventionellen MRT-Messungen nicht immer unterschieden werden, wel-

che Pathologie (Demyelinisierung, Remyelinisierung, Ausmaß der axonalen Schädigung) 

den klinischen Symptomen zu Grunde liegt (Bitsch et al. 2001; Song et al. 2005). Aus 

diesem Grund kommen neuerdings zusätzliche, verbesserte Verfahren, wie die Diffusi-

ons-Tensor-Bildgebung (DTI) und die Bestimmung der Magnetisierungstransferrate, zur 

Anwendung (Filippi 2002). 

Dabei hat sich in letzten Jahren die DTI als einzigartige Möglichkeit erwiesen, die Mikro-

struktur der weißen Substanz zu beurteilen (Boretius et al. 2007). DTI ist eine nichtinvasi-

ve Bildgebungsmethode, d. h. Kontrastmittel und potentiell schädliche ionisierende Strah-

lungen kommen nicht zum Einsatz. Diese Technik macht sich die anisotrope Natur der 

Wasserdiffusion in neuronalen und axonalen Strukturen zu nutze. Es wird davon ausge-

gangen, dass entlang der Axone (axiale Diffusivität) das Wasser besser fließen kann und 

eine höhere Fließgeschwindigkeit erreicht als Wasser, das quer zu den Axonen (radiale 

Diffusivität) fließt, wo hauptsächlich Myelin und Axone selbst, aber auch Zellen, die freie 

Fließgeschwindigkeit beeinträchtigen (Sun et al. 2006; Boretius et al. 2007). So bietet das 

Ausmaß der Diffusionsanisotropie Aufschluss über den Verlauf der Nervenfasern und die 

Gewebsstruktur (Filippi 2002). Speziell im Bereich der MS-Diagnostik ist es von Interesse, 

zwischen Entmarkung und axonalem Schaden zu unterscheiden. So wird versucht, mittels 

dieser Technik beide Parameter zu trennen. 

Im experimentellen Modell der Cuprizon-induzierten Entmarkung konnte bereits gezeigt 

werden, dass durch Myelinverlust der Wert der radialen Diffusivität (RD) zunimmt. Die 

axiale Diffusivität (AD) war hingegen weitgehend unverändert. Lediglich nach dreiwöchi-

ger Cuprizon-Diät zeigte sich eine verminderte axiale Diffusivität, die möglicherweise 

APP-positive Axone widerspiegelt (Song et al. 2005). Aufgrund der fehlenden entzündli-

chen Komponenten in diesem Modell konnte nicht untersucht werden, in wieweit dichte 

entzündliche Infiltrate und Gliose die Diffusion der Wassermoleküle beeinflussen. Durch 

die Verwendung des Cuprizon-EAE-Modells konnte nun erstmals untersucht werden, in-

wieweit sich die genannten Diffusivitäten sowie die fraktionale Anisotropie zwischen Ent-

markung alleine und Entmarkung mit Entzündung unterscheiden. 
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Abb. 4-14: Veränderung der Diffusivität bei der rein toxischen und der toxischen Entmarkung mit Ent-
zündung (A + C) Die Abbildungskarten der radialen Diffusivität (RD) zeigten bei Cuprizon-behandelten Tieren 

eine Signalverstärkung im Bereich des Balkens und somit erhöhten RD-Werten (Kontrolle: 0,58 ± 0,02; Cup: 

0,68 ± 0,04; Kontrolle vs. Cup P=0,08). Bei Cup/MOG-Tieren war das erhaltene Signal mit nicht-behandelten 

Kontrollen vergleichbar und der Wert der RD zwischen beiden Gruppen nicht unterschiedlich (Cup und 

Cup/MOG) (Cup/MOG: 0,59 ± 0,05; Kontrolle vs. Cup/MOG P=0,69; Cup vs. Cup/MOG P=0,016). Bei der 

axialen Diffusivität (AD) zeigte sich nur bei Cup/MOG-Tieren ein deutlicher Signalverlust, welcher die reduzier-

te AD wiedergab (Kontrolle: 1,06 ± 0,04; Cup 1,05 ± 0,03; Cup/MOG 0,92 ± 0,06; Kontrolle vs. Cup P=0,548; 

Kontrolle vs. Cup/MOG P=0,008; Cup vs. Cup/MOG P=0,008). Die fraktionale Anisotropie (FA) war bei beiden 

Versuchsgruppen im Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollen in einem vergleichbaren Maße reduziert (Pfei-

le) (Kontrolle: 0,39 ± 0,03; Cup: 0,3 ± 0,03; Cup/MOG: 0,31 ± 0,05; Kontrolle vs. Cup P=0,008; Kontrolle vs. 

Cup/MOG P=0,05; Cup vs. Cup/MOG P= 0,841). Der scheinbare Diffusionskoeffizient (ADC) war durch die 

Cuprizon-Behandlung leicht erhöht (Kontrolle: 0,74 ± 0,02; Cup: 0,8 ± 0,02; Kontrolle vs. Cup P=0,008). Die 

zusätzliche Immunisierung mit MOG35-55 hatte einen leicht geringeren ADC-Wert im Vergleich zu nicht-

behandelten Kontrollen zur Folge (Cup/MOG: 0,71 ± 0,05; Kontolle vs. Cup/MOG P=0,22; Cup vs. Cup/MOG 

P= 0,008). (B) Durch histologische Quantifizierung APP-positiver Axone wurde ein geringfügiger Axonscha-

den durch die Cuprizon-Behandlung nachgewiesen (Cup: 106 APP+ ± 68 Axone/mm2). Die zusätzliche Immu-

nisierung erhöhte die Anzahl APP-positiver Axone deutlich (Cup/MOG: 444 ± 263 APP+ Axone/mm2; Mann-

Whitney Cup vs. Cup/MOG P=0,008) 
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Durch die eigenen Arbeiten wurde gezeigt, dass bereits der Verlust der Markscheiden zu 

einer geringfügigen nicht signifikanten Reduktion der axialen Diffusivität führte (Kontrolle: 

1,06 ± 0,04; Cup: 1,05 ± 0,03; Kontrolle vs. Cup P=0,548). Im Gegensatz hierzu hatte die 

zusätzliche Entzündung, welche durch Immunisierung mit MOG35-55 induziert wurde, einen 

deutlichen Rückgang der axialen Diffusivität zu Folge (Cup/MOG: 0,92 ± 0,06; Kontrollen 

vs. Cup/MOG P=0,008; Cup vs. Cup/MOG P=0,008). Dies stellte sich in den  

AD-Karten durch eine Reduzierung der Signalintensität im Balken dar (Pfeile) (Abb. 4-14).  

Die histologische Quantifizierung APP-positiver Axone zeigte, dass Entmarkung alleine 

(Cuprizon) bereits eine Transportstörung in Axonen verursacht (Cuprizon:  

106 APP+ ± 68 Axone/mm2). Diese Funktionsstörung der entmarkten Axone wurde aller-

dings durch Entzündungszellen und entzündliche Mediatoren deutlich erhöht (Cup/MOG: 

444 ± 263 APP+ Axone/mm2; Mann-Whitney Cup vs. Cup/MOG P=0,008) (Abb. 4-14 B).  

Auf den Karten der radialen Diffusivität ergab der Balken nicht-behandelter Mäuse ein 

hypointenses Signal. Dieses war bei Cuprizon-behandelten Mäusen im Vergleich zu nicht 

-behandelten Kontrollen signifikant erhöht (hyperintense Darstellung des Balkens; Kontrol-

len: 0,58 ± 0,02; Cup: 0,68 ± 0,04; Kontrollen vs. Cup P=0,08). Im Gegensatz hierzu un-

terschieden sich Tiere mit zusätzlicher Entzündung hinsichtlich der radialen Diffusivität 

nicht von den Kontrolltieren (0,59 ± 0,05; Kontrollen vs. Cup/MOG P=0,69; Cup vs. 

Cup/MOG P=0,016).  

Für die fraktionale Anisotropie, welche das Ausmaß der Richtungsabhängigkeit wieder-

gibt, stellte sich das Corpus callosum auf den entsprechenden Karten als helle (hohe Ani-

sotropie) deutlich abgegrenzte Struktur im Gegensatz zum dunkleren Kortex (niedrige 

Anisotropie) dar. Die Verfütterung von Cuprizon führte zu einer, im Vergleich zu Kontroll-

tieren, signifikanten Reduktion der FA-Werte (geringere Intensität auf der FA-Karte; Kon-

trollen: 0,39 ± 0,03; Cup: 0,3 ± 0,03; Kontrollen vs. Cup P=0,008). Entmarkung mit zusätz-

licher Entzündung hatte im Vergleich zu Kontrollmäusen ebenfalls eine Reduktion der 

Anisotropie zur Folge, die mit der von Cuprizon-Mäusen vergleichbar war (Cup/MOG:  

0,31 ± 0,05; Kontrolle vs. Cup/MOG P=0,05; Cup vs. Cup/MOG P= 0,841).  

Der scheinbare Diffusionskoeffizient (apparent diffusion coefficient ADC) gibt die mittlere 

Diffusion aus den drei bei der Messung erhalten Eigenwerten wieder. Der erhöhte ADC 

von Cuprizon-behandelten Mäusen ergibt sich aus der hier erhöhten radialen und der nur 

leicht reduzierten axialen Diffusivität (Kontrolle: 0,74 ± 0,02 und Cup: 0,8 ± 0,02; Kontrolle 

vs. Cup P=0,008). Mäuse mit zusätzlicher Entzündung hatten im Vergleich zu Cuprizon-

behandelten Tiere einen niedrigeren ADC-Wert, der mit dem Wert von Kontrolltieren ver-
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gleichbar war (Cup/MOG: 0,71 ± 0,05; Kontolle vs. Cup/MOG P=0,22 und Cup vs. 

Cup/MOG P=0,008) (Abb. 4-14).  
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5. Diskussion 

5.1 Pathogenese von Läsionen in der grauen Substanz 

Im Allgemeinen wird MS als eine Erkrankung der weißen Substanz erachtet. Entmarkte 

MS-Läsionen in der grauen Substanz konnten jedoch kürzlich durch die Verwendung von 

immunhistochemischen anti-Myelin-Färbungen und verbesserten Bildgebungsverfahren 

als wichtiger Bestandteil der MS-Pathologie identifiziert werden (Kidd et al. 1999; Bozzali 

et al. 2002). Sie tragen möglicherweise aufgrund der Schädigung von Dendriten und Neu-

ronen zur neurologischen Behinderung und kognitiven Dysfunktion, wie Konzentrations- 

und Gedächtnisstörungen, bei (Brooks et al. 1984; Ghezzi et al. 1990; Thompson et al. 

1993; Peterson et al. 2001). Allerdings standen bislang keine geeigneten Tiermodelle zur 

Verfügung, um diese krankhaften Veränderungen zu erforschen, da es bei den klassi-

schen EAE-Modellen zu einem vorwiegenden Befall der weißen Substanz kommt. In der 

vorliegenden Arbeit konnte durch den selektiven Befall der grauen Substanz nach Immu-

nisierung mit β-Synuklein93-111 erstmals untersucht werden, inwieweit die unmittelbare Nä-

he bzw. der direkte Kontakt von Entzündungszellen zu Neuronen diese schädigt und zwar 

unabhängig vom Befall der weißen Substanz.  

Die Immunisierung von Mäusen und Ratten mit nicht Myelinproteinen, wie β-A4  

(Furlan et al. 2003), Nogo-66 (Sicotte et al. 2003) und Neurofilament-light chain (Huizinga 

et al. 2007) führte bislang nur zu einer geringfügigen meningealen und / oder perivaskulä-

ren Entzündung (Berger et al. 1997). Die Immunisierung mit dem astoglialen Protein 

S100b verursachte ebenfalls ausschließlich perivaskuläre Infiltrate in der grauen und wei-

ßen Substanz des Rückenmarks (Kojima et al. 1994). Im Gegensatz hierzu führte die Im-

munisierung von Lewis-Ratten mit β-Synuklein93-111 (Mor et al. 2003) zu einer ausgepräg-

ten, selektiven Entzündung in der grauen Substanz des Rückenmarks. β-Synuklein ist ein 

zytoplasmatisches, neuronenspezifisches Protein mit unbekannter Funktion und ist im 

Soma und in den präsynaptischen Nervenendigungen lokalisiert (Maroteaux et al. 1988; 

Jensen et al. 1999).  

Neben einer Untersuchung der Schädigung der Nervenzellen durch die neuronenspezifi-

sche Immunantwort war es in der vorliegenden Studie von Interesse, das Ausmaß der 

Makrophagen/Mikrogliaaktivierung und des Axonschadens bei der rein entzündlichen  

β-Synuklein-EAE (ohne Myelinverlust) mit der entzündlich-entmarkenden Erkrankung 

nach anti-MOG-Antikörpertransfer zu vergleichen.  

Aufgrund der hohen Homologie der immunogenen Domäne des β-Synukleinproteins zwi-

schen Ratte und Mensch erscheint die β-Synuklein-EAE ein besonders geeignetes Modell 
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zu sein, um neue Erkenntnisse über die pathologischen Auswirkungen von neuronenspe-

zifischen T-Zellen und Antikörpern zu gewinnen. Hierduch soll ein besseres Verständnis 

der Pathogenese und Relevanz von Läsionen in der grauen Substanz bei der MS und 

anderen Autoimmunerkrankungen des ZNS erhalten werden.  

 

5.1.1 Läsionen in der grauen Substanz des Rückenmarks und des Gehirns nach 

Immunisierung mit β-Synuklein93-111  

Die Immunisierung mit β−Synuklein93-111 sowie der Transfer von synukleinspezifischen  

T-Zellen lösten EAE und Uveitis in Lewis-Ratten aus (Mor et al. 2003). Anhand eigener 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die so induzierte Enzephalomyelitis eine 

monophasische Erkrankung ist. In dem untersuchten Zeitraum von 32 Tagen wiesen die 

immunisierten Tiere nur einen Krankheitsschub auf. In der histologischen Auswertung 

zeigte sich ein selektiver Befall der grauen Substanz des Rückenmarks und des Hirn-

stamms. Einige Tiere wiesen zudem subpiale und perivaskuläre Läsionen im Großhirnkor-

tex auf. Die Infiltrate bestanden, wie in anderen EAE-Modellen, aus Makropha-

gen/Mikroglia und T-Zellen. Insgesamt war dabei auffallend, dass die Entzündungszellen 

größtenteils in Regionen mit immunhistochemisch nachgewiesener β−Synukleinexpres-

sion lokalisiert waren. So konnte im Modell der β-Synuklein-EAE ebenfalls gezeigt wer-

den, dass das verwendete Antigen den Ort der Entzündung beeinflusst (Berger et al. 

1997). Die β-Synuklein-EAE ist eine rein entzündliche Enzephalomyelitis ohne Myelinver-

lust (3.1.1).  

 

5.1.2 Entmarkte Läsionen in der grauen Substanz nach anti-MOG-Antikörpertransfer 

Es wird davon ausgegangen, dass anti-MOG Antikörper bei der Entmarkung eine wesent-

liche Rolle spielen (Linington et al. 1988; van der Laan et al. 1996; Menon et al. 1997; Van 

der et al. 1999; Morris-Downes et al. 2002). So führte der Transfer des anti-MOG-

Antikörpers 8-18C5 bei der ebenfalls rein entzündlichen MBP-EAE zu perivaskulären Be-

reichen mit Myelinverlust in der weißen Substanz (Linington et al. 1988). Bei der  

β-Synuklein-EAE wurde eine größere Ähnlichkeit zur entmarkenden Pathologie der MS 

ebenfalls durch die zusätzliche Injektion des demyelinisierenden anti-MOG-Antikörpers  

8-18C5 erzielt, welche die Ratten bei beginnender Erkrankung erhielten (3.2).  

Im Gegensatz zu den beschriebenen MBP-EAE Kotransferversuchen, die zu entmarkten 

Läsionen in der weißen Substanz führten (Linington et al. 1988), konnte bei der  

β-Synuklein-EAE keine Verlängerung der Krankheitsphase und kein schwererer Krank-
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heitsverlauf als Folge des Myelinverlusts beobachtet werden. Die Entzündung löste sich 

unabhängig von der Entmarkung schnell und vollständig auf und führte zu keiner klinisch 

bemerkbaren dauerhaften Schädigung des Gewebes. Eine Erklärung hierfür sind womög-

lich die im Vergleich zum MBP-Modell kleineren Läsionen durch die verwendeten geringe-

ren Antikörpermengen. Als Hauptgrund kann jedoch die Lokalisation der Entzündung in 

der grauen Substanz angesehen werden, da im Modell der β-Synuklein-EAE im Gegen-

satz zur MBP-EAE, kaum lange Nervenbahnen der weißen Substanz betroffen waren. Ein 

Befall der langen, insbesondere motorischen Bahnen macht sich klinisch viel stärker be-

merkbar.  

 

5.1.3 Histologische Unterschiede zwischen der rein entzündlichen und der entzünd-

lich-entmarkenden β-Synuklein-EAE 

In der vorliegenden Studie wurde bei der β-Synuklein-EAE Demyelinisierung durch den 

Transfer von anti-MOG Antikörpern induziert und deshalb konnte die Aktivierung von 

Makrophagen/Mikroglia sowie das Ausmaß an neuronaler und axonaler Schädigung mit 

und ohne Entmarkung vergleichend untersucht werden. 

 

5.1.3.1 Vermehrte Aktivierung der Makrophagen/Mikroglia in demyelinisierenden 
Läsionen 

In MS-Läsionen bilden schaumzellige, myelinphagozytierende Makrophagen/Mikroglia 

überwiegend antiinflammatorische und kaum proinflammatorische Zytokine. Deshalb wird 

davon ausgegangen, dass die Phagozytose von Myelin eine wichtige Rolle bei der Im-

munsuppression spielt (Boven et al. 2006). Welche Rolle die Myelinphagozytose für die 

Makrophagen/Mikrogliaaktivierung in sehr frühen Läsionsstadien (insbesondere 30 Std. 

nach Antikörpertransfer) spielt, wurde hier im Modell der β-Synuklein-EAE untersucht.  

Die Expression von iNOS wird bei entzündlichen und neurodegenerativen Erkrankungen 

beschrieben und wird überwiegend als Marker für proinflammatorische, gewebsschädi-

gende Prozesse gewertet (Smith und Lassmann 2002; Linares et al. 2006). In der vorlie-

genden Arbeit induzierte Entzündung alleine − im Gegensatz zur entzündlichen Entmar-

kung − nur in sehr wenigen Makrophagen/Mikroglia die Expression von iNOS (3.4.1). Die 

Phagozytose von Myelin scheint somit ein wichtiger Stimulus für die iNOS-Expression zu 

sein. CD163 vermittelt die Aufnahme des Hb-Hp Komplexes in Zellen und HO-1 ist am 

intrazellulären Abbau des Häms beteiligt. Beide Moleküle gelten als antiinflammatorisch 

(Abraham und Drummond 2006). Die Expression von CD163 und HO-1 konnte in dieser 
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Arbeit unabhängig von Entmarkung nachgewiesen werden, wobei in Ratten ohne Myelin-

verlust tendenziell mehr HO-1- und CD163-positive Zellen vorhanden waren (3.4.2 und 

3.4.3). Möglicherweise wurde die Expression von HO-1 und CD163 bei Tieren mit Ent-

markung durch proinflammatorische Mediatoren gehemmt. In den frühen, entzündlichen 

Läsionen der β-Synuklein-EAE wurde durch Myelinphagozytose die Expression von iNOS 

induziert und die der antiinflammatorischen Proteine HO-1 und CD163 gehemmt.  

Im Modell der Cuprizon-EAE wurde die Expression dieser Aktivierungsmarker ebenfalls 

untersucht und deshalb wird deren mögliche Funktion bei Entzündung im nächsten Ab-

schnitt der Diskussion (5.2.5.1) näher erörtert. 

Beim Vergleich der EAE-Läsionen in den seriellen Schnitten fiel auf, dass in Läsionen mit 

zahlreichen iNOS-positiven Zellen kaum HO-1- oder CD163-positive Zellen vorhanden 

waren. Deshalb soll in immunhistochemischen Doppelmarkierungen untersucht werden, 

ob sich eine Kolokalisation von iNOS und den beiden antiinflammatorischen Proteinen 

HO-1 und CD163 in einer Zelle ausschließen würde, oder ob Makrophagen/Mikroglia 

gleichzeitig pro- und antiinflammatorische Proteine exprimieren können. Zusätzlich soll in 

geplanten, weiterführenden Arbeiten mittels FACS-Analyse die Aktivierung der Makropha-

gen/Mikroglia weiter untersucht werden.  

 

5.1.4 CD8-defiziente Ratten zeigten nach Immunisierung mit ß-Synunklein93-111  
einen vergleichbaren Krankheitsverlauf  

Früher wurde davon ausgegangen, dass MS eine Krankheit ist, welche hauptsächlich 

durch CD4-positive T-Zellen vermittelt wird (Friese und Fugger 2005). Heutzutage wird 

eine Beteiligung von zytotoxischen T-Zellen für sehr wahrscheinlich gehalten, obwohl die 

genaue Rolle der CD8-positiven Zellen bei MS noch nicht verstanden ist. 

In den Rückenmarksquerschnitten der β-Synuklein93-111-immunisierten Ratten konnten 

zahlreiche CD8-positive Zellen nachgewiesen werden (30 Std. nach Transfer). Die Mor-

phologie der CD8-positiven Zellen entsprach dabei teilweise (ca. 10% der Makropha-

gen/Mikroglia) der von Phagozyten. Derartige CD8-positive Zellen mit Phagozyten-

morphologie konnten bislang nur in nekrotischem Rattengewebe nachgewiesen werden 

(Kaffenberger et al. 1987; Jander et al. 1998; Weissenbock et al. 2000; Jander et al. 

2001). Bei der rein entzündlichen MBP-EAE exprimierten hingegen nur T-Zellen das CD8-

Antigen (Schroeter et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde somit zum ersten Mal 

gezeigt, dass CD8-positive Phagozyten bei einer rein entzündlichen Erkrankung vorhan-

den sein können (3.2.1.2).  



5. Diskussion 
 

102 

Durch die Verwendung von CD8-defizienten Ratten sollte geklärt werden, inwieweit die 

CD8-positiven T-Zellen und Makrophagen/Mikroglia den Krankheitsprozess beeinflussen. 

Der Krankheitsverlauf, die mittlere maximale Krankheitsschwere und der Tag des Krank-

heitsbeginns waren bei CD8-defizienten und WT-Ratten sehr ähnlich. Die Rolle der zahl-

reichen CD8-positiven Zellen in den entzündlichen Läsionen der β-Synuklein93-111-

immunisierten Ratten bleibt somit unklar und ist vermutlich in lokal-regulatorischen Funk-

tionen zu suchen. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde die Funktion der CD8-

positiven Zellen in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Gegen eine wichtige 

Funktion der CD8-positiven Zellen bei der Krankheitsinduktion spricht auch die verwende-

te Peptidsequenz β-Synuklein93-111. Diese wird über das MHC II Molekül von Lewis-Ratten 

präsentiert (Reizis et al. 1996) und fördert gemeinsam mit der Verwendung von CFA  

einen CD4-mediierten Krankheitsprozess. Es kann allerdings nicht gänzlich ausgeschlos-

sen werden, dass die Sequenz auch über MHC I präsentiert werden kann.  

 

5.1.5 Vermehrter axonaler Schaden durch Demyelinisierung 

Die Schädigung und der Verlust von Axonen sind typische Kennzeichen der MS-Läsionen 

(Ferguson et al. 1997; Bjartmar und Trapp 2001; Gold et al. 2006). Aktivierte Makropha-

gen/Mikroglia und T-Zellen bilden dabei toxische Mediatoren, welche die Axone schädi-

gen können. Grundsätzlich werden zwei Phasen der axonalen Schädigung beschrieben. 

Die Axone sind in der ersten Phase von Myelin umgeben und somit besser vor Schädi-

gungen geschützt. In der zweiten Phase, besonders in chronischen MS-Plaques, liegen 

entmarkte Axone vor, die zudem keinen trophischen Support von Oligodendrozyten mehr 

erhalten. Möglicherweise sind diese demyelinisierten Axone vulnerabler gegenüber toxi-

schen, löslichen Komponenten und der zellulären Immunantwort (Bruck und Stadelmann 

2003).  

Die vorliegenden Ergebnisse der β-Synuklein-EAE unterstützen diese Hypothese. Ent-

zündung alleine verursachte kaum eine Transportstörung in Axonen. Erst der Transfer 

des entmarkenden anti-MOG-Antikörpers und die daraus resultierende Demyelinisierung 

hatte zahlreiche APP-positive Axone zur Folge (3.3).  

Der geringe Axonschaden in Tieren ohne Entmarkung kann einerseits durch die fehlende 

Entmarkung − wodurch die Axone besser vor Schädigung geschützt sind − und anderer-

seits durch die äußerst geringe iNOS-Expression in Makrophagen/Mikroglia erklärt wer-

den (Diaz-Sanchez et al. 2006). In den Tieren mit Entmarkung könnte u.a. iNOS, das  

ganz überwiegend in entmarkten Läsionen gebildet wurde, die axonale Transportstörung 

induziert haben (Sanders und De Keyser 2007). Die schädigende Wirkung von iNOS auf 
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Axone in den entmarkten Läsionen beruht auf der Bildung von NO und NO-Produkten. 

Hohe NO-Konzentrationen im Gewebe führen zu einer Störung der mitochondrialen  

Atmungskette, wodurch ein Energiedefizit verursacht wird. Aufgrund dieses Energieman-

gels kommt es u. a. zu einem eingeschränkten axonalen Transport, der über die Akkumu-

lation von APP nachgewiesen werden kann. Bei der humanen Erkrankung laießen sich 

APP-positive Axone ebenfalls hauptsächlich in aktiv entmarkenden MS-Läsionen nach-

weisen (Ferguson et al. 1997; Kornek et al. 2000). Eine axonschädigende Wirkung von 

iNOS konnte darüber hinaus im Tiermodell gezeigt werden (Aboul-Enein et al. 2006).  

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Expression von iNOS eng mit Axonscha-

den in Verbindung steht. Allerdings können auch weitere Mechanismen, wie z.B. proteoly-

tische Enzyme, Zytokine und freie Sauerstoffradikale zum Axonschaden beitragen. Die 

stetig fortschreitende Axonschädigung in inaktiven MS-Läsionen (Kornek et al. 2000) 

weist auf die Relevanz dieser zuletzt genannten Mechanismen hin.  

 

5.1.6 Neuronale cJun-Expression in der akuten Phase der β-Synuklein-EAE 

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde durch den immunhistochemischen Nachweis der 

cJun-Expression, einem Mitglied der AP-1 Transkriptionsfaktorenfamilie, untersucht, ob 

die anti-neuronale Immunantwort zu einer Stressantwort der Neurone führt. Eine vermehr-

te cJun-Expression ist ein sensitiver und früh nachweisbarer neuronaler Stressmarker bei 

Axotomie, bei Ischämie, der Alzheimer Erkrankung und der MS (Herdegen et al. 1997). In 

Axotomiestudien konnte gezeigt werden, dass die Menge an gebildetem cJun mit der neu-

ronalen Stressantwort korreliert (Hull und Bahr 1994).  

Im Modell der hier untersuchten β-Synuklein-EAE führte bereits die alleinige Entzündung 

in der grauen Substanz zur gesteigerten neuronalen cJun-Expression, welche in Tieren 

mit zusätzlicher Entmarkung deutlich erhöht war (30 Std. nach Antikörpertransfer). Nach 

der Erholung der Tiere aus beiden Versuchsgruppen (20 Tage nach Antikörpertransfer) 

war die cJun-Expression in den Nervenzellen mit der in CFA-immunisierten Kontrollratten 

vergleichbar (3.5.1). Die zeitlich begrenzte cJun-Expression kann durch die entzündlich 

bedingte Zyto- und Chemokinexpression und die Bildung von reaktiven Sauerstoffmolekü-

len durch aktivierte Makrophagen/Mikroglia und T-Zellen erklärt werden. In Tieren mit 

Entmarkung bewirkten der Verlust von Myelin, die deutliche Schädigung der entmarkten 

Axone und die Expression von iNOS durch myelinphagozytierende Makropha-

gen/Mikroglia als zusätzliche Stressfaktoren eine nochmals vermehrte cJun-Expression in 

Nervenzellen. 
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Nach bisherigen Erkenntnissen kann die cJun-Expression zum einen Regenerationspro-

zesse wie die Neuaussprossung von Axonen nach Axotomie (Robinson 1995) und  

Hypoglykämie (Gass et al. 1995) begleiten. Zum anderen kann sie ebenso den Zelltod zur 

Folge haben. Dabei kann im Einzelfall nicht vorhergesagt werden, ob die cJun-Expression 

Re- oder Degeneration zur Folge hat (Estus et al. 1994). Es wäre durchaus denkbar, dass 

die cJun-positiven Neurone in β-Synuklein93-111-immunisierten Tieren auf den Zelltod zu-

gehen, da keine GAP-43-positiven Strukturen vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). 

GAP-43 ist ein weiteres Protein, das bei neuronalen Regenerationsprozessen vermehrt 

gebildet wird (Benowitz et al. 1987; Benowitz und Routtenberg 1997). Ob diese „gestress-

ten“ Nervenzellen im Modell der β-Synuklein-EAE tatsächlich zugrunde gehen wurde im 

nachfolgenden Arbeitsschritt durch die Quantifizierung der Nervenzellen überprüft.  

 

5.1.7 Kein Nervenzellverlust durch Entzündung in der grauen Substanz bei der  

β-Synuklein-EAE 

Ob die direkte anti-neuronale Immunantwort einen Untergang von Neuronen zur Folge 

hat, ist von Interesse, da es bei MS zur Schädigung und zum Verlust von Neuronen 

kommt. Obwohl der apoptotische Nervenzelltod im Großhirnkortex bei MS ein seltenes 

Ereignis zu sein scheint (1,4 TUNEL-positive Neurone/100mm2) (Peterson et al. 2001), 

kann der neuronale Verlust im Verlauf der Krankheit 10 - 20% betragen (Vercellino et al. 

2005; Wegner et al. 2006). Zusätzlich werden bei einigen EAE-Modellen (Meyer et al. 

2001; Diestel et al. 2003; Bannerman et al. 2005) und bei Ko-Kulturversuchen von Maus-

gehirnscheiben mit PLP- oder Ova-spezifischen T-Zellen (Nitsch et al. 2004) eine beein-

trächtigte Funktion und ein Verlust von Nervenzellen beschrieben. Bisher wurde der Me-

chanismus, welcher die neuronale Stressreaktion bzw. den Untergang verursacht, noch 

nicht geklärt. Es können dafür drei Ursachen in Betracht gezogen werden. Zum einen 

könnten Nervenzellen durch die unmittelbare Nähe der Immunzellen und deren zelltoxi-

sche Produkte geschädigt werden. Zum anderen könnte die neuronale Apoptose sekun-

där durch den MS-typischen Verlust von Axonen induziert werden und die dritte Möglich-

keit ist die Kombination aus beidem. Da die Immunisierung mit β-Synuklein93-111 zu einem 

selektiven Befall der grauen Substanz führte, konnte untersucht werden, ob bereits die 

unmittelbare Nähe von Entzündungszellen Neurone schädigen kann. 

In den durchgeführten Experimenten konnte im akuten Krankheitsstadium (30 Std. nach 

Antikörpertransfer) ein Rückgang der Neuronendichte von ungefähr 30% verzeichnet wer-

den. Dies war unabhängig vom Transfer demyelinisierender Antikörper. Die Dichte der 
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Neurone nahm jedoch mit beginnendem Rückgang der Entzündung (vier Tage nach 

Transfer) wieder zu und war 20 Tage nach Antikörpertransfer mit der Dichte von CFA-

immunisierten Kontrollratten vergleichbar (3.5.2). Der fehlende Nachweis von apoptoti-

schen Neuronen in der Hämalaun-Färbung und der transiente Verlust von NeuN-positiven 

Nervenzellen sprechen gegen einen programmierten Zelltod. Aktivierte Caspase-3, ein 

Protein des Apopotose-Effektorstadiums, konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. 

Des Weiteren kamen in der TUNEL-Reaktion, die eine Fragmentierung der DNA anzeigt, 

nur apoptotische T-Zellen, aber keine Neurone zur Darstellung. In den Rückenmarksquer-

schnitten von β-Synuklein93-111-immunisierten Ratten gab es somit keine Anhaltspunkte für 

neuronalen Zelltod.  

Eine Erklärung für den Rückgang der Neuronendichte im akuten Krankheitsstadium im 

Modell der β-Synuklein-EAE könnte eine veränderte Expression und / oder immunhisto-

chemische Detektierbarkeit des neuronenspezifischen Proteins NeuN sein, da in den Rü-

ckenmarksquerschnitten auch NeuN-negative Nervenzellen vorhanden waren. Nach  

Ischämie konnte ebenfalls eine reduzierte Dichte NeuN-positiver Neurone gezeigt werden, 

obwohl bei der Kernfärbung ausschließlich intakte Zellkerne nachgewiesen werden konn-

ten. Ebenso wiesen diese Nervenzellen in der HE-Färbung nicht die Morphologie apopto-

tischer Zellen auf und bildeten auch keine aktivierte Caspase-3 (Unal-Cevik et al. 2004). 

Zusätzlich wurde gezeigt, dass es nach Axotomie (McPhail et al. 2004) und im höheren 

Alter (Portiansky et al. 2006) bei Tieren zu einem Verlust des NeuN-Signals kommen 

kann. Alter (Smith und Hagen 2003) und Zellstress (Schirmer, Stadelmann unpublizierte 

Daten) können Änderungen im Phosphorylierungsstatus von neuronalen Proteinen verur-

sachen. Ein möglicher Grund für NeuN-negative Nervenzellen könnte somit in einer feh-

lenden Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von NeuN bestehen (Portiansky et al. 

2006), da der NeuN-Antikörper nur phosphoryliertes NeuN erkennt (Lind et al. 2005). 

NeuN scheint unter inflammatorischen Bedingungen somit kein geeigneter Marker für die 

Quantifizierung von Neuronen zu sein. Aus diesem Grund wurde die Neuronendichte zu-

sätzlich durch die Nissl-Färbung bestimmt. Da bei dieser Färbung die Dichte der Nerven-

zellen ebenso zunächst abnahm, kann nur ein Teil der reduzierten NeuN-positiven Neu-

ronendichte durch die fehlende Detektierbarkeit von NeuN erklärt werden.  

Die Entzündung führt zur Bildung eines Ödems, das in MS-Läsionen eine deutliche Volu-

menvergrößerung verursachen kann (Helms 2001). Ein Vergleich der Flächen der Rü-

ckenmarksquerschnitte in den eigenen Versuchen zeigte, dass die Fläche um ungefähr 

den prozentualen Wert zunahm, um welchen Faktor auch die Dichte der Neurone ab-

nahm. Durch den Rückgang der Entzündung reduzierte sich die gemessene Fläche und 
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die Dichte der Neuronen nahm wieder zu. Der gemessene Rückgang der Neuronendichte 

bei der β-Synuklein-EAE stellt also keinen absoluten Verlust an Neuronen dar, sondern 

kommt zum größten Teil durch die ödembedingte, transiente Flächenzunahme zustande.  

Der fehlende Nachweis apoptotischer Neurone findet sich auch in anderen EAE-Modellen. 

Die histologische Auswertung von PLP-immunisierten SJL-Mäusen zeigte keine TUNEL- 

und aktivierte Caspase-3-positiven Neurone in Kortex, obwohl in diesem Modell ein enger 

Kontakt zwischen Immunzellen und Nervenzellen beschrieben wurde (Rasmussen et al. 

2007). Die Immunisierung von C57BL/6-Mäusen mit MOG35-55 verursachte ebenfalls kei-

nen Neuronenverlust im Rückenmark, sondern lediglich eine Reduktion der Dendriten-

dichte und eine Atrophie der Perikarien (Bannerman et al. 2005).  

Neurone scheinen somit entzündliche Prozesse besser zu überleben als das sie umge-

bende Gewebe. Durch die konstitutive und IFN-γ induzierte MHC I Expression können 

Neurone das Ziel von zytotoxischen T-Zellen werden (Neumann et al. 1995; Neumann et 

al. 1997). In in vitro Versuchen konnte allerdings gezeigt werden, dass Neurone, welche 

mit dem lymphozytären Choriomeningitis Virus (LCMV) infizierte sind, resistent gegenüber 

der Perforin-abhängigen Zelllyse sind (Medana et al. 2000). Ebenso hatte die Infektion 

von Mäusen mit LCMV, bei welcher eine antigen-spezifische Immunantwort gegen Neu-

rone stattfindet, keinen wesentlichen Untergang der Nervenzellen zur Folge (Merkler, per-

sönliche Mitteilung).  

Neurone exprimieren FasL (CD95), einen Ligand des Apoptose-Signalwegs (French et al. 

1996; Flugel et al. 2000). Dies könnte eine Art von Selbstschutz sein, da über die Bindung 

des Fas-Ligandens an den Fas-Rezeptor der Zelltod induziert werden kann (Abbas 1996) 

und auf diese Weise Apoptose in T-Zellen ausgelöst wird. Untermauert wird diese Hypo-

these durch nachfolgend beschriebenen Versuch: Die Immunisierung von Mäusen nach 

Fazialisaxotomie hatte die Infiltration von T-Zellen in den Hirnstammkern des durchtrenn-

ten Nervs zur Folge. Allerdings konnten auch bei diesem Versuch keine apoptotischen 

Nervenzellen, sondern nur apoptotische T-Zellen nachgewiesen werden. In weiteren in 

vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass neutralisierende anti-FasL-Antikörper T-

Zellen vor dem programmierten Zelltod schützen und deshalb führten die Autoren die A-

poptose der Lymphozyten auf die FasL-FasR Bindung zurück. Selbst der direkte Kontakt 

von T-Zellen und Nervenzellen scheint nicht zum Untergang von Neuronen zu führen 

(Flugel et al. 2000; Medana et al. 2001). In anderen Berichten wird sogar von einer trophi-

schen Funktion aktivierter T-Zellen ausgegangen, da diese NGF und BDNF produzieren 

können (Ehrhard et al. 1993; Kerschensteiner et al. 1999; Flugel et al. 2000). Aktivierte 
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Makrophagen/Mikroglia sezernieren zusätzlich trophische und antiinflammatorische Stof-

fe, die das Überleben von Neuronen begünstigen (Polazzi et al. 2001; Liao et al. 2005). 

Eine stark gewebsdestruktive Entzündung bei der MOG-induzierten EAE in Ratten mag 

den Widerspruch zwischen dem fehlendem Verlust an Neuronen im Modell der  

β-Synuklein-EAE und dem Verlust von retinalen Ganglienzellen bei der MOG-EAE erklä-

ren (Meyer et al. 2001). So führte die MOG-EAE zu einem deutlichen Axonverlust, wel-

cher möglicherweise über nachfolgende retrograde Chromatolyse den neuronalen Zelltod 

verursachen kann. Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Modellen ist die Dauer der 

Erkrankung. Die MOG-induzierte EAE ist eine primär progredient fortschreitende Erkran-

kung. Im Gegensatz hierzu ist die β-Synuklein-EAE eine kurzzeitige, monophasische Er-

krankung, bei welcher es zu keinem dauerhaften Parenchymschaden kommt. Bei MS wird 

ebenfalls der neuronale Verlust hauptsächlich in der chronischen Phase beschrieben. 

Daher scheinen wiederholte Krankheitsschübe und / oder ein Verlust der Axone der Ner-

venzellapoptose vorauszugehen (Peterson et al. 2001).  

Abschließend lässt sich feststellen, dass die durch Entzündung in der grauen Substanz 

bedingte cJun-Expression bei der β-Synuklein-EAE eine transiente Stressantwort auf die 

Entzündungsreaktion darstellt, da keine apoptotischen Nervenzellen nachgewiesen wer-

den konnten. Die zeitlich begrenzte Abnahme der Neuronendichte, konnte auf die ödem-

bedingte Flächenzunahme zurückgeführt werden. 

 

5.1.8 Verlust Synaptophysin-positiver Strukturen 

Die Lähmung der Extremitäten von β-Synuklein93-111-immunisierten Ratten war von kurzer 

Dauer (3-4 Tage) und war gefolgt von einer vollständigen Erholung der Tiere. Vermutlich 

spielen Mediatoren, die während der transienten Entzündungsreaktion freigesetzt wurden, 

eine zentrale Rolle bei der Induktion der Lähmungserscheinungen. Ein vorübergehender 

Verlust von Synapsen kann ebenfalls zu neurologischer Dysfunktion führen (Zhu et al. 

2003) und kann deshalb als weitere mögliche Ursache der Lähmungserscheinungen in 

Betracht gezogen werden.  

In dicht infiltrierten Bereichen der Rückenmarksquerschnitte von Ratten mit β-Synuklein-

EAE war ein ausgeprägter Verlust des Synaptophysinsignals vorhanden. Der Verlust von 

synaptischen Strukturen war dabei auf die Tiere der akuten Krankheitsphase (30 Stun-

den) beschränkt (3.6). Es wäre durchaus denkbar, dass ein Verlust von Synapsen bei 

diesen Tieren eine zeitlich begrenzte Blockade der Erregungsübertragung verursachte, 
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welche durch eine rasche Synapsenneubildung aufgehoben wurde (Jorgensen et al. 

1997). 

Bei der humanen Erkrankung kommt es ebenfalls zu einer Reduktion des Synaptophysin-

signals um 47% im demyelinisierten Kortex im Vergleich zum normal erscheinenden Neo-

kortex der MS-Patienten (Wegner et al. 2006). Ein Zusammenhang zwischen der  

Infiltration von Entzündungszellen und dem Untergang von Synapsen scheint bei MS e-

benso vorhanden zu sein, da dieser ebenfalls ausschließlich in dicht infiltrierten Bereichen 

und nicht in chronischen Entzündungsherden nachgewiesen wurde (Vercellino et al. 2005; 

Vercellino et al. 2007). Darüber hinaus wird bei der Alzheimerischen Erkrankung (Lue et 

al. 1996), bei HIV Enzephalomyelitis (Masliah et al. 1992) und in der akuten Phase der 

MBP-induzierten EAE bei Ratten (Zhu et al. 2003) ein Verlust von Synaptophysin be-

schrieben.  

Einerseits wird es für möglich gehalten, dass eine direkte Immunantwort gegen Synapsen 

den Verlust verursachen kann, da MBP-spezifische T- und B-Zellen mit Synapsin-1,  

einem synaptischen Protein kreuzreagieren (Pedraza et al. 1988; De Santis et al. 1992).  

β-Synuklein ist ebenfalls in den synaptischen Nervenendigungen lokalisiert (Maroteaux et 

al. 1988; Jensen et al. 1999; Giasson et al. 2001), und die Immunisierung mit  

β-Synuklein93-111 führte zur Bildung von antigenspezifischen T-Zellen und Antikörpern. Es 

wäre also durchaus denkbar, dass die Immunreaktion gegen β-Synuklein den Verlust von 

Synapsen zur Folge hatte. Allerdings ist auf Grund der zytoplasmatischen Lokalisation 

des β-Synukleinproteins eine schädigende Wirkung von Antikörpern unwahrscheinlich, da 

diese nicht an ihr spezifisches Antigen binden können.  

Andererseits wirken hohe extrazelluläre Glutamtkonzentrationen toxisch auf Synapsen 

und Dendriten (Zhu et al. 2003). Entzündungszellen setzten reichlich Glutamat frei (Piani 

und Fontana 1994) und verschiedene Entzündungsmediatoren hemmen die Wiederauf-

nahme von Glutamat in Zellen (Piani et al. 1993). So hängen Entzündung und toxische 

extrazelluläre Glutamatkonzentrationen eng zusammen.(Zhu et al. 2003) Die Relevanz 

dieses Schädigunsmechanismuses wird durch die folgende Beobachtung unterstützt: Bei 

MS liegen erhöhte Glutamatkonzentrationen vor (Srinivasan et al. 2005) und Substanzen, 

die die Glutamattransmission modulieren, können den Krankheitsverlauf bei MS und EAE 

verbessern, haben jedoch bei EAE keinen Einfluss auf das Ausmaß der Entzündung 

(Wallstrom et al. 1996; Killestein et al. 2005). Der Verlust von Synapsen aufgrund ent-

zündlich bedingter hoher extrazellulärer Glutamatkonzentrationen ist somit eine plausible 

Erklärung für den Verlust des Synaptophysinsignals.  
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5.1.9 Zusammenfassung 

Die β-Synuklein-EAE ist eine Erkrankung der grauen Substanz und eignet sich daher als 

Modell für die Untersuchung der pathologischen Schädigungsmechanismen der grauen 

Substanz bei MS. Anhand dieses Modells wurde gezeigt, dass Demyelinisierung und dar-

aus resultierende Myelinphagozytose die Expression von iNOS in Makrophagen/Mikroglia 

induziert. Die Expression der als antiinflammatorisch geltenden Proteine HO-1 und CD163 

wurde unabhängig von Entmarkung nachgewiesen. Es konnte außerdem gezeigt werden, 

dass insbesondere der Verlust der Myelinscheiden Axonschaden begünstigt. Des Weite-

ren wurde nachgewiesen, dass die unmittelbare Nähe zwischen Entzündungszellen zwar 

neuronalen Zellstress, aber nicht Apoptose von Neuronen verursacht.  
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5.2 Cuprizon-EAE, ein neues Modell mit MS-ähnlichen Läsionen im Mausge-
hirn  

Die gängigen Tiermodelle der MS spiegeln nicht alle typischen Kennzeichen der humanen 

Erkrankung wider. Speziell in Mäusen kommt es kaum zu primärer Entmarkung, und die 

pathologischen Prozesse verlaufen nahezu ausschließlich in der weißen Substanz des 

Rückenmarks. Deshalb war es das Ziel im folgenden Teil der Arbeit, ein neues Tiermodell 

mit reproduzierbaren, entzündlichen und entmarkten Läsionen im Mausgehirn zu entwi-

ckeln.  

Die Verfütterung von Cuprizon, einem Kupferchelator, führt zum selektiven Verlust von 

Oligodendrozyten und Myelin und zur Aktivierung der Mikrogliazellen im Balken von Mäu-

sen (Matsushima und Morell 2001). Die nachfolgende Immunisierung mit MOG35-55-Peptid 

sollte eine gezielte Infiltration aktivierter T-Zellen in das vorgeschädigte Gehirngewebe 

induzieren und MS-ähnliche Entzündungsherde verursachen. Die Kombination dieser 

beiden experimentellen Modelle führte zu Entmarkung mit Entzündung und wird als Cupri-

zon-EAE bezeichnet.  

Anhand des neu etablierten Modells konnte das Ausmaß der axonalen Schädigung sowie 

die Aktivierung der Makrophagen/Mikroglia bei reiner Entmarkung im Gegensatz zu Ent-

markung mit Entzündung verglichen werden. In einem weiteren Schritt wurde die Effizienz 

der Remyelinisierung nach dem Beenden der Cuprizon-Diät zwischen der nicht entzündli-

chen Entmarkung durch Cuprizon und der Entmarkung mit Entzündung bei der Cuprizon-

EAE vergleichend untersucht. Aufgrund der Lokalisation der Läsionen eignete sich das 

Modell der Cuprizon-EAE zudem für die Korrelation von Bildgebung (MRT) und Histo-

pathologie.  

 

5.2.1 Infiltration von Entzündungszellen in vorgeschädigtes Gehirngewebe durch 
myelinspezifische T-Zellen 

Zunächst wurde der optimale Zeitpunkt für die Immunisierung Cuprizon-behandelter Mäu-

se untersucht und dabei festgestellt, dass eine Immunisierung nach 17 Tagen Cuprizon-

Diät optimal war (4.2). Anschließend wurde anhand dieses Modells überprüft, ob aus-

schließlich aktivierte ZNS-spezifische T-Zellen die Infiltration von weiteren Entzündungs-

zellen in das Corpus callosum induzieren können, oder ob aktivierte ZNS-unspezifische  

T-Zellen ebenfalls eine Entzündungsreaktion auslösen können.  

In der vorliegenden Studie konnte durch die Cuprizon-bedingte Entmarkung und die zu-

sätzliche Immunisierung mit MOG35-55 die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen in 
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das Corpus callosum von Mäusen erzielt werden. Bei einem Teil dieser MOG35-55-

immunisierten Mäuse kam es sogar zu einer ausschließlichen Infiltration von Entzün-

dungszellen in das Gehirn. Diese Tiere wiesen weder Lähmungserscheinungen noch  

histologisch nachweisbare EAE-Läsionen im Rückenmark auf. Im Gegensatz hierzu konn-

te durch die Immunisierung mit Ovalbumin, einem Bestandteil des Hühnereiweißes, keine 

vermehrte Einwanderung von Entzündungszellen in das Mausgehirn oder Rückenmark 

induziert werden (4.3.1).  

Es müssen anscheinend zwei Bedingungen gegeben sein, um eine gezielte entzündliche 

Läsion im Mausgehirn zu induzieren: Erstens scheint die Infiltration von Entzündungszel-

len in „vorgeschädigtes“ Gehirngewebe erleichtert zu sein, da klassische EAE-Versuche 

nur selten zu Läsionen im Mausgehirn führen (Archambault et al. 2006) und zweitens 

können nur ZNS-spezifische, aktivierte T-Zellen eine weitergehende Entzündungsreaktion 

im Mausgehirn auslösen. 

Die Ergebnisse der eigenen Studie sind in Übereinstimmung mit Untersuchungen nach 

traumatischen Läsionen, der Zyanidintoxikation und der Fazialisaxotomie. Bei diesen  

Modellen führte lokaler ZNS-Schaden ebenfalls zu einer gezielten Infiltration von T-Zellen 

in die geschädigte ZNS-Region (Levine 1960; Konno et al. 1990; Raivich et al. 1998; 

Bauer et al. 1998; Flugel et al. 2001b). In einem weiteren Modell, der fokalen, kortikalen 

EAE in Lewis-Ratten, konnte kürzlich gezeigt werden, dass die intrakortikale, atraumati-

sche, stereotaktische Injektion von TNF-α und IFN-γ in immunisierte Ratten eine Entzün-

dungsreaktion mit Entmarkung im Kortex verursachen kann (Merkler et al. 2006b). Es wird 

angenommen, dass dabei die lokale Aufregulation von Adhäsionsmolekülen, sowie die 

lokale Sekretion von Zyto- und Chemokinen aktivierte T-Zellen von der Peripherie in ge-

schädigtes ZNS-Gewebe „locken“ (Werner et al. 1998; Hofmann et al. 2002). Diese Vor-

aussetzung für eine erleichterte Infiltration von T-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit 

durch die Cuprizon-Gabe erzielt. Eine vermehrte Expression von ICAM-1, MCP-1 und 

MIP-1α konnte nach Cuprizon-Diät nachgewiesen werden (4.2.1).  

Das in der vorliegenden Arbeit erzielte Ergebnis, dass nur nach Immunisierung mit einem 

ZNS-spezifischen Antigen (MOG35-55) T-Zellen eine Entzündungsreaktion in geschädigtem 

Gehirnparenchym auslösen, ist ebenfalls in Übereinstimmung mit den Befunden aus der 

Literatur. In Studien wurde gezeigt, dass der adoptive Transfer von Ovalbumin-

spezifischen T-Zellen in Ratten und Mäuse mit lokal vorgeschädigtem ZNS keine weitere 

Rekrutierung von Entzündungszellen zur Folge hatte. Ausschließlich der gleichzeitige 

Transfer von Ova- und MBP-spezifischen T-Zellen induzierte eine vermehrte Infiltration 

von ZNS-unspezifischen T-Zellen (Bauer et al. 1998; Flugel et al. 2000; Archambault et al. 
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2006). Für die Infiltration von ZNS-unspezifischen T-Zellen in das ZNS müssen scheinbar 

zwei Voraussetzungen gegeben sein: Erstens muss das ZNS durch enzephalitogene  

T-Zellen „konditioniert“ sein und zweitens müssen die ZNS-unspezifischen T-Zellen aus-

reichend aktiviert sein, um die BHS passieren zu können (Flugel et al. 2001a). In einem 

weiteren Rattenmodell induzierte der Transfer von Ova-spezifischen T-Zellen eine gering-

fügig erhöhte T-Zelldichte in der Retina, eine Aktivierung der dortigen Makropha-

gen/Mikroglia und eine milde Schädigung der Blut-Retina-Schranke. Allerdings verursach-

te dies keine weitere Immunantwort. Im Gegensatz hierzu führte eine zuvor erfolgte intra-

okulare Injektion von Ovalbumin zu einer massiven Infiltration von Ova-spezifischen  

T-Zellen. Diese Versuche sind ein Hinweis darauf, dass aktivierte T-Zellen die geschlos-

sene BHS zwar passieren können, aber nur nach Antigenerkennung eine Immunantwort 

ausgelöst wird (Hu et al. 2000).  

Anhand der durchgeführten Versuche wurde gezeigt, dass nach MOG35-55-Immunisierung 

eine massive Infiltration von Entzündungszellen in das Mausgehirn nur dann erfolgt, wenn 

zuvor eine lokale Aufregulation von Adhäsionsmolekülen und die Sezernierung von Zyto- 

und Chemokinen stattgefunden haben. Ohne diese „Vorschädigung“, wanderte der über-

wiegende Teil der T-Zellen in das Rückenmark der Mäuse ein.  

 

5.2.2 Infiltration von Entzündungszellen in das Mausgehirn über eine geöffnete 
Blut-Hirn-Schranke  

Bei MS und EAE erfolgt die Infiltration der Entzündungszellen über eine geöffnete BHS 

(Morrissey et al. 1996; Minagar und Alexander 2003). Bereiche mit einer nicht intakten 

BHS können magnetresonanztomographisch durch Kontrastmittelanreicherung  

(Gd-DTPA) im Parenchym nachgewiesen werden (Bruck et al. 1997). Gd-anreichernde 

MS-Läsionen gelten als akute Entzündungsherde, obwohl der Zeitverlauf der  

Gd-Anreicherung und die damit korrelierenden histopathologischen Befunde (Öffnung der 

BHS, Infiltration der Entzündungszellen, Dauer der Öffnung) noch ungenügend geklärt 

sind. Durch den Vergleich der Ergebnisse der MRT-Messungen und der histopathologi-

schen Befunde wurde der Zeitverlauf der Läsionsbildung näher untersucht.  

In der vorliegenden Arbeit wiesen die Mäuse, in Übereinstimmung mit der Literatur 

(McMahon et al. 2002) nach der Verfütterung von Cuprizon eine intakte BHS auf. Das  

Gd-DTPA ließ sich ausschließlich in den Blutgefäßen und Meningen nachweisen. Erst die 

Immunisierung von Cuprizon-behandelten Mäusen führte zu einer Öffnung der BHS im 

Bereich des Corpus callosum und entlang der Ventrikel. Dies wurde magnetresonanzto-
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mographisch durch eine parenchymale Anreicherung von Gd-DTPA in der T1-gewichteten 

MRT-Messung und histologisch durch Fibrinogen- und IgG-Ablagerungen nachgewiesen 

(4.6.1). Hinweise für eine geöffnete BHS wurden zusätzlich bei der FACS-Analyse erhal-

ten. Die Gehirne der ausschließlich mit Cuprizon behandelten Tiere enthielten kaum 

CD11b+/CD45high-Makrophagen, welche hingegen in den zusätzlich MOG35-55-

immunisierten Tieren über die geöffnete BHS aus dem Blut zahlreich eingewandert waren 

(4.3.2).  

Bei Maus-EAE-Versuchen kommt es im Balken und Kortex zu keiner BHS-Störung und 

Infiltration von Entzündungszellen (Rausch et al. 2003; Wuerfel et al. 2007). Die Cuprizon-

EAE ist somit ein neues Mausmodell, welches besser mit der MS-Pathologie überein-

stimmt und deshalb mögliche, MS-relevante Veränderungen im Mausgehirn besser unter-

sucht werden können. 

Die Lokalisation Gd-anreichernder Regionen stimmte nicht immer mit der Lokalisation der 

Fibrinogen- und IgG-Ablagerungen überein. Ein Teil der Bereiche mit Gd-DTPA-

induzierter Signalverstärkung zeigte histologisch keine Fibrinogen- und IgG-

Ablagerungen. Umgekehrt konnten die histologischen Marker der BHS-Störung nicht im-

mer durch Gd-DTPA bestätigt werden. Allerdings führte eine deutlich erhöhte T-Zelldichte 

immer zu IgG- und Fibrinogenablagerungen.  

Die Diskrepanz zwischen den erhaltenen MRT-Bildern und den histologisch nachweisba-

ren Markern kann teilweise durch die unterschiedliche Größe der Moleküle erklärt werden. 

Fibrinogen (340 kDa) und Immunglobuline (IgG; 150 kDa) weisen ein erheblich kleineres 

Molekulargewicht auf als Gd-DTPA (938 kDa, telefonische Auskunft bei Bayer-Schering). 

Es ist deshalb durchaus denkbar, dass IgG und Fibrinogen auf Grund ihrer Größe bereits 

vor Gd-DTPA in das Parenchym eindringen können und frühzeitig eine Öffnung der BHS 

markieren. Gd-DTPA diffundiert wahrscheinlich erst ins Parenchym, wenn die Entzün-

dungsreaktion und BHS-Störung schon voll ausgebildet sind. Ein weiterer Grund dafür, 

dass Gd-DTPA-Signale nicht immer mit histologisch nachweisbaren Läsionen überein-

stimmten, kann auch die unterschiedliche Dicke der untersuchten Gehirnscheiben sein. 

Das MRT-Signal (117 µm dicke Schnitte) wird im Vergleich zu den histologischen Präpa-

raten (ca. 1 µm dicke Schnitte) von erheblich dickeren Schnitten erhalten. Es ist durchaus 

möglich, dass die histologisch untersuchten Ebenen nicht immer exakt mit den Ebenen 

übereinstimmten, in denen eine Gd-DTPA-Anreicherung nachgewiesen werden konnte.  

In einer MRT-Studie mit MS-Patienten erfolgte der Nachweis von entzündlichen Infiltraten 

durch so genannte ultra-kleine-Eisenoxidpartikel (USPIO). Diese werden von Makropha-

gen/Mikroglia phagozytiert und erzeugen bei einer T2-gewichteten MRT-Messung eine 
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Signalverstärkung. Eine Kolokalisation der USPIO- und Gd-DTPA-induzierten Signale war 

bei dieser Studie ebenso nicht immer gegeben (Dousset et al. 2006). Vergleichbare Er-

gebnisse wurden bei der MBP-induzierten EAE in Lewis-Ratten erhalten (Rausch et al. 

2003).  

Ein direkter Vergleich der unterschiedlichen Marker einer BHS-Störung scheint nicht mög-

lich zu sein, da diese wahrscheinlich geringfügig unterschiedliche Aspekte der Öffnung 

der BHS nachweisen.  

 

5.2.3 Axonale Schädigung im Mausgehirn nach T-Zell- und Makrophageninfiltration 

Die Degeneration von Axonen im ZNS ist ein größtenteils irreversibler Prozess und wird 

als Hauptgrund der bleibenden neurologischen Behinderung von MS-Patienten angese-

hen (Kornek et al. 2000; Lovas et al. 2000). Deshalb ist es von entscheidender Bedeutung 

die Mechanismen der axonalen Schädigung zu verstehen, um entsprechende Therapie-

ansätze entwickeln zu können. Das Ausmaß an axonalem Schaden korreliert mit dem 

Ausmaß an Entzündung (Ferguson et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde das 

Ausmaß der axonalen Schädigung bei ausschließlicher Entmarkung durch Cuprizon und 

bei Entmarkung mit Entzündung untersucht. 

Obwohl die Mikrogliazellen durch die Phagozytose von Myelin und apoptotischen Oligo-

dendrozyten aktiviert und die Axone komplett entmarkt und deshalb vulnerabler gegen-

über Schädigung waren, führte die Cuprizon-induzierte Entmarkung nur in vereinzelten 

Axonen zu einer akuten Transportstörung (4.4). Der in der eigenen Arbeit beobachtete 

verhältnismäßig geringe Axonschaden bei Cuprizon-induzierter Entmarkung entspricht 

den Ergebnissen der Literatur (Stidworthy et al. 2003). Im Gegensatz hierzu hatte die Ak-

tivierung von Makrophagen/Mikroglia durch T-Zellen nach der Immunisierung mit MOG35-

55 und die Freisetzung entzündlicher Mediatioren wie z.B. IFN-γ einen massiven Anstieg 

an APP-positiven Axonen zur Folge. Es scheint somit, dass die Art der Makropha-

gen/Mikrogliaaktivierung bei der erheblichen axonalen Schädigung eine entscheidende 

Rolle spielt und dass Komponenten der erworbenen Immunität den Axonschaden zusätz-

lich verstärken. Der Myelinverlust hingegen ist keine zwingende Voraussetzung für axona-

len Schaden, da bei der nicht-entmarkenden MBP-EAE in Lewis-Ratten zahlreiche APP-

positive Axone vorhanden waren (Aboul-Enein et al. 2006).  

Alternativ zu T-Zellen können auch Serumkomponenten – wie Thrombin und Fibrinogen – 

Makrophagen/Mikroglia aktivieren. Fibrinogen, bindet dabei über den Integrinrezeptor 

CD11b an Makrophagen/Mikroglia. Fibrinogenablagerungen können sowohl in MS- als 
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auch in EAE-Läsionen nachgewiesen werden (Adams et al. 2007). Die Ablagerung von 

Fibrinogen korrelierte im Mausmodell mit vermehrtem axonalen Schaden (Akassoglou et 

al. 2000). Im Gegensatz hatte eine Hemmung der Integrin-Fibrinogen-Bindung eine abge-

schwächte Makrophagen/Mikrogliaaktivierung mit einer reduzierten Dichte an iNOS-

positiven Makrophagen/Mikroglia und einen milderen EAE-Verlauf zur Folge (Adams et al. 

2007).  

Durch die Immunisierung von Cuprizon-behandelten Mäusen waren sowohl T-Zellen als 

auch Ablagerungen von Immunglobulinen und Fibrinogen vorhanden. Die Frage, inwie-

weit durch Serumkomponenten aktivierte Makrophagen/Mikroglia Axone und Neurone 

schädigen können oder ob der größte Teil des Axonschadens durch eine Aktivierung von 

Makrophagen/Mikroglia durch autoreaktive T-Zellen vermittelt wird, könnte bei der Cupri-

zon-induzierten Entmarkung durch eine nicht-entzündliche Öffnung der BHS mit Alkylgly-

cerolen untersucht werden (Erdlenbruch et al. 2003). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Axonschaden durch Makrophagen/Mikroglia,  

T- und B-Zellen, aber ebenso durch sezernierte zytotoxische Entzündungsmediatoren 

vermittelt wird. Makrophagen/Mikroglia werden dabei häufig als Hauptverursacher ange-

sehen, da sie zahlreiche zellschädigende Produkte wie Zyto- und Chemokine und reaktive 

Sauerstoffmoleküle, NO, Glutamat und Proteasen freisetzen können. Passend zur wichti-

gen Rolle der Makrophagen/Mikroglia ist auch die Beobachtung, dass eine Depletion von 

Makrophagen und Mikrogliazellen die Ausbildung von EAE-Symptomen verhindert 

(Huitinga et al. 1990).  

 

5.2.4 Expression von iNOS und S100A9 in monozytären Zellen nach Immunisierung 
mit MOG35-55 

Die Expression von iNOS wird u. a. durch die proinflammatorischen Zytokine IFN-γ und 

TNF-α induziert und wird bei MS mit akuter Entzündung und vermehrtem Axonschaden in 

Verbindung gebracht.  

Im Modell der Cuprizon-EAE konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression von 

iNOS und axonalem Schaden bestätigt werden. Ausschließlich die Gehirne von Cuprizon-

behandelten und zusätzlich MOG35-55-immunisierten Tieren enthielten iNOS-positive 

Makrophagen/Mikroglia bei gleichzeitig vermehrter axonaler APP-Akkumulation (4.3.2 + 

4.4). Dabei beschränkte sich die Lokalisation APP-positiver Axone nicht auf perivaskuläre 

Läsionen mit iNOS-positiven Makrophagen/Mikroglia, sondern ließen sich im ganzen Bal-
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ken vermehrt nachweisen. Allerdings traten APP-positive Axone verstärkt in den Läsionen 

mit S100A9- und iNOS-positiven Zellen auf.  

Dieser Zusammenhang zeigte sich ebenfalls im Modell der β-Synuklein-EAE. Tiere ohne 

Entmarkung wiesen kaum iNOS-positive Makrophagen/Mikroglia und APP-positive Axone 

auf. Im Gegensatz hierzu waren in den entmarkten Läsionen nach anti-MOG-

Antikörpertransfer zahlreiche iNOS-exprimierende Makrophagen/Mikroglia und transport-

gestörte Axone vorhanden (3.3 und 3.4.1). 

Die gewebsschädigende Wirkung von NO wurde bei weiteren Erkrankungen des zentra-

len Nervensystems beschrieben, wie z. B. der Alzheimerschen Erkrankung (Vodovotz et 

al. 1996); der Parkinson-Erkrankung (Knott et al. 2000), der amyotrophen Lateralsklerose 

(Sasaki et al. 2000), dem Hirninfarkt (Forster et al. 1999), der HIV-assoziierten Demenz 

(Adamson et al. 1996) und der MS (Bagasra et al. 1995). In einem Ratten-Modell konnte 

gezeigt werden, dass NO die Signalleitung entlang der peripheren Axone blockiert und 

entmarkte Nervenbahnen vulnerabler gegenüber NO sind (Redford et al. 1997). Bei der 

MBP-induzierten EAE korreliert der axonale Schaden weitgehend mit der Menge an ge-

bildetem iNOS (Aboul-Enein et al. 2006). Des Weiteren konnte das Ausmaß an axonalem 

Schaden bei der Theiler-Virus Infektion durch pharmakologische Hemmung von iNOS mit 

Aminoguanidin reduziert werden (Rose et al. 1998). Zusätzlich wurden die Krankheits-

symptome und die Entzündung bei EAE durch Aminoguanidin-Gabe vermindert  

(Cross et al. 1994; Brenner et al. 1997).  

Der gezeigte Zusammenhang zwischen der iNOS-Expression und dem Ausmaß der axo-

nalen Schädigung soll in geplanten, weiterführenden Experimenten untersucht werden. 

IFN-γ, das hauptsächlich von T-Zellen sezerniert wird, ist ein wesentlicher Induktor der 

iNOS-Expression (Jana et al. 2001). Ein Zusammenhang zwischen der IFN-γ-, CD4- und 

iNOS-Expression konnte in der eigenen Arbeit mittels quantitativer PCR gezeigt werden 

(4.5.2). In geplanten, weiterführenden Experimenten soll der Anteil des tatsächlich iNOS-

mediierte Axonschadens im Modell der Cuprizon-EAE indirekt durch die Verwendung von 

IFN-γR1/2-defizienten Mäusen untersucht werden. Wird der IFN-γ-Signalweg durch das 

Fehlen der Rezeptoren unterbrochen, so sollte die Menge an gebildetem iNOS und damit 

verbunden der axonale Schaden geringer sein. Allerdings sind neben NO auch Proteinea-

sen, Zytokine, reaktive Sauerstoffmoleküle und womöglich aktivierte T-Zellen und 

Makrophagen/Mikroglia selbst an der Destruktion der Axone beteiligt.  

Abschließend gilt anzumerken, dass sich eine pharmakologische Hemmung von iNOS 

nicht als alleinige MS-Therapie eignet, da NO zusätzlich entzündungshemmend wirkt. 
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iNOS-defiziente Mäuse wiesen bei EAE-Versuchen im Vergleich zu WT-Mäusen einen 

schwereren Krankheitsverlauf, mit weniger apoptotischen T-Zellen und folglich erhöhten 

Mengen an IFN-γ und TNF-α auf (Kahl et al. 2004; Dalton und Wittmer 2005). Es konnte 

gezeigt werden, dass NO die Proliferation von T-Zellen hemmt (Albina et al. 1991;  

Krenger et al. 1996). Eine Hemmung der iNOS-Expression bei Infektionsversuchen mit 

Viren (Karupiah et al. 1993; Wei et al. 1995), Bakterien (Stenger et al. 1994) und Proto-

zoen (Nussler et al. 1993) verursachte ebenfalls einen schwereren Krankheitsverlauf bei 

Mäusen.  

 

Als weiteres von Makrophagen produziertes proinflammatorisches Protein wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Expression von S100A9 näher untersucht. Eine Expression konn-

te ausschließlich in den Gehirnen von Cuprizon-behandelten und zusätzlich MOG35-55-

immunisierten Tieren nachgewiesen werden. Sowohl die Cuprizon-induzierte Entmarkung, 

als auch die zusätzliche Immunisierung mit Ovalbumin führten zu keiner Expression von 

S100A9 in Monozyten (4.3.2).  

S100A9 wird bei zahlreichen entzündlichen Erkrankungen vermehrt exprimiert. Es wird 

davon ausgegangen, dass S100A9 nur von akut aus dem Blut eingewanderten Makropha-

gen gebildet wird (Bruck et al. 1995; Foell et al. 2004). Die fehlende Expression bei Cupri-

zon-behandelten Mäusen könnte dies bestätigen, da diese bei geschlossener BHS ver-

läuft (Bakker und Ludwin 1987; Kondo et al. 1987). Als weiterer Grund können fehlende 

proinflammatorische Signale angeführt werden, da die Expression von S100A9 durch 

proinflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-1 induziert werden kann (Yen et al. 

1997).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass S100A9-positive Zellen nur in 

Tieren mit T-Zellinfiltration vorhanden sind. Ob tatsächlich nur akut aus dem Blut einge-

wanderte Makrophagen S100A9 exprimieren soll in geplanten, weiterführenden Versu-

chen durch die Verwendung von kongenen Knochenmarkschimären (CD45.1 versus 

CD45.2) ermittelt werden. Die Expression der beiden Genvarianten ermöglicht eine Un-

terscheidung zwischen Blutzellen aus der Peripherie und den ortsständigen Mikrogliazel-

len.  

 

5.2.5 Proinflammatorische Zytokine hemmen die Expression von HO-1 und CD163 

HO-1 und CD163 sind zwei antiinflammatorische Proteine, deren Expression eng zusam-

men hängt (Willis et al. 1996). Frei vorliegendes Hämoglobin wird von Haptoglobin ge-

bunden und dieser Komplex bindet an den Hämoglobin-Scavenger Rezeptor CD163 
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(Kristiansen et al. 2001). Diese Bindung hat neben der Endozytose von Hämoglobin-

Haptoglobin (Hb-Hp) und der vermehrten HO-1-Expression auch die Freisetzung von Zy-

tokinen zur Folge. Eines der dadurch vermehrt exprimierten Zytokine ist IL-10, welches 

wiederum die Expression von HO-1 fördert (Philippidis et al. 2004). 

In der vorliegenden Arbeit wurde CD163 bei der β-Synuklein93-111-induzierten EAE in Le-

wis-Ratten vermehrt exprimiert. Dabei enthielten die Rückenmarksquerschnitte von Tieren 

ohne entmarkte Läsionen tendenziell mehr CD163-positive Makrophagen als Ratten mit 

Entmarkung (3.4.2). Höhere Zahlen an HO-1-positiven Zellen konnten ebenfalls in Tieren 

mit ausschließlicher Entzündung im Vergleich zu Ratten mit Entmarkungsherden nachge-

wiesen werden (3.4.3).  

Die Cuprizon-induzierte Entmarkung führte nicht zur HO-1-Expression in Makropha-

gen/Mikroglia. Hingegen wiesen zusätzlich MOG35-55-immunisierte Mäuse einige wenige 

HO-1-positive Zellen auf (4.3.2). Die niedrigen Zellzahlen können möglicherweise dadurch 

erklärt werden, dass die Entzündung einerseits die HO-1 Expression induziert und ande-

rerseits IFN-γ die HO-1 Expression hemmt (Hegazi et al. 2005). Insgesamt war auffallend, 

dass im Gewebe von β-Synuklein / 8-18C5-Ratten und Cuprizon / MOG-Mäusen eine 

vergleichbare Dichte an HO-1-positiven Zellen vorlag. Dies spricht für ähnliche pathologi-

sche Vorgänge in beiden Modellen.  

Die Expression von CD163 wird unter anderem durch die Zytokine IL-10 und IL-6 induziert 

(Van Den Heuvel et al. 1999; Buechler et al. 2000). Allerdings scheinen Glukokortikoide, 

welche als Reaktion auf entzündliche Bedingungen wie LPS-Stimulation oder EAE gebil-

det werden (Huitinga et al. 2000), der Hauptinduktor zu sein (Hogger et al. 1998; Van Den 

Heuvel et al. 1999). Inflammatorische Zytokine und entzündliche Bedingungen hingegen 

fördern die Abspaltung von CD163 von der Oberfläche. Dies führt zu einem Anstieg an 

löslichem CD163 (sCD163), welches anschließend im Plasma nachweisbar ist (Fabriek et 

al. 2007).  

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass die antikörperinduzierte Entmarkung 

im β-Synuklein-Modell u.a. durch die erhöhte iNOS-Expression ein stark proinflammatori-

sches Milieu schafft, durch welches eine vermehrte CD163-Abspaltung von der Zellober-

fläche erfolgte. Deshalb konnten vermutlich in diesen Ratten weniger CD163-positive 

Makrophagen nachgewiesen werden als in Ratten mit ausschließlicher Entzündung. Eine 

erhöhte sCD163-Konzentration lässt sich bei diversen akut-entzündlichen sowie chroni-

schen Erkrankungen (Matsushita et al. 2002; Moller et al. 2004; Roberts et al. 2004), un-

ter anderem auch bei MS, nachweisen. MS-Patienten haben hierzu passend weniger 
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CD163-positive Zellen im Gewebe (Fabriek et al. 2007). Bei der humanen Erkrankung 

exprimieren nicht nur perivaskuläre Makrophagen CD163, sondern auch schaumzellige 

Makrophagen/Mikroglia in akuten MS-Läsionen (Fabriek et al. 2005b). Im Modell der  

β-Synuklein-EAE konnten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls CD163-positive Zellen im 

Parenchym nachgewiesen werden.  

Als mögliche Funktion von sCD163 wird die Hemmung der T-Zellproliferation diskutiert, 

was anhand der Phorbolester induzierten Proliferation von T-Zellen belegt werden konnte 

(Hogger und Sorg 2001; Frings et al. 2002). Auf diese Weise trägt sCD163 zu einer Ver-

minderung der Entzündungsantwort bei (Hintz et al. 2002). In den eigenen Versuchen 

wiesen die Rückenmarksquerschnitte von Tieren mit Entmarkung weniger T-Zellen auf 

(3.2.1.1). Dies könnte durch die proliferationshemmende Wirkung von sCD163 erklärt 

werden.  

Eine antiinflammatorische Wirkung von HO-1 wurde bei Sepsis, bei der LPS-Stimulation 

von Milzzellen und bei EAE-Versuchen beschrieben (Kapturczak et al. 2004; Chora et al. 

2007). Im Gegenzug führt die HO-1-Depletion zu einer Verschiebung des TH1-TH2-

Zytokingleichgewichts, wobei vermehrt TH-1 Zytokine gebildete wurden (Kapturczak et al. 

2004).  

Die postulierte antiinflammatorische Wirkung des membrangebundenen CD163 beruht 

zum Teil auf der proteolytischen Spaltung von Häm in den Zellen durch HO-1. Dabei wer-

den Bilirubin, Biliverdin und vor allem CO freigesetzt. Biliverdin und Bilirubin sind beides 

antioxidativ wirkende Moleküle, welche durch Bindung von reaktiven Sauerstoffmolekülen 

und NO-Produkten das Gewebe vor Schädigung schützen. Des Weiteren wird ein direkter 

immunregulatorischer Effekt von Biliverdin beschrieben, das die NF-κB Aktivierung hemmt 

und folglich die Expression von iNOS, IL-6 und IFN-γ unterdrückt (Gibbs und Maines 

2007; Kim et al. 2008). CO hemmt die Expression von proinflammatorischen Zytokinen in 

LPS stimulierten Makrophagen (Otterbein et al. 2000; Hegazi et al. 2005). Allerdings ist 

bislang nicht verstanden, welchen Anteil die einzelnen Komponenten an der antiinflamma-

torischen Wirkung von CD163 haben.  

Die HO-1-Expression kann deshalb als anti-entzündliche Gegenregulation verstanden 

werden (Chora et al. 2007), welche in Abwesenheit von Entmarkung (Synuklein/IgG1) 

stärker ausgeprägt war. Sie schützt das Gewebe, indem die Expression von iNOS, TNF-α 

und der Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) gehemmt wird und antiinflammatorische  

TH2-Zytokine gebildet werden (Lee und Chau 2002; Xia et al. 2007). MMP-9 wird mit der 

Schädigung von Axonen in Verbindung gebracht (Newman et al. 2001). Die schützende 
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Wirkung von HO-1 konnte in den eigenen Versuchen belegt werden, da Ratten ohne Ent-

markung kaum iNOS bildeten und nur sehr wenige APP-positive Axone aufwiesen. 

Die Wirkung von HO-1 scheint – wie schon zuvor der Effekt von iNOS – von der expri-

mierten Menge abzuhängen, da eine übermäßige Bildung zu Eisenablagerungen in Zellen 

führt und zur Bildung von freien Radikalen in den Mitochondrien auf Grund hoher Mengen 

an CO (Zhang und Piantadosi 1992). Des Weiteren wirken hohe Mengen an Bilirubin e-

benfalls toxisch und induzieren die Expression von proinflammatorischen Zytokinen 

(Mehindate et al. 2001).  

 

Zusammenfassend kann eine Klassifizierung der Makrophagen/Mikroglia in „gute“ und 

„böse“ aufgrund der Expression von iNOS, HO-1 und CD163 nicht vorgenommen werden, 

da je nach exprimierten Proteinmengen zellschädigende oder protektive Eigenschaften 

überwiegen. 

 
5.2.6 Entzündung hat keinen Einfluss auf Geschwindigkeit und Ausmaß der  
Remyelinisierung 

In akut entzündlichen MS-Läsionen werden die Oligodendrozytenrekrutierung und  

Oligodendrozytenaktivierung sowie eine erhöhte Synthese von Myelinproteinen oft mit 

dem Vorhandensein von T- und B-Zellen und Makrophagen in Verbindung gebracht. Ein 

Hinweis auf die Bedeutung der Entzündung für die Remyelinisierung ist das weitgehende 

Fehlen einer Neubildung der Markscheiden in chronischen MS-Läsionen, welche nur noch 

wenige Entzündungszellen aufweisen. Eine verzögerte Remyelinisierung konnte nach 

Toxin-induziertem Myelinverlust in TNF-α-, IL-1β-, MHC II- und T- und B-Zell-defizienten 

Mäusen nachgewiesen werden (Arnett et al. 2001; Mason et al. 2001; Arnett et al. 2003; 

Bieber et al. 2003). Die Depletion von Makrophagen oder Mikrogliazellen hemmte eben-

falls die Neubildung der Markscheiden im Tiermodell (Kotter et al. 2005; Li et al. 2005). 

Der Einfluss von Entzündung auf die Remyelinisierung wurde in der vorliegenden Arbeit 

histologisch und durch die Expressionsanalyse von oligodendrozytenspezifischen Genen 

untersucht.  

Die exprimierte mRNA-Menge der untersuchten Transkriptionsfaktoren Olig1, Olig2 und 

Sox2 sowie von PDGF-Rα und MBP unterschied sich zu den gemessenen Zeitpunkten  

(4,5 Wochen Cuprizon, zwei und fünf Tage Remyelinisierung) nicht wesentlich von nicht-

behandelten Kontrollmäusen. Ein Unterschied zwischen Tieren mit ausschließlicher Ent-

markung und Entmarkung mit Entzündung war ebenfalls nicht vorhanden. Die  

PLP mRNA-Menge war nach 4,5 Wochen Cuprizon-Diät stark reduziert, und nur zu die-
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sem Zeitpunkt war das Expressionsniveau in Tieren mit Entmarkung und zusätzlicher 

Entzündung deutlich höher (Faktor 8) (4.5.2). Der Anteil der bemarkten Fläche und die 

Dichte der NogoA-positiven Oligodendrozyten, der NogoA/Olig2-doppeltpositiven und 

Olig2-positiven Oligodendrozytenvorläuferzellen war zwischen den beiden Gruppen nicht 

unterschiedlich (4.5.1). Im Modell der Cuprizon-EAE konnte somit eine effizientere Remy-

elinisierung durch Entzündung nicht nachgewiesen werden. 

Im normalen adulten ZNS bilden Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs) eine stabile 

Zellpopulation, welche sich nur sehr selten teilt. Nach Entmarkung werden diese OPCs 

aktiviert, wobei eine erhöhte Transkription von Olig1, Olig2, Nkx2.2, Sox2 und PDGF-Rα 

erfolgt. Die Expression dieser Gene wird mit der entwicklungsbedingten Myelinisierung in 

Verbindung gebracht. Die Expression dieser Gene wurde im Detail bislang nur nach Ethi-

diumbromid-induzierter Entmarkung untersucht und eine vermehrte Expression beschrie-

ben (Fancy et al. 2004). Möglicherweise konnte beim Cuprizon-induzierten Myelinverlust 

aufgrund der gleichzeitig stattfindenden De- und Remyelinisierungsvorgänge keine we-

sentliche veränderte Expression nachgewiesen werden. Aus diesem Grund soll EAE in 

Kombination mit der Ethidiumbromid-induzierten Entmarkung in geplanten Versuchen 

etabliert werden. Bei diesem Modell wird die entmarkende Läsion durch eine einmalige 

Injektion von Ethidiumbromid ausgelöst. Bereits fünf Tage nach Entmarkungsinduktion 

wird die maximale Expression von Olig1, Olig2 und PDGF-Rα und Nkx2.2 gemessen.  

Die Studien in allen oben erwähnten Modellen (Cuprizon-, Lysolezithin- und Ethidiumbro-

mid-induzierter Entmarkung), in denen eine verbesserte Remyelinisierung durch Entzün-

dung beschrieben wurde, beruhen auf dem Vergleich von immundefizienten, makropha-

gen- oder mikrogliadepletierten im Vergleich zu WT-Mäusen. Möglicherweise beruht die 

verzögerte Neubildung der Markscheiden in diesen immundefizienten Tieren hauptsäch-

lich auf einer reduzierten Aktivierung der Mikrogliazellen und damit verbundenen geringe-

ren Myelinphagozytose. Die Phagozytose von Myelinbruchstücken ist eine wichtige Vor-

aussetzung für die Neubemarkung der Axone, da Myelinreste diesen Vorgang hemmen 

(Kotter et al. 2006). Unterstützt wird diese Annahme durch die beobachtete verzögerte 

Remyelinisierung in alten Ratten nach Beenden der Cuprizone-Gabe, was die Autoren 

dieser Studie auf eine geringere Aktivierung der Mikrogliazellen zurückführten (Zhao et al. 

2006). 

Ein weiterer Unterschied der oben genannten Modelle zur Cuprizon-EAE ist das weitge-

hende Fehlen einer adaptiven Immunantwort mit deutlicher T-Zellinfiltration. In der Litera-

tur wird beschrieben, dass IFN-γ, das hauptsächlich von aktivierten T-Zellen gebildet wird, 

die Remyelinisierung nach Beenden der Cuprizon-Diät verzögert. Dies wird zum einen 
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durch die erhöhte Vulnerabilität von myelinisierenden Oligodendrozyten gegenüber IFN-γ 

und zum anderen durch die IFN-γ induzierte Expression von Zyto- und Chemokinen er-

klärt (Lin et al. 2006). Im Modell der Cuprizon-EAE konnte ebenfalls eine deutlich erhöhte 

IFN-γ Expression nachgewiesen werden (4.5.2). Eine weitere mögliche Erklärung für die 

vergleichbare Remyelinisierungseffizienz in beiden Versuchsgruppen in der vorliegenden 

Studie könnte sein, dass Entzündung zwar die Proliferation von Oligodendrozytenvorläu-

ferzellen fördert – in den eigenen Experimenten waren in den beiden Versuchsgruppen 

eine vergleichbare Dichte an Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorläuferzellen vor-

handen – aber IFN-γ gleichzeitig die Apoptose in myelinisierenden Oligodendrozyten in-

duziert und somit die Neubildung des Myelins verhindert. Zusätzlich könnten nach dem 

Beenden der Cuprizon-Gabe in MOG35-55-immunisierten Tieren aufgrund der fortwähren-

den Entzündung neue Myelinbruchstücke entstehen, welche die Differenzierung der Oli-

godendrozytenvorläuferzellen in myelinbildende Oligodendrozyten verhindern  

(Kotter et al. 2006).  

Die Remyelinisierungseffizienz war somit während einer akuten adaptiven Entzündungs-

antwort in der vorliegenden Studie nicht verbessert. Die vorliegenden Ergebnisse sind 

neue wichtige Erkenntnisse, da die Cuprizon-EAE − aufgrund der beteiligten adaptiven 

Immunantwort − deutlich besser der humanen Erkrankung MS entspricht, bei welcher 

entmarkte Läsion nur teilweise remyelinisieren (Chang et al. 2002). 

 

5.2.7 Entzündung und Entmarkung verändern die Anisotropie bei der Diffusions-
Tensor-Bildgebung 

Mit herkömmlichen magnetresonanztomographischen Messmethoden (T1 und T2 gewich-

tetes Signal) kann die den Signalveränderungen zugrunde liegende Gewebspathologie 

z.B. Demyelinisierung, Remyelinisierung, Entzündung und axonale Schädigung nicht im-

mer zuverlässig bestimmt werden. In den letzten Jahren wurde die Diffusions-Tensor-

Bildgebung (DTI) als neuartige Methode entwickelt, um die Gewebsstruktur und den Ver-

lauf von Nervenfasern in vivo zu untersuchen (Filippi 2002). Mit Hilfe dieser Technik wird 

versucht, bei MS zwischen Entmarkung und axonalem Schaden zu unterscheiden.  

In der eigenen Arbeit wiesen Cuprizon-behandelte Tiere nur wenige geschädigte, APP-

positive Axone und eine leicht reduzierte axiale Diffusivität (AD) auf. Im Gegensatz hierzu 

hatten zusätzlich immunisierte Tiere zahlreiche transportgeschädigte Axone und eine sig-

nifikant niedrigere AD. Die Hypothese, dass der Wert der AD das Ausmaß an axonaler 

Schädigung wiedergibt, scheint sich somit zu bestätigen. So spiegelt möglicherweise die 
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leichtgradige Reduktion der AD bei der Cuprizon-bedingten Entmarkung, den geringfügi-

gen histologisch nachweisbaren axonalen Schaden in Form vereinzelter APP-positiver 

Axone wider.  

In der Veröffentlichung von Song et. al. 2006 wurde nach einer vergleichbaren Dauer der 

Cuprizon-Diät von vier Wochen ebenfalls eine geringere AD und vereinzelte geschädigte 

Axone nachgewiesen. Ein Zusammenhang zwischen der AD und dem axonalen Schaden 

wurde auch bei der Wallerschen Degeneration von peripheren und zentralnervösen Ner-

venfasern gezeigt (Beaulieu et al. 1996; Thomalla et al. 2004). Des Weiteren wiesen Pati-

enten nach traumatischen Läsionen eine verminderte AD auf, was mit einer diffusen axo-

nalen Schädigung in Verbindung zu stehen scheint (Arfanakis et al. 2002). Der Zusam-

menbruch axonaler Strukturen und die daraus resultierenden Zelltrümmer sowie die  

Aggregation von Filamenten und Organellen sind mögliche Gründe für eine eingeschränk-

te Diffusion der Wassermoleküle entlang der Axone (Beaulieu et al. 1996; Arfanakis et al. 

2002; Sun et al. 2006). Ebenso könnten Wasseransammlungen in geschädigten Axonen 

zu einer Auftreibung führen und auf diese Weise die AD reduzieren. Des Weiteren kann 

ein verlangsamter axonaler Transport ebenso als Ursache angeführt werden. Über einen 

möglichen Einfluss dieser Mechanismen auf die radiale Diffusivität (RD) kann nur speku-

liert werden (Sun et al. 2006).  

In der eigenen Arbeit wurde bei Tieren mit ausschließlichem Myelinverlust nach 4,5 Wo-

chen Cuprizon-Diät eine signifikant erhöhte RD gemessen.  

Dieses Ergebnis ist im Gegensatz zu den von Song publizierten Ergebnissen, bei welchen 

nach vier Wochen Cuprizon nur eine minimal erhöhte RD vorhanden war. Eine signifikant 

erhöhte RD und ein deutlicher Myelinverlust wurden erst nach sechs Wochen Versuchs-

dauer gemessen (Sun et al. 2006). Diese Diskrepanz kann am ehesten durch das unter-

schiedliche Ausmaß an Myelinverlust erklärt werden. Die Tiere in den eigenen Versuchen 

wiesen nach 4,5 Wochen Cuprizon-Diät einen stärkeren Myelinverlust auf. Im Gegensatz 

hierzu wird in einer weiteren Publikation – in Übereinstimmung mit den eigenen Ergebnis-

sen – nach vier Wochen Cuprizon-Diät ein deutlicher Myelinverlust mit leicht geringerer 

AD und erhöhter RD beschrieben (Wu et al. 2008). Des Weiteren haben magnetresonanz-

tomographische Messungen an so genannten „Shiverer“-Mäusen, bei welchen es durch 

eine homozygote, autosomal-rezessive Mutation des MBP-Gens zu einer nicht vollständi-

gen Ausbildung des Myelins kommt (Privat et al. 1979; Inoue et al. 1981; Shine et al. 

1992), gezeigt, dass der Myelinverlust in Kombination mit geringem axonalen Schaden 

die RD erhöhen (Nair et al. 2005). 
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Es scheint, dass eine erhöhte RD erst nach einem gewissen Myelinverlust gemessen 

werden kann, da lokal proliferierende Mikrogliazellen die Diffusion quer zu den Axonen 

behindern können. Einen Einfluss der Zellmembranen auf die Wasserdiffusion wurde 

nach traumatischen Läsionen angenommen. Die Autoren dieser Studie gehen davon aus, 

dass vor allem der Membranverlust durch sterbende Neurone die RD erhöhte (Arfanakis 

et al. 2002). Der Einfluss von Zellen auf die RD wurde ebenfalls in der eigenen Arbeit an-

hand Cuprizon-behandelter und zusätzlich MOG35-55-immunisierter Tiere gezeigt. Die RD 

von Tieren mit dichten zellulären, entzündlichen Infiltraten unterschied sich nicht von 

nicht-behandelten Kontrolltieren. Aufgrund des histologisch vergleichbaren Myelinverlusts 

zwischen Cuprizon-behandelten und Cuprizon/MOG-immunisierten Mäusen ist davon 

auszugehen, dass der Wert der RD bei beiden Gruppen in gleichem Maße erhöht sein 

müsste. Es scheint, dass dichte, zelluläre Infiltrate die Diffusion der Wassermoleküle quer 

zu den Axonen in einem ähnlichen Maße beeinflussten wie Myelin. 

Die in der Literatur postulierte Unterscheidung zwischen Axonschaden und Myelinverlust 

mit Hilfe der DTI war im Modell der Cuprizon-EAE nicht möglich. Dies ist womöglich auf 

die fehlende Entzündung bei der Cuprizon-induzierten Entmarkung zurückzuführen. Bei 

der reinen Cuprizon-induzierten Entmarkung zeigten der Vergleich der LFB/PAS-

Färbungen und DTI-Messungen eine enge Korrelation zwischen dem Myelinverlust und 

dem Anstieg der RD im Verlauf der Zeit. Des Weiteren war die AD nahezu unverändert 

und es waren kaum geschädigte Axone vorhanden (Song et al. 2005). Dieser Zusam-

menhang zwischen  

Axonschaden / AD und Myelinverlust / RD wurde darüber hinaus bei der Retinaischämie 

in der Ratte gezeigt. In diesem Modell wurde der anfängliche geringe Axonschaden durch 

eine geringere AD und unveränderte RD wiedergegeben. Zu einem späteren Zeitpunkt 

kam es zur Entmarkung und einer erhöhten RD (Song et al. 2003).  

Aus den eigenen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass entzündliche Infiltrate die 

Diffusion entlang der Axone erheblich beeinflussen. Obwohl das Ausmaß der Entmarkung 

in beiden Versuchsgruppen vergleichbar war (Daten nicht gezeigt), war lediglich in der 

Gruppe der Cuprizon-behandelten Mäuse die radiale Diffusivität erhöht. Es scheint also, 

dass dieser Messwert nicht nur von den Markscheiden, sondern auch durch dichte, zellu-

läre Infiltrate und Gliose beeinflusst wird.  

 

Pathologische ZNS-Veränderungen wie z. B. Trauma- und MS-Läsionen werden bei Men-

schen anhand des scheinbaren Diffusionskoeffizienten (ADC) untersucht, welcher die 

mittlere Diffusivität aus den drei bei der Messung erhaltenen Eigenwerten wiedergibt. 
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Der ADC war bei Mäusen mit Toxin-induzierter Entmarkung – aufgrund der erhöhten RD 

und kaum verminderten AD – leicht erhöht. Tiere mit zusätzlicher Entzündung hatten ei-

nen leicht reduzierten ADC – aufgrund der unveränderten RD und reduzierten AD – im 

Vergleich zu Kontrolltieren.  

Ein veränderter ADC wurde bei der MS (Castriota et al. 2000; Filippi et al. 2001), dem 

Hirninfarkt (Werring et al. 2000; Ito et al. 2001), der Adrenoleukodystrophie (Jones et al. 

1999) und im Alter (Nusbaum et al. 2001) gezeigt. MS-Patienten mit schubförmigem 

Krankheitsverlauf wiesen dabei einen leicht erhöhten ADC auf, während dieser bei Patien-

ten mit sekundär progredienter MS signifikant erhöht war (Castriota et al. 2000; Filippi et 

al. 2001). Die längere Krankheitsdauer der MS und die damit verbundene stärkere Ge-

websschädigung könnte die Unterschiede im Vergleich zu den untersuchten Mäusen er-

klären.  

 

Die fraktionale Anisotropie (FA), ein weiterer bei der DTI erhaltener Parameter, gibt das 

Ausmaß der Richtungsabhängigkeit wieder. Je weniger die Diffusion der Wassermoleküle 

von der Richtung abhängt, desto weiter geht dieser Wert gegen Null. Bei den eigenen 

Untersuchungen hatten Entmarkung und Entmarkung mit Entzündung eine vergleichbare 

Reduktion der FA im Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollen zur Folge. 

Bei MS-Patienten wiesen Läsionen mit dichter Infiltration den niedrigsten FA-Wert auf 

(Filippi et al. 2001), was durch den Gewebsschaden und die Ausbildung eines Ödems 

erklärt wird. Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass schon die alleinige Gabe 

von Cuprizon das Gewebe strukturell so verändert, dass die in gesunden, myelinisierten 

Nervenfasern nachweisbare gerichtete Bewegung der Wassermoleküle hier deutlich re-

duziert ist. Eine zusätzliche Infiltration von Entzündungszellen führte jedoch zu keiner wei-

teren Reduktion der Richtungsabhängigkeit der Diffusion. 

In weiteren, geplanten Versuchen sollen T1- und T2-gewichtete Messungen durchgeführt 

werden. Mit Hilfe der Diskriminanzanalyse wird eine Unterscheidung zwischen reiner 

Entmarkung und Entmarkung mit Entzündung angestrebt. Des Weiteren soll bei diesen 

geplanten Experimenten die Magnetisierungstransferrate von Tieren nach Cuprizon-

induzierter Entmarkung und Tieren mit zusätzlicher Entzündung verglichen werden. 

 

5.2.8 Zusammenfassung 

Durch die Kombination der Toxin-induzierten Entmarkung mittels Cuprizon und der Immu-

nisierung mit MOG35-55 konnten im Mausgehirn reproduzierbare Entmarkungsherde indu-

ziert werden, welche eine große Ähnlichkeit zu MS-Läsionen aufweisen. Die Infiltration 
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von Entzündungszellen erfolgte über eine geöffnete BHS, welche histologisch durch Im-

munglobulin- und Fibrinogenablagerungen und magnetresonanztomographisch durch  

Gd-DTPA-Anreicherung nachgewiesen wurde. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 

Makrophagen/Mikroglia nur nach entzündlicher Entmarkung die proinflammatorischen 

Proteine iNOS und S100A9 exprimieren und dass diese vermehrten Axonschaden verur-

sachen. Die vermehrte axonale Schädigung wurde neben der Histologie auch mittels DTI 

durch eine reduzierte axonale Diffusivität in Cuprizon-behandelten und zusätzlich  

MOG35-55immunisierten Mäusen ebenfalls nachgewiesen. Die radiale Diffusivität in Mäu-

sen mit Entmarkungsherden unterschied sich hingegen nicht von nicht-behandelten Kon-

trollen, vermutlich da dichte Infiltrate die Diffusion der Wassermoleküle in einem ver-

gleichbaren Maße beeinflussen wie Myelin. Obwohl postuliert wurde, dass die Entzün-

dung die Neubildung der Markscheiden fördert, konnte dies im Modell der Cuprizon-EAE 

nicht nachgewiesen werden. In den untersuchten Gruppen war kein Unterschied zwischen 

dem Anteil der bemarkten Fläche, der Anzahl der Oligodendrozyten und der Expression 

von oligodendrogliaspezifischen Genen vorhanden.  
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