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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-entziindliche, schubweise
verlaufende Erkrankung des ZNS, die vermutlich auf einer autoimmunvermittelten
Pathogenese gegen korpereigene Antigene beruht (Nylander und Hafler 2012). Sie ist eine der
haufigsten neurologischen Erkrankungen bei Erwachsenen vor allem in den Industrielandern,
mit insgesamt ca. einer Million betroffenen Patienten weltweit (Nakahara et al. 2010), von
denen mehr als die Halfte Frauen sind (Kuhlmann et al. 2009). Morphologisch ist MS durch
demyelinisierte Axone im ZNS charakterisiert, welche fir die Symptome verantwortlich sind
und vor allem in frihen Stadien noch teilweise remyelinisiert werden kénnen (Irvine und
Blakemore 2008). Trotz des enormen Zugewinns an Erkenntnissen in den letzten Jahren und

der Entwicklung von kausalen Therapiekonzepten ist die MS noch nicht heilbar.

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Die Pathogenese der MS st bis heute nicht eindeutig geklart; vermutlich wird sie durch ein
Zusammenspiel von genetischen mit Umweltfaktoren verursacht (Ramagopalan et al. 2008).
Zu diesen zahlen neben viralen auch bakterielle Pathogene wie chlamydia pneumoniae
(Giovannoni et al. 2006). So konnte beispielsweise fiir das Epstein-Barr-Virus (EBV), als
Vertreter der Familie der Herpesviren, bislang zwar ein epidemiologischer Zusammenhang
mit dem Erkrankungsauftreten gezeigt werden, allerdings sind die genauen Mechanismen
noch unklar (Ascherio und Munger 2010; Sargsyan et al. 2010; Keegan und Noseworthy
2002). Ein weiterer potentieller Umweltfaktor stellt das Klima dar - so soll ein Vitamin-D-
Mangel fur die Krankheit prédestinieren (Ebers 2008). Dies wird von epidemiologischen
Daten unterstitzt: Im Gegensatz zum sonnigen afrikanischen und asiatischen Kontinent stellt
MS in Europa sowie den USA eine h&ufige Diagnose dar (Compston 1999). Ebenfalls dazu
passt die Beobachtung von Kurtzke, dass ein Nord-Sid-Gradient mit Haufung der Patienten
im Norden besteht. Eine hohe Patientenanzahl gerade in Stid-Australien legt aber nahe, dass
dies nicht der alleinige ausschlaggebende Faktor sein kann (Kalmann und Lublin 1999),
sondern dass auch gewisse ethnische Gruppen, wie beispielsweise die Kaukasier, anfalliger

sind (Hogencamp et al. 1997).

Das Vorkommen mehrerer MS-Patienten in einer Familie fihrte zu der Annahme, dass eine
genetische Préadisposition vorliegt (Hafler 2004), obwohl MS nicht direkt vererbbar ist
(Noseworthy et al. 2000). Bestatigt ist aber dennoch, dass Verwandte ersten Grades ein
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erhdhtes Risiko aufweisen, an MS zu erkranken (Sadovnick et al. 1997). So konnten
bestimmte Subtypen des Major-Histocompatibility-Complex -MHC-I- (Dyment et al. 2004)
und des MHC-II-Molekuls (Genotyp HLA-DR2 (Kalman und Lublin 1999) und HLA-DQ
(Noseworthy et al. 2000)) als Risikogene bei MS-Patienten identifiziert werden. Sie sind unter
anderem an der Antigenprasentation gegeniiber T- und B-Zellen beteiligt (Hemmer et al.
2002). Sawcer et al. (2011) beschreiben, dass bestimmte Gen-Polymorphismen (single
nucleotide polymorphisms; SNPs), die v.a. die regulatorischen T-Zellen betreffen, eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der MS zu spielen scheinen. Diese regulatorischen T-
Zellen sind durch die Synthese des Zytokins Interleukin-2 sowohl an der T-Zell-Aktivierung
als auch an ihrer Proliferationsférderung beteiligt. Oksenberg et al. (1999) fanden heraus, dass
auch das X-Chromosom Einfluss auf die Krankheitsentwicklung hat. Dies erklart
maoglicherweise, neben den bekannten hormonellen prédestinierenden Einflissen durch
erhohte Ostrogenspiegel (Orton et al. 2006), warum Frauen doppelt so haufig erkranken wie
Manner (Sadovnick et al. 1997). Die genauen Ablaufe, wie Umweltfaktoren und genetischer
Hintergrund im Detail die Pathogenese der MS bestimmen, ist auch heute noch

Forschungsgegenstand.

1.1.2 Klinik und Verlaufsformen

Der Beginn der adulten MS wird in der Regel als klinisch isoliertes Syndrom (,, clinically
isolated syndrome*; CIS) beschrieben. Dabei handelt es sich um plétzlich auftretende
Symptome, die hinweisend auf die demyelinisierende Erkrankung sind und sowohl durch
zeitliche als auch durch ortliche Limitation charakterisiert sind (Miller D et al. 2012). So
manifestiert sich beispielsweise eine Beteiligung des visuellen Systems als Optikusneuritis
(Lightman et al. 1987) oder als Uhthoff-Phanomen, einer Sehstorung bei steigender
Korpertemperatur (Pearce 2005). Symptome bei Befall des Hirnstamms bzw. des Kleinhirns
kénnen Ataxie und Ophthalmoplegie umfassen, wohingegen es bei Befall des Riickenmarks
zu dem Lhermitte-Zeichen, einem schmerzhaften Gefiihl entlang der Wirbelséule bei
Nackenbeugung, kommen kann (Huijbregts et al. 2006). Aber auch eine Hemiparese bei
Befall einer Hemisphare ist méglich (Miller D et al. 2012).

Spater im Krankheitsverlauf auftretende Symptome koénnen Blasen- und Darmstérungen
sowie sexuelle Storungen sein (Courtney et al. 2011). Viele Patienten leiden im
Krankheitsverlauf unter Fatigue und moglicherweise unter affektiven Stdérungen wie

Depression (Vucic et al. 2010).
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Sowohl die im MRT sichtbare Gehirnatrophie (Loseff et al. 1996) als auch die kortikalen
Schédigungen (Rovaris et al. 2000) korrelieren mit der zunehmenden Behinderung der

Patienten und mit kognitiven Stérungen (Huijbregts et al. 2006).

Aufgrund der komplexen und heterogenen Klinik der MS teilte die National Multiple
Sclerosis Society (NMSS) 1996 die klinischen Verlaufsformen in vier Gruppen ein:

Die schubférmige MS (relapsing-remitting MS; RR-MS) ist durch das Auftreten von Schiiben
gekennzeichnet, die sich mit symptomfreien Perioden abwechseln, in denen die Erkrankung
nicht voranschreitet (Lublin und Reingold 1996). Sie stellt die hdufigste Form, vor allem bei
Patientinnen, dar und beginnt oft mit sensiblen Beeintrdchtigungen (Noseworthy et al. 2000;
Confavreux et al. 1980). Charakteristisch fiir sie ist ein, nach jahrelangem Verlauf, Ubergang
in die sekundér chronisch-progrediente MS (secondary-progressive MS; SP-MS). Hier
schreitet die Erkrankung kontinuierlich fort und kann von zusatzlichen Schiiben begleitet
werden (Lublin und Reingold 1996). Ein Zusammenhang zwischen der Schubanzahl wéhrend
der RR-Phase und dem zeitlichen Ubergang in die SP-MS konnte nicht nachgewiesen werden
(Confavreux et al. 2000; Confavreux et al. 2003; Confavreux und Vukusic 2006; Scalfari et
al. 2010). Da beide oben genannten MS-Formen entziindliche Veranderungen aufweisen,
(Huijbregts et al. 2006) wird vermutet, dass sie auf die gleiche Atiologie zuriickzufiihren sind
(Dutta und Trapp 2007).

Die primar chronisch-progrediente MS (primary-progressive MS; PP-MS) ist durch das
Fehlen von Schilben definiert. Es kommt von Diagnosestellung an zu einer stetigen
Symptomzunahme, die auch von moglichen Stillstanden und kleinen Verbesserungen nicht
aufgehalten wird (Lublin und Reingold 1996). Sie betrifft meist eine etwas &ltere
Patientengruppe (Beginn etwa um die 40 Jahre) und kommt bei 10-20% aller Patienten beider
Geschlechter vor (Thompson et al. 1997). Prognostisch ist der Verlauf mit dem der SP-MS
vergleichbar. Das klinische Bild ist gepragt von motorischen und sensiblen Symptomen durch
spinale Plaques, Kleinhirnsymptome sowie kognitive Probleme (McDonnell und Hawkins
2002). Diese konnten durch Kortexentmarkungen bedingt sein, die auffallend haufig sowohl
bei PP-MS als auch bei SP-MS festgestellt wurden (Albert et al. 2007).

Die seltenste Form, die progredient-schubférmige MS (progressive-relapsing MS; PR-MS),
weist wie die RR-MS Schiibe auf, die entweder vollstandig reversibel sein kdnnen oder auch
zu Residualschéden fiihren konnen. Allerdings schreitet hier die Erkrankung in der
schubfreien Zeit voran (Lublin und Reingold 1996).
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Zusammenfassend gilt, dass Schibe auf eine gerade ablaufende Entzindung im ZNS
hinweisen und es durch ihre Beendigung zur Symptomrickbildung kommen kann. Die
Progression der Erkrankung, die auch eine Gehirnatrophie - bei SP-, PP- und PR-MS - mit
einschlielt, wird dagegen durch das pathologische Korrelat des axonalen Verlustes
(Confavreux et al. 2000) sowie Neuronen-Untergangs erklart (Bjartmar und Trapp 2001;
Hemmer et al. 2002).

1.1.3 Pathogenese

Neben Robert Carswell (1838) gilt auch Jean Cruveilhier (1841) als einer der Erstbeschreiber
der MS (Lassmann 1999). Die erste klinische Beschreibung als ,,Hirnsklerose* erfolgte 1856
durch den Géttinger Frerich gefolgt von Charcot (1825-93), der heute noch mit der ,,Charcot-
Trias“ bestehend aus Nystagmus, Intentionstremor und skandierender Sprache bekannt ist
(Kesselring 2004).

Wie Rivers schon 1933, so vermutet man heute noch, dass es sich bei MS um eine chronische
Autoimmunerkrankung des ZNS handelt, die mit Entzindung, Demyelinisierung und
axonalem Verlust einhergeht (Lassmann 1999). Ob MS als Autoimmunerkrankung mit
weiteren Erkrankungen aus diesem Formenkreis assoziiert ist, konnte noch nicht eindeutig
geklart werden (Ebers 2008).

Wahrscheinlich lauft die von Rindfleisch 1863 beschriebene Entziindung nach folgendem
Schema ab (Lassmann 1999; Steinman 2001): Zuerst werden die T-Zellen in den
Lymphknoten Uber Antigene des ZNS (z.B. Myelin-basisches Protein=MBP, Myelin-
assoziiertes Glykoprotein=MAG, Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein=MOG (Hohlfeld
und Wekerle 2001)) bzw. dem ZNS strukturell dahnliche Antigene (Viren wie Epstein-Barr
(EBV)) aktiviert (Hemmer et al. 2002). Gelangen autoreaktive T-Zellen im Rahmen der
Immuniberwachung in das ZNS, kann deren T-Zellrezeptor durch Présentation des
spezifischen Antigens auf MHC-II-Molekilen (Keegan und Noseworthy 2002) auf
Makrophagen und dendritischen Zellen aktiviert werden (Nakahara et al. 2010). Das von den
T-Zellen im Anschluss synthetisierte Zytokin TNF-o sorgt dafur, dass das Endothel im ZNS
Zelladhésionsmolekile wie vascular cell adhesion molecule (VCAM) exprimiert, wodurch
weitere T-Zellen die Bluthirnschranke (BHS) passieren konnen. Die Passage des sich an die
BHS anschlielenden Gewebes ermdglichen Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP), die vermehrt
im Liquor von MS-Patienten nachweisbar sind (Steinman 2001). Nach dem Zusammenbruch

der BHS-Integritdt konnen auch andere Zellen des peripheren Immunsystems, wie
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Makrophagen, Granulozyten, B-Zellen oder Komplementfaktoren, ins ZNS gelangen
(Hemmer et al. 2002).

An der anschlieBenden axonalen Demyelinisierung sind sowohl spezifische (Antikdrper) und
unspezifische (Komplement, Zytokine) humorale Faktoren als auch spezifische (T-Zellen)
und unspezifische zelluldare Komponenten (Mikroglia/Makrophagen) beteiligt. Diese fiihren
entweder direkt Gber eine Zerstérung der Oligodendrozyten bzw. des Myelins oder indirekt

uber eine Forderung der Entziindung zur Entmarkung.

Im ZNS kommt es zur Aktivierung der ZNS-Antigen-spezifischen CD4"-T-Zellen Uber eine
Bindung mit MHC-II-tragenden Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cells;
APCs). Die CD4"-Th; - bzw. -Th,-Zellen haben gegensétzliche Effekte: aktivierte CD4"-Th;-
Zellen fordern Uber ihre proinflammatorischen Zytokine, wie beispielsweise Interferon-y und
TNF-a, das entzindliche Geschehen (Keegan und Noseworthy 2002). Durch ihre
Rezeptorbindung bewirken sie eine Stickoxid-Synthese (NO) durch Makrophagen. Dieser
Vorgang ist toxisch fir die Oligodendrozyten und verursacht axonalen Schaden (Steinman
2001). Makrophagen beteiligen sich zudem an der Demyelinisierung tber die Synthese von
Proteasen, Sauerstoffradikalen, Zytokinen und Chemokinen (Noseworthy 1999). Im
Gegensatz dazu wirken CD4"-Thy-Zellen (iber ihre Zytokine 1L-4, 1L-10, Interferon-B und
transformierender Wachstumsfaktor-p (transforming growth factor; TGF-B), entziindungs-

hemmend (Keegan und Noseworthy 2002).

CD8"-zytotoxische T-Zellen werden durch Bindung an MHC-I-Molekiile, auf denen ihr
spezifisches Antigen prasentiert wird, aktiviert. Sie konnen die Demyelinisierung durch den
Apoptose-indizierenden Fas-Liganden und die Ausschuttung von Oligodendrozyten
lysierendem Perforin unterstiitzen (Noseworthy 1999). Entzlindungsférdernde Th;,-Zellen
konnen Uber vaskuldre Strukturen in das ZNS gelangen und durch Ausschuttung ihrer
Zytokine IL-17 und IL-23 die BHS-Integritat storen (Nylander und Hafler 2012). Sobald die
BHS nicht mehr intakt ist, konnen auch B-Zellen in das ZNS einwandern. Nachdem sie ihr
Antigen gebunden haben, werden sie tiber Bindung der von Th;- oder Thy-Zellen sezernierten
Zytokine, wie beispielsweise TNF-a, aktiviert. AnschlieBend sezernieren sie dann
Autoantikdrper (Hemmer et al. 2002), die mdglicherweise auch gegen Myelinbestandteile,
wie u.a. MOG, gerichtet sind (Genain et al. 1999; Zhou D et al. 2006) und die
Komplementkaskade (c9 neo) aktivieren (Hemmer et al. 2002). Ihre Prdsenz kann auch
anhand der intrathekal nachweisbaren oligoklonalen Banden sichtbar gemacht werden (Mc
Farland und Martin 2007).
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Vermutlich durch die Demyelinisierung kommt es zum axonalen Schaden, der zum einen
durch den Myelin- bzw. Oligodendrozytenschaden bedingt ist (Matthews et al. 1998; Kornek
et al. 2000), zum anderen auch durch das entzindliche Milieu im ZNS, das u.a. zu einer
toxischen Glutamatsynthese von Mikroglia und Lymphozyten fihrt (Dutta und Trapp 2007;
McFarland und Martin 2007) — auch in Abwesenheit von T-Zellen (Wang et al. 2005).
Nachweisbar ist der axonale Schaden vorwiegend in akuten (Trapp et al. 1999) und weniger
in chronischen und remyelinisierten Lasionen (Kuhlmann et al. 2002; Stadelmann und Briick
2008; Siffrin et al. 2010) sowie in der ,,normal-erscheinenden weien Substanz“ (normal
appearing white matter; NAWM) (Bjartmar und Trapp 2001). Klinisch kann dieser axonale
Schaden unter Umstanden unauffallig bleiben, falls er sich an einer nicht eloquenten Stelle
befindet, andernfalls macht er sich als Schub bzw. progrediente Symptomverschlechterung
bemerkbar (Dutta und Trapp 2007).

Die Reversibilitdt des Schubes kann primér durch Rlckgang des entziindungsbedingten
Odems und sekundar durch Na'-Kanal-Einbau und nachfolgende Remyelinisierung erklart
werden. Des Weiteren tragt auch die Kompensation des axonalen Schadens durch das ZNS
zur Schubrickbildung bei (Bjartmar und Trapp 2001; Noseworthy 1999). Im Verlauf der
Erkrankung akkumuliert der axonale Schaden allerdings und fihrt so zu bleibenden
neurologischen Defiziten (Matthews et al. 1998; Lee M et al. 2000; Trapp et al. 1999;
Lassmann 1999). Neben der weillen Substanz ist auch der Kortex sowohl von axonalem
Verlust (Peterson et al. 2001) als auch von der Demyelinisierung betroffen. Hier scheint die
Remyelinisierung aber effektiver abzulaufen als in der weil3en Substanz (Stadelmann et al.
2008). Die Bedeutung der Remyelinisierung liegt vor allem im Schutz vor weiterem axonalen
Schaden, gerade bei noch gering vorhandener Restentziindungsaktivitat (Kornek et al. 2000;
Kuhlmann et al. 2002). Organisiert wird die Remyelinisierung zum kleinen Teil von reifen
Oligodendrozyten (Blakemore und Keirstead 1999), hauptsachlich aber von den
Oligodendrozytenvorlduferzellen (Bradl und Lassmann 2010).

Remyelinisiert werden vorwiegend akute Ladsionen, da moglicherweise nur eine begrenzte
Anzahl von Vorlauferzellen zur Verfiigung stehen (Blakemore und Keirstead 1999) und bei
einem Teil der Patienten unter Umstdnden auch Antikorper gegen Oligodendrozyten-
vorlauferzellen gebildet werden (Niehaus et al. 2000). Aber auch steigendes Lebensalter und
weniger effektive Beseitigung des Myelindebris stellen Limitationen fiir die Remyelinisierung
dar (Bradl und Lassmann 2010). Der Nachweis von Chondroitinsulfat Proteoglykan (NG2)
und Oligodendrocyte transcription factor2 (Olig2), beides Marker fir Oligodendrozyten-

vorlauferzellen, gelang zwar auch in chronischen MS-Plaques, allerdings findet hier, im
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Vergleich zu akuten Ldsionen, nur eine geringere Remyelinisierung statt (Chang et al. 2000).
Kuhlmann et al. (2009) fuhren dies auf die hier ebenfalls nur wenig ausgepragte
Entzindungsantwort zurtick. Auch werden in dieser Arbeit heterogene Remyelinisierungs-
bestrebungen, selbst innerhalb derselben Patienten beschrieben, sodass diese neben
systemischen Faktoren wie Alter, Geschlecht und Gene, auch durch noch unbekannte lokale

Faktoren bedingt sein kénnten.

Neben der Autoimmunpathogenese existiert die These, dass MS durch einen primaren
oligodendroglialen Schaden bedingt sein konnte, der erst sekunddr zu den entziindlichen
Infiltraten fuhrt (Chaudhuri und Behan 2004). Grundlage dafir bietet die neuropathologische
Einteilung nach Lucchinetti et al. von 2001, deren Typ Ill, charakterisiert durch priméren
Oligodendrozytentod, als initialer Mechanismus fiir die Pathogenese angesehen wird
(Nakahara et al. 2010). Wie und ob diese beiden Theorien miteinander verknipft sind und

sich gegenseitig bedingen, bleibt bislang noch Forschungsgegenstand.

1.1.4 Diagnose der MS

Eine schnelle und sichere Diagnosestellung ist essentiell, um mdglichst friih im
Krankheitsverlauf eine individuelle Therapie beginnen zu kdnnen. Im Gegensatz zur rein
klinischen Diagnosestellung, die den Nachweis von mindestens zwei Schiben fordert,
ermdglichen die neuen McDonald Kriterien von 2010 nach Polman et al. (2011) die Diagnose
schon nach dem ersten klinischen Schub in Kombination mit einer gleichzeitig sichtbaren
Lasion in der Magnetresonanztomographie (MRT). Die aktiven MS-Lé&sionen sind als
Gadolinium-aufnehmende Hyperintensitaten in der T2-Wichtung vor allem in der weil3en
Substanz von Hirnstamm, Kleinhirn, periventrikularem Bereich, aber auch im Bereich des
Ruckenmarks nachweisbar. Hypointensitaten in der T1-Wichtung kdnnen bei Reversibilitat
fir ein Odem in der akuten Phase der Demyelinisierung sprechen. Bei wiederholter
Darstellbarkeit sind sie allerdings als schwerer chronischer Gewebeschaden zu interpretieren
(Filippi et al. 2012).

Eine weitere wertvolle diagnostische Methode stellt die Liquorpunktion (LP) dar. Dabei
handelt es sich um den Nachweis einer intrathekalen Immunglobulinsynthese von IgG, die
anhand des Delpech-Lichtblau-Quotienten quantifiziert werden kann (=Liquor/Serum-
Quotient von 1gG : Liquor/Serum-Quotient von Albumin) und indikativ fiir einen Defekt der
BHS ist (Delpech und Lichtblau 1972; Delank und Gehlen 2006). Zusatzlich kénnen im
Liquor oligoklonale Banden nachgewiesen werden, die einen Ruckschluss der

Immunglobulinsynthese auf wenige Zelllinien ermdglichen und auf ein chronisch
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entzlindliches Geschehen hinweisen (Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie
2012). Durch Kombination von MRT-Bildgebung und LP kann die Sensitivitat der
Diagnosestellung auf bis zu 100% erhoht werden (Schaffler et al. 2010).

Zur optimalen Einstellung und Kontrolle der Therapie sowie zur Progredienz-Beurteilung der
MS sollte neben der neurologischen Untersuchung die mogliche Gehstrecke anhand des
EDSS-Scores (expanded disability status scale) nach Kurtzke durchgefiihrt werden. Dabei
werden auf der Skala von 0-10 aufsteigende Werte fiir eine abnehmende Gehstrecke
vergeben. So steht der Wert O fur den Befund, dass keine nachweisbaren Defizite vorliegen,
der Wert 5 fir die verbleibende Fahigkeit, nur noch wenige Schritte zu gehen, bis hin zu
einem Wert von 9, der die vollstdndige Bewegungsunfahigkeit beschreibt (Kurtzke 2008;
Kesselring 2004).

Eine modernere Mdglichkeit, den Progress der MS und damit den bislang akkumulierten
Krankheitsschaden einschatzen zu kénnen, stellt die optische Kohédrenztomografie (OCT) dar.
Anhand dieses nichtinvasiven Verfahrens kann der aktuelle axonale Retinaschaden, der auf
das Ausmal} der krankheitsbedingten Degeneration schlieBen lasst, beurteilt werden. Dieses
Verfahren ist sehr sensitiv und kann daher schon subklinische Veranderungen nachweisen. In
Zusammenschau mit der MRT-Bildgebung kann hiermit ein guter Uberblick iber das
Krankheitsausmall gewonnen werden (Galetta et al. 2011).

1.1.5 Pathologische Subtypen der MS

Histologische Charakteristika von MS sind entziindliche Infiltrate, bestehend aus T- und B-
Zellen sowie Makrophagen und Mikroglia, neben Myelin- und im Verlauf auch auftretendem
Oligodendrozytenverlust. Dieser kann teilweise von einer Remyelinisierung unterschiedlichen
Ausmalies begleitet werden. Weiterhin werden eine verminderte Anzahl von Axonen und das
Auftreten von Narbengewebe in der weilRen Substanz beschrieben (Briick und Stadelmann
2005). Dabei zeigen akute MS-Lasionen neben dem akuten axonalen Schaden eine Infiltration
sowohl von Lymphozyten sowie Myelin-phagozytierenden Makrophagen als auch von reaktiv
veranderten Astrozyten. Gelegentlich kommt es hier schon zur Remyelinisierung. Die
chronischen MS-Lésionen lassen sich in chronisch-aktive und chronisch-inaktive Plaques
unterteilen. Dabei sind die chronisch aktiven durch vereinzelte randstdndige Makrophagen
charakterisiert, die Myelindebris beseitigen, im Rahmen eines Saums aus aktivierten
Mikroglia-Zellen mit eingestreuten T-Zellen. Die inaktiven MS-Ldsionen fallen hauptséchlich
durch Fasergliose und Zellverlust neben einer meist geringen Anzahl noch vorhandener
Axone auf (Frohman et al. 2006).
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Durch immunhistologische Untersuchungen von Praparaten zahlreicher biopsierter MS-
Lasionen gelang es Luchinetti et al. 2000, das Dogma, dass die axonale Demyelinisierung auf
eine einzige Ursache zurlckzufuhren ist, zu widerlegen. Sie Klassifizierten histologisch vier
verschiedene Subtypen von MS-Lasionen, die jedoch nicht mit der klinischen Einteilung in

die verschiedenen Verlaufsformen ibereinstimmen.

Typ |

Die perivendsen entzindlichen Infiltrate enthalten T-Zellen und Makrophagen. Das von ihnen
ausgeschittete TNF-a. wird maRgeblich fur die starke Demyelinisierung verantwortlich
gemacht. Da die Oligodendrozyten entweder im Bereich der aktiven Lasion nur maRig
reduziert oder im inaktiven Plaque-Zentrum fast gar nicht reduziert sind, ermdglichen sie eine

rasche Remyelinisierung.

Typ Il
Der am héufigsten vorkommende Typ Il zeigt, wie Typ |, perivends lokalisierte Lasionen.

Allerdings findet man in den Plagues neben T-Lymphozyten auch aktivierte
Komplementkomponenten als Hinweis auf eine Komplement-vermittelte Demyelinisierung.
Dies erklart auch, warum nur in diesem Subtyp Antikorperablagerungen gefunden wurden.
Myelin wird hier durch Antikérperbindung und eventuell durch Porenbildung der
Komplementfaktoren zerstort und durch die vorhandenen Antikérper opsonisiert, gefolgt von
Phagozytose durch Makrophagen und Mikroglia. Die nur maRig reduzierten

Oligodendrozyten erkléren die ausgepragten Remyelinisierungsvorgange.

Typ I

Der am zweithdufigsten vorkommende Typ weist oftmals weniger scharf begrenzte
Entmarkungsherde auf, die meist nicht perivends zentriert erscheinen. Das entzundliche
Infiltrat besteht wiederum aus T-Zellen und Makrophagen. Allerdings finden sich hier
zahlreiche apoptotische Oligodendrozyten, vor allem in der unmittelbar perilasionalen weil3en
Substanz. Die Apoptose der Oligodendrozyten ist nicht nur maRgeblich verantwortlich fur die
Demyelinisierung, sondern auch der Grund dafir, warum bei diesem Typ die
Remyelinisierung schlechter stattfinden kann. Da dieser Typ nur bei besonders schwer
verlaufenden Formen der MS nachgewiesen wurde (Luchinetti et al. 2000), konnte er der
Baloschen konzentrischen Sklerose ahneln (Stadelmann et al. 2005; Franklin und Ffrench-
Constant 2008) — einem Subtyp der MS, der friher hdufig rasch toédlich verlief und auf einem
priméren Oligodendrozytentod zu beruhen scheint (Capello und Mancardi 2004).
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Typ IV

Dieser Subtyp, der bislang nur in Autopsien gefunden wurde, weist bei der enzymatischen
Darstellung von apoptotischen Zellen (terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP-biotin nick end labeling; TUNEL) zugrundegehende Oligodendrozyten in der
perilasionalen weil3en Substanz auf und dhnelt somit Typ I11.

Die Beobachtung, dass jeweils nur ein histologischer Typ bei einem Patienten festgestellt
werden konnte, spricht fir die heterogene Atiologie der Erkrankung: Den Typen | und Il
scheint eine primare Demyelinisierung mit konsekutivem sekundaren Oligodendrozytentod
zugrunde zu liegen. Dies spiegelt somit die weitverbreitete Annahme wider, die von einer

autoimmunen Genese der Erkrankung ausgeht (Konig et al. 2008).

Grundlage der Typen Il und IV ist ein primarer Oligodendrozytentod, dem eine sekundére
Demyelinisierung folgt, einem Vorgang, wie er in viralen bzw. Toxin-induzierten Modellen
der MS angetroffen wird (Luchinetti et al. 2000).

Uber welche Prozessschritte die unterschiedlichen Mechanismen zum axonalen Schaden
fihren und welche therapeutischen Ansatzpunkte sich daraus ableiten lassen konnten, ist

aktueller Forschungsgegenstand (Petratos et al. 2010).

1.1.6 Therapie

MS ist bislang nicht heilbar, allerdings stehen neben symptomatischen auch den
Krankheitsverlauf modulierende Therapien zur Verfligung. Dieser ist jedoch sehr heterogen,
sodass die Therapieméglichkeiten individuell fir den Patienten ausgewéhlt werden mussen.

Die akute Schubtherapie zielt auf eine Rickbildung der aktuellen Symptome ab und besteht
aus der intraventsen Gabe von hochdosierten antiinflammatorischen Glukokortikoiden, die
eine Entziindungsreduktion bewirken (Rhen und Cidlowski 2005). Allerdings kann eine
Dauermedikation mit Steroiden weder den Krankheitsprogress noch das Auftreten weiterer
Schiibe verhindern (Milligan et al. 1987). Bei Steroid-resistenten Schilben kann alternativ eine
Besserung durch eine Plasmapherese (Weinshenker et al. 1999) bzw. eine Immunadsorption

erreicht werden (Havla et al. 2012).

Die RR-MS sowie die SP-MS werden mit den immunmodulatorischen Medikamenten IFN-f3
und Glatirameracetat behandelt, die nachweislich die Anzahl der Schiibe reduzieren kdnnen
(Noseworthy et al. 2000). IFN-B als physiologischer Bestandteil der Immunantwort auf
Entziindungen (Huynh et al. 1995) behindert die Antigenprasentation korpereigener Proteine
tber Downregulation von MHC-II-Molekilen und verhindert damit die Aktivierung von
(autoreaktiven) T-Zellen (Dhib-Jalbut 2002). In der Folge wird vermehrt IL-10 gebildet, das
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eine antiinflammatorische TH,-Antwort bewirkt (Noseworthy et al. 2000; Dhib-Jalbut 2002).
Auch tragt IFN-B zur Aufrechterhaltung der BHS-Stabilitat bei, wodurch weniger
Immunzellen in das ZNS gelangen konnen (Khan et al. 2011). Um das, bei manchen
Menschen beobachtete, Risiko der Antikérperbildung gegen Interferone zu reduzieren, wird

die gleichzeitige Gabe von Interferonen und Steroiden empfohlen (Zarkou et al. 2010).

Klinisch vergleichbare Ergebnisse wie IFN- erzielt auch Glatirameracetat bei der RR-MS-
Therapie (Goodin 2008). Das Peptid ahnelt strukturell dem MBP, das durch seine Bindung an
das MHC-II-Molekil autoreaktive und entziindungsfordernde Th;-Zellen aktiviert (Dhib-
Jalbut 2002). Wenn statt des MBP nun Glatirameracetat an das MHC-1I-Molekdl bindet,
werden die autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie inaktiviert (Noseworthy et al. 2000). Des
Weiteren aktiviert Glatirameracetat durch die Ausschittung von Zytokinen die
antiinflammatorischen TH»-Zellen (Neuhaus et al. 2001).

Falls diese Basistherapie nicht ausreichend ist, muss eine Eskalationstherapie mit Fingolimod,
Natalizumab oder Mitoxantron in Erwégung gezogen werden. Fingolimod ist das erste orale
immunmodulierende Medikament zur Schubreduktion. Als Antibiotika-Abkémmling bindet
Fingolimod statt des Sphingosin-1-Phosphat (S1P)-Lipids an dessen Rezeptor. Dieser S1P-
Rezeptor wird von T- und B-Zellen zur Migration aus den Lymphknoten (LK) bendtigt.
Bindet nun Fingolimod anstatt des S1P-Lipids an ihn, kénnen sowohl T- als auch B-Zellen
nicht mehr aus den LK migrieren und damit keine Entziindung fordern. Des Weiteren kann
Fingolimod auch die BHS uberwinden und sorgt auch hier tber die Interaktion mit Astrozyten
und Oligodendroyzten fiir protektive Effekte (Martin 2010).

Der humanisierte Antikorper Natalizumab besetzt die o4-Bindungsstelle der Leukozyten,
uber die sie normalerweise an den VCAM-Rezeptor der Endothelzellen binden und
anschlieBend in das entzundliche Infiltrat immigrieren konnen (Brown 2009). Da der a4-
Rezeptor u.a. auch auf B-, T-Zellen und Monozyten exprimiert wird, sinkt die Anzahl der
eingewanderten Entziindungszellen in das ZNS durch die Gabe von Natalizumab drastisch.
Allerdings besteht durch die Supprimierung der Immunzellen (Nylander und Hafler 2012) die
Gefahr einer JC-Virus-Infektion unter Therapie (Havla et al. 2012) und somit der
Entwicklung einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) (Bourdette und
Whitham 2010).

Das Anthrazyklinderivat und Zytostatikum Mitoxantron wirkt immunsuppressiv uber
Induktion von Lyse der B-Zellen (Gbadamosi et al. 2003) und T-Zellen (Neuhaus et al. 2005).

Die potente Mitoxantron-Therapie ist allerdings zeitlich limitiert, da unter ihr nicht nur eine
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Kardiotoxizitdt (Hartung et al. 2002), sondern auch das vermehrte Auftreten von akuter
myeloischer Leukdmie (AML) (Havla et al. 2012) beobachtet wurden und es noch keine

Daten zu den Langzeitfolgen gibt (Kingwell et al. 2010).

Bei der PR-MS steht neben der rein symptomatischen Therapie die aktuelle Schubtherapie mit
Interferon-Gabe bei nachweislicher entziindlicher Aktivitat im Vordergrund (Havla et al.
2012). Alternativ rat Murray 2006, eine Therapie mit Mitoxantron zu erwagen.

Fur die PP-MS, die durch die Abwesenheit von Schiiben charakterisiert ist, wird lediglich eine

individuelle symptomatische Therapie empfohlen (Khan et al. 2011).

Als Therapieausblick sollte erforscht werden, warum es bei einem kleinen Teil der Patienten
zum  Krankheitsprogress  unter  Immunsuppressiva-Gabe bzw. nach  autologer
Knochenmarkstransplantation kommt (Metz et al. 2007). Eine These vermutet, dass unter
dieser Therapie auch benigne autoreaktive T-Zellen zu Grunde gehen (Hohlfeld et al. 2006).
Des Weiteren wird auf lange Sicht eine therapeutische FoOrderung der schnellen
Remyelinisierung angestrebt, um axonale Degeneration und damit Krankheitsprogression
(Dubois-Dalcq et al. 2005) bzw. irreversible Symptome zu verhindern (Petratos et al. 2010).
Dies kann mdglicherweise durch Stammzelltransplantation, die derzeit in Tieren getestet

wird, erreicht werden (Franklin und Ffrench-Constant 2008).

In Anbetracht der Bedeutung der axonalen Schadigung fir die klinische Symptomatik wird
fir die Zukunft eine Kombination von antiinflammatorischen mit neuroprotektiven
Therapeutika wie beispielsweise Ostrogen, Fumarat, Minocylin und Erythropoetin angestrebt
(Chen et al. 2012).

1.2 Das Cuprizon-Modell der MS

1.2.1 De- und Remyelinisierung im Cuprizon-Modell

Cuprizon (Bis-cyclohexanonoxalyldihydrazon) ist eine Substanz, die bei oraler Gabe in
Méusen und Ratten zur Demyelinsierung hauptséchlich des Corpus callosum fihrt. Die
derzeitige Hypothese zum Wirkungsmechanismus der oralen Aufnahme des Kupferchelators
beruht auf der Annahme, dass Cuprizon zur Hemmung von mitochondrialen Enzymen fiihrt.
Dies geschieht tber Komplexbildung von Cuprizon mit Kupfer, sodass dieses den Enzymen,
wie der Monoamin-Oxidase und der Cytochrom C-Oxidase, nicht mehr zur Verfiigung steht
mit konsekutiver Reduktion der Aktivitat. Im Falle einer verminderten Enzymaktivitat der
Monoamin-Oxidase haufen sich Stoffwechselprodukte an, die zu einer Mitochondrien-
schéadigung fiihren, wohingegen bei Ausfall der Cytochrom C-Oxidase der konstante pH-Wert
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im ZNS nicht mehr aufrecht erhalten werden kann (Kipp et al. 2009). In der Folge kommt es
zu einer Oligodendrozytenapoptose mit axonaler Demyelinisierung (Copray et al. 2005;
Matsushima und Morell 2001; Blakemore 1972). Trotzdem fiihrt eine Cuprizon-Gabe nicht
zur systemischen Toxizitat, sondern nur zur lokalen Entmarkung im ZNS (Hiremath et al.
1998). AulRerdem tritt unter Cuprizon-Gabe eine Lebervergréfierung auf und gegebenenfalls
die Entwicklung eines Hydrozephalus; dieser wird durch ein Odem mit nachfolgender Stenose
im Aquéddukt verursacht (Kesterson und Carlton 1970). Der zugrunde liegende
Pathomechanismus umfasst eine Hemmung der ATPase im Gehirn mit konsekutiver
Inhibition von Transportmechanismen und Stérung der lonenhomdostase, welche zur
intrazellularen Odembildung fiihrt (Howell et al. 1974). Auch Astrogliose sowie eine

Wachstumsminderung werden unter Cuprizon-Gabe beschrieben (Kipp et al. 2009).

Waihrend der Demyelinisierung unter Cuprizon-Gabe wird neben einer Aktivierung der
Mikroglia-Zellen zur Beseitigung der apoptotischen Oligodendrozyten und des Myelindebris
auch eine Erhéhung des insulinahnlichen Wachstumsfaktors-1 (Insulin-like-growth factor-1;
IGF-1) beobachtet. Dieses Zytokin ermdglicht u.a. durch Apoptoseschutz der neuen
Oligodendroglia eine Remyelinisierung (Matsushima und Morell 2001). Klinisch zeigt sich
die Remyelinisierung durch eine Symptomriickbildung (Liebetanz und Merkler 2006),
obwohl die Myelinscheiden ihren urspringlichen Durchmesser nicht mehr annehmen und
somit die initialen Faserdurchmesser nicht wieder erreicht werden (Blakemore 1973b).
Studien zeigen, dass die Remyelinisierung sehr heterogen ausfallen kann und es mehrere
Grinde dafir gibt. Dazu zahlen beispielsweise steigendes Alter der Mause, das zu
abnehmender Myelinisierungskapazitat fuhrt (Irvine und Blakemore 2008), und dass eine
langsamere Remyelinisierung bei weiblichen im Vergleich zu maénnlichen Mausen zu
verzeichnen ist (Li W et al. 2006). Auch scheint die Lokalisation der Entmarkung eine
entscheidende Rolle zu spielen: Wahrend Blakemore (1973b) eine nahezu vollstdndige
axonale Remyelinisierung im Pedunculus cerebellaris superior nachwies, war diese in den
Axonen des Corpus callosum deutlich reduziert (Mason et al. 2001). Die Arbeit von Mason et
al. 2001 zeigt weiterhin eine abnehmende Remyelinisierungskapazitat mit Zunahme der
Dauer der Demyelinisierung. Dies mag durch die abnehmenden Zahl der Oligodendrozyten-
vorlauferzellen bedingt sein, die schliellich erschopft ist (Matsushima und Morell 2001) oder

durch Veranderungen der von ihnen bendtigten Wachstumsfaktoren (Mason et al. 2001).

1.2.2 Die Bedeutung des Cuprizon-Modells in Bezug auf MS

Neben der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und der Theiler-Virus-

Infektion stellt das Cuprizon-Modell eine experimentelle Maoglichkeit dar, De- und
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Remyelinisierungsvorgédnge in Ma&usen zu untersuchen (Mason et al. 2001). Blakemore
(1973a) berichtete schon Uber den Gewinn von kontrollierten und reproduzierbaren
Ergebnissen in diesem Modell. Seine Bedeutung liegt heute vor allem in der Mdglichkeit,
MS-Formen zu untersuchen, die priméar nicht auf einer autoimmunvermittelten Basis, sondern
auf einer Zerstérung von Oligodendrozyten beruhen. Autoreaktive T-Zellen, die als ursachlich
fiir die Pathogenese der MS angesehen werden, sind in diesem Modell initial nicht vorhanden
(Torkildsen et al. 2008).

Wahrend in der EAE die Demyelinisierung durch Entziindung verursacht wird, l&uft diese im
Cuprizon-Modell Toxin-induziert ab und ahnelt histologisch den Subtypen Il und IV nach
Lucchinetti (Torkildsen et al. 2008). Diese histologischen Subtypen der MS sind durch
primére Oligodendrozytenapoptose und sekundér auftretende Entmarkungen charakterisiert
(Kipp et al. 2009). Barnett und Prineas (2004) sehen diese Morphologie als Beginn jeder MS-
Erkrankung an: Nach massiver Oligodendrozytenapoptose mit folgender Demyelinisierung
entstehen erst sekundér entziindliche Infiltrate, die u.a. T-Zellen enthalten. Daher konnten T-
Zellen erst in Bereichen mit fortgeschrittener Demyelinisierung nachgewiesen werden.
Torkildsen et al. (2008), McMahon et al. (2002) und Matsushima und Morell (2001) erkléren
die geringe Anzahl von T-Zellen in den experimentellen Entmarkungsherden durch die intakte
BHS-Schranke im Cuprizon-Modell, die das Einwandern von T-Zellen in das ZNS behindert.
Des Weiteren lasst sich im Cuprizon-Modell wahrend der Demyelinisierung eine vermehrte
Anzahl von Mikroglia-Zellen feststellen, die sowohl zur Entmarkung beitragen (Hiremath et
al. 1998) als auch durch die Beseitigung der Myelinfragmente die Remyelinisierung
erleichtern (McMahon et al. 2002). Da die Demyelinisierung —im Gegensatz zu den Typen IlI
und IV nach Lucchinetti— beinahe vollstandig reversibel ist (Irivine und Blakemore 2006),
eignet sich das Cuprizon-Modell dazu, die Vorgange der Remyelinisierung zu untersuchen
(Skripulez et al. 2008). So gelang der Nachweis, dass eine umgehende Wiederherstellung der
Myelinscheiden den axonalen Schaden, der wéhrend der Demyelinisierung entsteht, gering
halten kann (Irivine und Blakemore 2008). Auch konnte im Cuprizon-Modell gezeigt werden,
dass die Differenzierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen (oligodendrocyte precursor
cells; OPC) zu reifen Oligodendrozyten durch das Zytokin LIF (Leuk&mie-inhibierender
Faktor) und den Wachstumsfaktor PDGF-a (Platelet derived growth factor-«) gefordert wird
(Kerschensteiner et al. 2003). Zudem unterstutzt das, u.a. auch von T-Zellen produzierte,
Zytokin LIF eine vermehrte Myelinproduktion im Cuprizon-Modell (Kipp et al. 2009).
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1.3 Neurotrophine und ihre Rezeptoren

1.3.1 Vorkommen und Bedeutung der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren

1990 wurden die vier Homodimere NGF (Nerve growth factor), BDNF (Brain derived
neurotrophic factor), Neurotrophin-3 (NT-3) sowie Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) erstmals von
Barde et al. 1983 als Neurotrophine beschrieben. Alle werden als Proneurotrophine
synthetisiert und anschliefend proteolytisch von Plasmin und Matrix-Metalloproteinasen zu
reifen Neurotrophinen gespalten (Hempstead 2002). Neurotrophine werden sowohl von
peripheren und zentralen Neuronen als auch vom Immunsystem synthetisiert und weisen in
ihrer aktiven Form strukturelle Ahnlichkeiten untereinander auf (Lewin und Barde 1996). Die
Homodimere kénnen an zwei verschiedene Rezeptorarten binden: Einerseits Tropomyosin-
verwandte Kinasen (tropomyosin-related kinases; Trks) und andererseits an einen den TNF-

Rezeptoren strukturell dhnlichen Rezeptor namens p75""

-Rezeptor. Beide Rezeptor-Typen
kommen im zentralen und peripheren Nervensystem vor (Bothwell 1995). Jedes Neurotrophin
geht bevorzugt eine Interaktion mit einem Trk-Subtyp ein. So bindet beispielsweise NGF nur
an TrkA, wohingegen BDNF und NT-4/5 an TrkB und NT-3 an TrkC binden. Alle
Neurotrophine (NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5) und ihre Pro-Formen (Pro-NGF/BDNF/NT-

3/NT-4/5) binden an den p75"™® (Friedman und Greene 1999; Chao 2003).

Neurotrophine unterstiitzen wéhrend der neuronalen Entwicklung die Differenzierung von
Neuronen und fordern das Zelluberleben (Snider 1994) sowie das axonale Wachstum (Huang
und Reichardt 2001). Protektive Effekte der Neurotrophine umfassen bei adulten Neuronen
neben der Begrenzung des axonalen Schadens tber BDNF bzw. NT-3/TrkB (Weibel et al.
1995) auch die Unterstiitzung der axonalen Regeneration Uber BDNF/TrkB-Bindung
(Kobayashi et al. 1997). Zusétzlich wird ihnen eine Verzdgerung der axonalen Degeneration
bei MS zugeschrieben (Kerschensteiner et al. 2003).

Weiterhin beeinflussen Neurotrophine synaptische Ubertragungen (Thoenen 1995) nicht nur
durch Forderung der long-term depression (LTD) tiber proBNDF/p75"™R, sondern auch durch
die long-term potentiation (LTP) tber BDNF/TrkB-Bindung (Woo et al. 2005). Die zur
Remyelinisierung notwendige Oligodendrozytenproliferation wird von NGF (Althaus et al.
1992) bzw. von NT-3 und BDNF gefordert (Mc Tigue et al. 1998).

Die Neurotrophine haben auch immunmodulatorische Wirkungen. So bewirkt die
NT-3/p75""R- bzw. NGF/p75"™R- und NGF/TrkA-Bindung (ber reduzierte IFN-y und
verstarkte IL-10-Ausschittung eine geringere Expression von MHC-I11-Molekilen auf

Mikroglia-Zellen (Neumann et al. 1998). Dadurch werden weniger entziindungsfordernde
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Th;-Zellen aktiviert (Villoslada et al. 2000). Des Weiteren stimuliert NGF sowohl die

Proliferation von B-Zellen tiber den p75"""-

und TrkA-Rezeptor als auch deren Antikdrper-
Synthese (Kerschensteiner et al. 2003). Auch BDNF/TrkB wird als weiteres Neurotrophin von
T- und B-Zellen in entzindlichen Lé&sionen produziert und ist mit neuronalem
(Kerschensteiner et al. 1999) und B-Zelliiberleben assoziiert (Torcia et al. 1996), wohingegen
eine proBDNF/Sortilin/p75""R-Bindung apoptotisch auf B-Zellen und Plasmazellen wirkt

(Fauchais et al. 2008).

Im Gegensatz zum p75"'-Rezeptor weisen die Trk-Rezeptoren eine enzymatische Aktivitat
auf (Blochl et al. 2004), die sie nach Bindung der dimerischen Neurotrophin-Liganden zur
Konformationsédnderung und damit zu ihrer Aktivierung nutzen, sodass sie neuronales
Zelluberleben fordern kénnen (Chao 2003). Allerdings gibt es auch Unterschiede zwischen
den Trk-Rezeptoren: TrkA fordert neuronales Zelliberleben Uber einen second-messenger,
namlich die Phosphatidylinositol-3-Kinase (Pi-3K), wohingegen TrkB zusatzlich zu Pi-3K
diese Wirkung noch uber die mitogen-activated protein-Kinase (MAP—Kinase) entfaltet. Des
Weiteren bewirkt BDNF durch Bindung an TrkB eine reduzierte Expression dieses Rezeptors,
NGF-Bindung an TrkA im Gegensatz dazu nicht (Lee F et al. 2001).

1.3.2 Die verschiedenen Interaktionen des p75"™?

Die GroRe von 75 kDa hat dem Transmembranprotein seinen Namen gegeben (Bothwell
1995), das als Vertreter der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie in seinem extrazellul&ren
Teil cysteinreiche Bindungsstellen fiir (Pro)Neurotrophine enthélt. Daran kdnnen alle vier
Neurotrophine mit gleicher Affinitat binden, wobei ihre Vorlaufer, die Proneurotrophine, die

starkste  Bindungsaffinitst zu dem p75"™"% 5NT.

aufweisen. Da der p75" -Rezeptor
physiologischerweise nicht nur von Blutgefaen und glatten Muskelzellen exprimiert wird,
sondern auch von Nervenzellen sowohl im ZNS als auch im PNS, ergeben sich daraus

vielféltige Zielstrukturen (Barker 2004).

Apoptose vermittelt der p75"'™" durch verschiedene Effektormolekiille wie Ceramide,
Caspasen und c-jun-N-terminale Kinasen (JNK). Im Falle einer Bindung von reifen
Neurotrophinen, wie einer NGF/p75""-Bindung bzw. einer BDNF/p75"""-Bindung (Ham et
al. 2000; Lu et al. 2005; Roux et al. 1999; Chao 2003), kann die Apoptose JNK-vermittelt
ablaufen (Casaccia-Bonnefil et al. 1996). Dabei wird JNK uber Rac (ein G-Protein der Rho-
Familie) aktiviert, sobald ein aktiver p75""-Rezeptor zur Verfiigung steht (Harrington et al.
2002; Yamashita et al. 2002). Eine andere Moglichkeit stellt die Aktivierung der Caspase 1
durch den NGF/p75""-Komplex dar (Gu et al. 1999). Aber auch Neurotrophin-Vorstufen wie
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proNGF oder proBDNF kénnen durch Bindung an den p75""™? Apoptose auslésen. Dafiir wird
zusétzlich der Korezeptor Sortilin benétigt, der die Prodoméne der Vorstufen abspaltet.
Dadurch kénnen auch Komplexe, bestehend aus proNGF/Sortilin/p75"™® und
proBDNF/Sortilin/p75N™R, den Zelltod vermitteln (Nykijaer et al. 2004). Auf diesem Weg kann

der p75"™®

wéhrend der Entwicklung Apoptose nicht nur fur tGberschissige Neurone im ZNS
(Bentley und Lee K 2000), sondern auch fir Schwannzellen im PNS vermitteln (Miller F und

Kaplan 2001).

Generell binden die Proformen der Neurotrophine bevorzugt an den p75"'-Rezeptor mit
konsekutiver Apoptose, wéhrend reife Neurotrophine Zelluberleben durch zusétzliche
Bindung an Trk-Rezeptoren vermitteln (Lee F et al. 2001). Dies gelingt Gber den Komplex
bestehend aus NGF/TrkA/p75"™R, der im Gegensatz zu einer reinen NGF/p75""*-Bindung
eine hohere Affinitat aufweist (Lad et al. 2003; Chao 2003). Allerdings gilt dies lediglich fur
NGF. Falls stattdessen das Neurotrophin BDNF an den Komplex bindet, kommt es uber die
erwéhnte Ceramid-Kaskade, mit konsekutiver Inaktivierung von Pi-3K, zur Apoptose (Huang
und Reichardt 2001). Durch diese Selektion verhindert der p75"'-Rezeptor, dass eine
unspezifische Ligandenbindung Zelliberleben fordert (Barker 1998). Die Apoptose wird im
Falle des NGF/TrkA/p75NR-Komplexes durch Supprimierung von JNK durch TrkA
verhindert. Dadurch kommt es nicht zur Hydrolyse von Sphingomyelin und somit nicht zur
Ceramid-Produktion (Bléchl A und Blochl R 2007). Dieser Ablauf wurde fiir das Uberleben
sowohl von Oligodendrozyten als auch von Neuronen beobachtet (Yoon et al. 1998). Aber
auch eine singulare NGF/p75""R-Bindung kann neuronales Zelliiberleben sowohl im ZNS als
auch im PNS (ber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB bewirken (Carter et al.
1996; Gentry et al. 2000). Im PNS bindet dafiir zusatzlich noch die Proteinkinase der
Schwannzellen (Receptor interacting protein; Rip2) an die intrazellulare p75"'"-
Todesdomaéne (Khursigara et al. 2001).

NTR
5

Neben der Forderung des neuronalen Zelltiberlebens wurden fir den p7 auch Einflusse

auf Zellwachstum und Migration beschrieben: So férdert ein aktivierter p75™"

-Rezeptor ber
Ras (ras Sarkoma) das Zellwachstum und die Organisation der regelrechten Zellmigration
(Blochl A und Blochl R 2007; Miller F und Kaplan 2001), wohingegen die inaktive Form des
p75NTR

Bléchl R 2007). Zusatzlich kann neuronales Wachstum iiber den NogoR/p75™""/Lingo-1-

uber Rho hemmend wirkt - auch auf das Wachstum von Tumoren (Bléchl A und

Komplex (Neuriten-wachstumshemmendes Protein; neurite outgrowth inhibitory protein;
Nogo) nach Bindung von Liganden, wie beispielsweise Nogo-66, Myelin-assoziiertes

Glykoprotein, (myelin-associated glycoprotein; MAG) oder Oligodendrozyten-Myelin-
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Glykoprotein (Oligodendrocyte myelin glycoprotein; OMGP), limitiert werden (Lu et al.
2005).

Die Effekte des p75"'-Rezeptors auf axonales Wachstum sind vielfaltig und teilweise sogar
gegenlaufig: Einerseits fordert eine NGF/p75"*-Bindung, durch Supprimierung der GTPase
Rho, axonales Wachstum. Andererseits kann MAG iber den p75""" Rho aktivieren und
dadurch axonalem Wachstum, aber sogar axonaler Regeneration entgegenwirken (Dechant
und Barde 2002). Neben MAG koénnen auch OMGP oder Nogo-A an den Rezeptorkomplex
Nogo-R/p75"™"/Lingo binden und ebenfalls die axonale Regeneration inhibieren
(Domeniconi et al. 2005).

Im PNS vermittelt der p75™™ auf Schwannzellen eine effektive Myelinisierung wahrend der
Entwicklung (zweite Schwangerschaftshélfte bis erstes Lebensjahr; Ende nach dem
20.Lebensjahres (Stangel und Hartung 2002)) nach Bindung von BDNF (Cosgaya et al.
2002). Auch exprimieren Schwannzellen den p75"™" wieder vermehrt nach einem axonalen
Schaden (Syroid et al. 2000), sodass nach Bindung von BDNF/NGF an p75"'" eine
erfolgreiche Remyelinisierung ermdéglicht wird (Tomita et al. 2007). Diese relativ hohe
Expression des p75"'-Rezeptors im ZNS ist im adulten Zustand physiologischerweise nur
noch in grofRen Kkortikalen Projektionsneuronen des basalen Vorderhirns zu finden (Barker
1998). Hier ist der p75™'-Rezeptor an der synaptischen Plastizitat beteiligt: Die Bindung von
proBDNF an p75"™® resultiert in einer LTD im Hippokampus (Woo et al. 2005), die zur
Synapsenriickbildung fuihren kann (Lu et al. 2005).

Analog zu den Vorgéngen im PNS wird derzeit ein moglicherweise fordernder Einfluss des
p75NT

die Remyelinisierung diskutiert (Copray et al. 2005). Die Remyelinisierung ist nicht nur fur

-Rezeptors auf die Differenzierung der Oligodendrozytenvorlauferzellen und damit auf

die saltatorische Erregungsleitung essentiell, sondern bietet auch einen Schutz vor weiterer
axonaler Degeneration (Dubois-Dalcq et al. 2005): Demyelinisierte Axone weisen uber die
umgekehrte Wirkung der Na*-K*-ATPase eine hohe intrazelluldre Konzentration von Natrium
auf, die zur Akkumulation von axonsch&digendem Calcium fuhrt. Bei remyelinisierten
Axonen sind hingegen sowohl Natrium- als auch Calcium-Konzentration in normalen, nicht
schédlichen Bereichen detektierbar (Smith 2006; Black et al. 2006).

Bei MS nimmt der p75"'" eine sehr heterogene Rolle ein: so agiert er einerseits als
Entziindungsmediator durch Induktion einer vermehrten Expression des interzelluldren
Adhasionsmolekils-1 (inter-cellular adhesion molecule 1; ICAM1) an Endothelzellen, das

die Leukozytenmigration durch die BHS erlaubt und so wesentlich zur Entstehung von
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entzundlichen Plaques beitragt (Akassoglou et al. 2003). Andererseits scheint eine
NGF/p75N™R-Bindung auch einen Entziindungsriickgang zu bewirken. So wiesen Copray et al.
(2004) eine erhohte Letalitat bei Mausen nach, denen der p75™"

EAE fehlte.

-Rezeptor in dem Modell der

Des Weiteren konnte der p75""-Rezeptor in MS-Lasionen neben Oligodendrozyten (Hohlfeld
et al. 2006) auch auf geschéadigten Neuronen nachgewiesen werden. Gegeniber den
geschadigten Zellen scheint der p75™™® Apoptose zu vermitteln, falls Proneurotrophine an ihn
binden (Dechant und Barde 2002). Bei Expression des p75""" auf gesunden adulten
Oligodendrozyten (Ladiwala et al. 1998) oder ihren VVorlduferzellen scheint dieser jedoch das

Zelluberleben und ihre Differenzierung zu foérdern (Chang et al. 2000).

Zusammenfassend gilt, dass die pro- bzw. antiapoptotische Wirkung des p75"™® wesentlich
davon abhéngt, welche Zellen ihn exprimieren, in welchem (Entwicklungs)Zustand sich diese
befinden und wie die Verfiigbarkeit seiner Korezeptoren und deren Liganden ist (Hempstead
2002).

1.3.3  p75"™ im Cuprizon-Modell

Cuprizon-Gabe bewirkt tber selektive Oligodendrozytenapoptose axonale Demyelinisierung
und flihrt dartber zur Aktivierung von Mikroglia-Zellen und zur Astrogliose in

weitestgehender Abwesenheit von inflammatorischen T-Zellen.

Beobachtungen von Copray et al. (2005) zeigen, dass nach initialer Cuprizon-Aufnahme die
Oligodendrozyten der C57BL/6-Méause sehr friih den pro-apoptotisch-wirkenden p75™'"
exprimierten. Allerdings wiesen auch Tiere ohne den p75"'™" in gleichem MaRe degenerierte
Oligodendrozyten auf. Daher scheint der p75"'" fiir den friihen, Cuprizon-induzierten Zelltod
der Oligodendrozyten nicht erforderlich zu sein, sondern lediglich als eine Art Stressrezeptor
als Antwort auf die Cuprizon-Gabe exprimiert zu werden. Dies bestatigt Beobachtungen, bei
denen der p75"™" bislang lediglich bei Patienten mit MS, jedoch nicht bei gesunden
Probanden nachgewiesen werden konnte. Welche Wirkung tiber eine Ligation des p75™ "
vermittelt wird, also ob Uberlebensférdernd oder pro-apoptotisch, scheint demnach vom
Zeitraum abzuhdngen, in dem er exprimiert wird. Zu Beginn der Cuprizon-Gabe werden ihm
uberlebensfordernde Eigenschaften nachgesagt, bei im Verlauf schon degenerierten Zellen
hingegen eher die Vermittlung von Apoptose, vor allem in Anwesenheit eines

inflammatorischen Milieus.
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In der Cuprizon-Pause beobachteten Copray et al. 2005 das Auftreten von OPC neben einem
reduzierten AusmaR an aktivierten Mikroglia-Zellen bei Wildtyp (wt)- und auch bei p75"™"-
knockout-Tieren. Jedoch zeigten sich in der Remyelinisierungsphase keine Unterschiede

NTR
5

zwischen beiden Vergleichsgruppen, sodass der p7 auch nicht fir die Proliferation von

OPCs zustandig zu sein scheint.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Der axonale Schaden im ZNS wird derzeit als Hauptursache der irreversiblen
Beeintrachtigungen bei MS erachtet (Schirmer et al. 2012). Im PNS wurde nach einer

5NTR auf Schwannzellen beobachtet, die sich

Schédigung eine vermehrte Expression des p7
forderlich auf die axonale Regeneration auswirkte (Zhou X und Li H 2007). Daher war ein
Ziel der vorliegenden Arbeit zu untersuchen, ob es unter Entmarkungsbedingungen zu einer
vermehrten axonalen Schadigung im ZNS bei Abwesenheit des p75"™" kommt. Als Modell
verwendete ich die Cuprizon-induzierte Entmarkung in der Maus; die axonale Schadigung
wurde immunhistochemisch dargestellt und quantifiziert. Ebenfalls wurde das AusmaR der

5NT

axonalen Schadigung in Abhangigkeit von der p75" -Rezeptorexpression wéhrend der

Remyelinisierung untersucht.

Der p75" ™" wird auf Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimiert und
hat moglicherweise protektive Wirkungen auf das Oligodendrozyteniberleben, die
Oligodendrozytenvorlauferzelldifferenzierung und die Remyelinisierung. Daher wurde
ebenfalls im Cuprizon-Modell das Ausmaf der De- und Remyelinisierung in Abh&ngigkeit

von der p75"""-Expression quantifiziert.

Zusétzlich wurde untersucht, ob ein Fehlen des p75"'-Rezeptors die BHS-Integritat sowohl
nach Cuprizon-induzierter Demyelinisierung als auch nach erfolgter Remyelinisierung stort

und diese somit durchlissiger fir entziindungsférdernde CD3*-T-Lymphozyten wird.
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2 Material und Methoden
2.1 Tierexperimente

2.1.1 Versuchstiere

Fiir die vorliegende Arbeit wurden die auf Lee K et al. (1992) zuriickgehenden p75"TR-

knockout-Mause verwendet, die von der Firma The Jackson Laboratory (The Jackson
Laboratory; Bar Harbor, Maine, USA) vertrieben werden. Diesen Mé&usen fehlt das Exon 3,

5NT

das fur die extrazellulare Bindungsdoméne des p75" -Rezeptors kodiert. Somit kénnen bei

diesen Mausen keine extrazellularen Liganden mehr an den p75""

-Rezeptor binden.
Abgesehen von reduzierten peripheren Sensibilitatsstérungen, durch ein Fehlen der NGF-
Wirkung, weisen die Mause in jungem Alter bis zu vier Monaten keine weiteren

Auffalligkeiten auf (Lee KF et al. 1994).

Die Vergleichsgruppe setzte sich aus Méusen des Stammes C57BI/6 zusammen, die von der
Firma Charles River (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Dabei handelt
es sich um 1920 von Little entwickelte Inzuchtméuse, die auf Pathogene mit einer Th;-
Antwort reagieren (Sharrer 2007). Schon Hiremath et al. (1998) wiesen erfolgreich
Demyelinisierung im Cuprizon-Modell bei diesem Mausstamm nach. Um den von Li W et al.
(2006) beschriebenen Einfluss von hormonellen Faktoren auf die Remyelinisierung zu

vermeiden, wurden ausschlieflich mannliche Méause verwendet.

Nach dem Eintreffen der Maduse in der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der
medizinischen Fakultat Gottingen gewohnten sich die Tiere mehrere Tage an Normalfutter,
Wasser und einen 12h/12h Hell-/Dunkel-Zyklus. Die Tierhaltung und Durchfiihrung der
Experimente mit den acht bis zehn Wochen alten Mausen erfolgte nach den Richtlinien der
tierexperimentellen Einrichtung der Universitat Gottingen. Die Genehmigung flr die
Tierversuche erfolgte durch die Bezirksregierung Braunschweig (G97/08).

Um statistisch korrekte Aussagen treffen zu koénnen, wurden mindestens 15 Tiere pro
Experiment und pro Gruppe eingesetzt, wobei die Experimente drei- bis vierfach wiederholt

wurden. Dabei wurde folgende Anzahl von Mausen verwendet:
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Genotyp
NTR NTR .
Experiment Anzahl p75™""-/- Anzahl p75™"" +/- Anzahl Wildtyp-
Tiere Tiere Tiere
DM 22 4 37
RM 28 . 15

Tabelle 2.1: Auflistung der Anzahl homozygoter und heterozygoter p75™"* -/- Mause sowie der Wildtyp-Mause

pro Versuchsreihe.

2.1.2 Cuprizon-Tiermodell

Orale Cuprizon-Gabe bewirkt eine reproduzierbare Demyelinisierung mit hoher regionaler
Variabilitat, die sowohl Anteile der grauen als auch der weien Substanz des Gehirns betrifft
(Kipp et al. 2009; Gudi et al. 2009). Als Vertreter der weillen Substanz wurde in der Arbeit
das Corpus callosum untersucht, das nachweislich auf eine Cuprizon-Gabe gut anspricht
(Kipp et al. 2009). Hier beginnt die Demyelinisierung nach zweiwdochiger Cuprizon-Gabe und
erreicht ihr Maximum nach sechswaéchiger Cuprizon-Gabe.

Fur die Experimente der Demyelinisierung (Exp.1-3) wurde beiden Maus-Gruppen fiir sechs
Wochen 0,25% Cuprizon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) ihrem ad
libitum Futter in pulverisierter Form beigemischt. Diese Zeitspanne wurde gewahlt, um den
Vorgang der Demyelinisierung untersuchen zu kdnnen und um in etwa das Maximum der

Cuprizon-induzierten Demyelinisierung zu erhalten (Kipp et al. 2009).

Um die Remyelinisierung (Exp.1-4) zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Teil der Mé&use im Anschluss an die Cuprizon-Gabe fiir eine Woche auf Normalfutter gesetzt.
Innerhalb dieser Zeitspanne findet eine gut quantifizierbare Remyelinisierung statt
(Wergeland et al. 2012; Matsushima und Morell 2001). Zu beachten ist allerdings, dass
Beobachtungen von Gudi et al. 2009 einen Beginn der Remyelinisierung der Corpora callosa

schon in der funften Woche unter Cuprizon-Gabe zeigten.

2.1.3 Gewebeasservation

Nach Durchfilhrung der Experimente wurden die Gehirne der p75""*-defizienten- und
Wildtyp-Gruppen zeitgleich histologisch aufbereitet. Um dies tiergerecht und schonend
durchzuftihren, erhielten die M&use eine intraperitoneale Narkose mittels Chloralhydrat. Erst
nachdem diese zum Erloschen sowohl der Schmerzreaktion als auch der Kornealreflexe

gefiihrt hatte, wurde die Narkose als erfolgreich angesehen.
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Perfusion fiir die lichtmikroskopischen Praparate

Dieses Verfahren wurde durch eine Thorakotomie an den tief narkotisierten Mé&usen
eingeleitet, um einen Zugang zum linken Ventrikel zu erhalten. Dariber konnten die
Versuchstiere mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) perfundiert werden, was Uber den
zuvor eroffneten rechten Vorhof zu einem Herausspilen des Blutes fuhrte. Durch die
nachfolgende Perfusion mit 4% Paraformaldehyd (PFA) gelost in PBS kam es zur
Gewebsfixierung. Anschlieend wurden Gehirn und Wirbelséule in 4% PFA in PBS uber
Nacht bei 4°C nachfixiert.

Praparation der lichtmikroskopischen Praparate

Durch Spulung des Gewebes mit PBS wurde die (berschissige Fixierlésung
herausgewaschen. Nach Prdparation des Gehirns wurden koronare dinne Scheiben
angefertigt. Das Gewebe wurde anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert
(siehe Tabelle 2.2), in Xylol Gberfihrt und in Paraffin eingebettet. Ca. 1um dinne
histologische Schnitte wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms angefertigt (Hiremath et al.
1998).

Perfusion fir die elektronenmikroskopischen Préparate

Hierbei wurden die Tiere nach der Thorakotomie in Narkose mit einer Lésung aus 2,5%
Glutaraldehyd und 4% PFA in PBS perfundiert. AnschlieBend wurden die Gehirne in 4%iger

PFA-L6sung fiur einen Tag nachfixiert.

Préaparation der elektronenmikroskopischen Praparate

Nach der Gewebefixierung erfolgte die Nachfixierung zum Erhalt der Myelinscheiden in
1%igem Lipid schwarz-farbenden Osmiumtetroxid fir 1h bei 4°C; anschliefend zweimaliges
Spilen in PBS fur jeweils 5Min (Mulisch und Welsch 2010 S.98).
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Materialien
Material Hersteller
Chloralhydrat 14% in NaCl; Merck?
Isopropanol (50%, 70%, 90%, 100%) Merck?*
Glutaraldehyd 2,5% (PBS) Merck?!
Mikrotom Leica?
Osmiumtetroxid 1% Roth3
Paraffin Paraplast Plus*
PBS AppliChem®
PFA 4%
e 40g PFA in 500 ml Aqua bidest. 1
I6sen, auf 60°C erhitzen Merck
e 1M NaOH bis zur Auflésung der Merckl
Tribung hinzugeben erc
e 100ml PBS zugeben . 4
. AppliCh
e 400ml H,0 bidest. zugeben PPIIhEm
Xylol Merck?

Tabelle 2.2: Verwendete Materialien flir die Gewebeasservation.

t Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland

2 | eica, Wetzlar, Deutschland

3 Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland

* Paraplast Plus, Tyco Healthcare GmbH, Neustadt a.d. Donau
®> AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

2.2 Histologische Aufarbeitung der Praparate

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl histologische (LFB/PAS) als auch
immunhistochemische (APP, CD3, Syn.) Farbungen sowie elektronenmikroskopische
Methoden angewandt, um die Corpora callosa der Mause nach verschiedenen

Gesichtspunkten zu untersuchen.

2.2.1 Histologische Farbung

Die histologische Luxol-Fast-Blue/Perjodsaure-Schiff-Farbung (LFB/PAS) wurde zur
Myelindarstellung verwendet (Scholz 1977): sie stellt Markscheiden tilrkisblau dar, wahrend
die Zellkerne eine blau-violette Farbe erhalten. Polysaccharide sowie die graue Substanz des
Gehirns und demyelinisierte Regionen farben sich rosa an. Fur die folgenden Schritte lagen

die Préparate in einer Schnittdicke von ca. 1um auf den Objekttragern vor.
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Luxol-Fast-Blue (LFB)-Farbung (Arnett et al. 2002; Mulisch und Welsch 2010 S.263-264)

Entparaffinierung durch Abschmelzen des Paraffins von den Objekttrdgern im
Warmeschrank bei 58°C fur 30Min. sowie durch vier aufeinanderfolgende Bader in
Xylol fur jeweils 3Min.

Inkubation in 100%igem und 90%igem Isopropanol

Inkubation der Objekttrager Uber Nacht in LFB-Ldsung bei 60°C mit folgender
Entfarbung der Uberschissigen Menge an LFB auf den Schnitten durch kurzes
Eintauchen in 90%igem Isopropanol

Auswaschung von tberschissigem LFB und selektive Blaufarbung des Myelins durch
Bader in Losung aus 0,05% Lithiumcarbonat und H,O bidest. sowie 70%igem

Isopropanol und abschlieBend in H,O dest.

Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) —Farbung (Mulisch und Welsch 2010 S.227-228)

2.2.2

Féarbung von Glykogen und Proteoglykanen (Parenchym)

Inkubation der Schnitte fiir 5SMin. in 1%iger Perjodsaure in H,O bidest.

Blauen (unter flieendem Leitungswasser) fur 5Min.

Spulen mit H,O bidest.

Einstellen in Schiffsches-Reagenz (Reaktion mit Leitungswasser) fur 20Min.

Erneutes Spiilen fir 5Min. unter flieRendem Leitungswasser

Kernfarbung

Bad in Hamalaun-Ldsung fur 2Min.

Kurzes Eintauchen in H,O

Differenzieren in 1% HCI-Alkohol-Ldsung: dreimaliges Eintauchen

Blauen (unter flieBendem Leitungswasser) fur 5Min.

Dehydrierung der Schnitte durch kurzes Eintauchen in 50%, 70%, 90%, 100%
Isopropanol, 100% Isopropanol/Xylol (1:1) und Uberfiihrung in Xylol (dreimaliges
Bad in Xylol fir jeweils 5Min.)

Eindeckeln in DePex.

Immunhistochemische Farbungen an Paraffinschnitten

In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Farbungen gegen das Amyloid-

Precursor-Protein (APP) sowie gegen den CD3-Rezeptor (CD3) und gegen das synaptische

Vesikelprotein Synaptophysin angefertigt. Diese beruhen auf der folgenden VVorgehensweise:

Der Primérantikorper (anti-APP und anti-Synaptophysin aus der Maus; anti-CD3 aus der

Ratte) bindet spezifisch ber seine Fy-Teile an das darzustellende Antigen. An den Fc-Teil
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des Primérantikorpers bindet ein spezifischer Sekunddrantikdrper (Schaf-anti-Maus
Antikdrper fur APP und Syn.; Ziege anti-Ratte fir CD3), der Uber den F.-Teil kovalent an
Biotin -eine prosthetische Gruppe vieler Enzyme, die auch Vitamin H genannt wird-
gekoppelt ist. Da Biotin eine starke Affinitat zum basischen Hihnereiweil? Avidin aufweist,
binden die hinzugegebenen  Avidin-Peroxidase-Komplexe an die biotinylierten
Sekundarantikorper. Durch die Zugabe des Substrats H,O, und des Elektronendonators
Diaminobenzidin (DAB) kommt es genau dort zur Oxidation von DAB, wo der primére
Antikorper spezifisch das entsprechende Antigen im Gewebe gebunden hat. Das oxidierte
DAB prazipitiert, was zu einem braunen Niederschlag fuhrt und so das zu detektierende
Molekil sichtbar macht. Dieses Signal wird zum einen dadurch verstarkt, dass mehrere
Sekundarantikdrper an einen Primérantikorper binden kdnnen, und zum anderen, da ein
Biotin-Molekail vier Avidin-Molekiile bindet (Mulisch und Welsch 2010 S.395).

Avidin-Biotin-Komplex Legende

2 Biotin

Y Avidin
0)“!"(“ Enzyme

Enzyme anti-enzyme
immune complex

Secondary
antibody

A oAu»)( \/

v Ve

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau des Avidin-Biotin-Komplexes (ABC-Methode). Aus Burnett et al. 1997
S.84.

B-Amyloid-Precursor-Protein (Amyloidvorlauferprotein; APP)-Immunhistochemie

APP ist ein neuronales Membranprotein, das in Axonen anterograd transportiert wird. Da es
sowohl pré- als auch postsynaptisch nachweisbar ist, scheint es fir die regelrechte
Synapsenfunktion eine essentielle Rolle zu besitzen. Physiologischerweise wird an der
Synapse APP zu B-Amyloidprotein gespalten, das anschlielend sezerniert wird. Bei axonaler
Schadigung kommt es zu Transportstérungen und daher zu einer Akkumulation von APP im
Axon. Dies ist lichtmikroskopisch an der charakteristischen Form der Sphéroide erkennbar
(Gentleman et al. 1993). Antikdrper gegen APP dienen als Marker friiher axonaler Schéden

bei MS-Patienten (Ferguson et al. 1997). Diese Farbung wurde in der vorliegenden Arbeit
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verwendet, um den axonalen Schaden sowohl unter Cuprizon-Gabe als auch in der
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Remyelinisierungsphase in Abhéngigkeit von der Expression des p75™ -Rezeptors beurteilen

zu konnen.

Synaptophysin-Immunhistochemie

Synaptophysin ist ein Transmembranprotein sowohl in endokrinen Synapsen (Sudhof 1995)
als auch in prasynaptischen neuronalen Vesikelmembranen (Wiedenmann und Franke 1985).
Nach seiner Synthese in der Né&he des Zellkdrpers wird Synaptophysin anterograd Richtung
Synapse transportiert. Falls wahrenddessen ein axonaler Schaden auftritt, akkumuliert
Synaptophysin dhnlich wie APP, und l&sst sich mit Hilfe spezifischer Antikérper nachweisen
und dient somit indirekt als Marker flir axonale (Transport-) Stérungen. Neueste Studien
zeigten, dass sich vermehrt Synaptophysin in regenerierenden Ranvierschen-Schnirringen
und —Axonen befindet. Somit kann Synaptophysin evtl. auch im Rahmen von
Regenerationsprozessen vermehrt nachgewiesen werden (Okajima et al. 1993; Schirmer et al.
2012).

CD3- Immunhistochemie

CD3 wird als Oberflachenrezeptor von allen von T-Zellen exprimiert (Chetty und Gatter
1994). Nach ihrer antigenspezifischen Aktivierung spielen T-Zellen eine wichtige Rolle in der
Antigenbeseitigung und Steuerung der Entziindungsreaktion, daher sind sie im Rahmen von
entzlindlichen Infiltraten vermehrt anzutreffen (Hickey 2001).

Durch die Anwendung des anti-CD3-Antikorpers konnte spezifisch die Anzahl der
eingewanderten T-Zellen im Corpus callosum unter Cuprizon-Gabe und bei intakter BHS
quantifiziert werden (McMahon et al. 2002).

Durchfiihrung (Mulisch und Welsch 2010 S.403-404)

= Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte (von 100%, Uber 90%, 70% auf
50%iges Isopropanol).

= Antigen-Demaskierung: Durch die Fixierung des Gewebes bilden manche
Antigenepitope sogenannte Querverbindungen aus, die eine Bindung zwischen dem
Antigen und dem urspringlich passenden Antikoérper unmdoglich machen. Um diese
Querverbindungen aufzubrechen, wurden die Préparate in Citratpuffer (10mM) bei
pH=6.0 fir 5x 3Min. in der Mikrowelle erhitzt: Nach jeweils 3Min. wurde
abwechselnd mit Citratpuffer und H,O bidest. die verdunstete Menge ersetzt. Die
Abkuhlung der Schnitte erfolgte flir 30Min bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde
dreimal mit H,O dest. und PBS gespult.
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Hemmung der endogenen Peroxidasen: Peroxidasen spalten enzymatisch H,0,. Um
falsch positive Signale zu vermeiden, wurde ein Uberschuss an H,O, zu den Schnitten
gegeben (3% H,O, in PBS bei 4°C fir 20Min.), wodurch eine Hemmung der
Peroxidasen erfolgt und sich inaktive Substrat-Enzym-Komplexe ausbilden.
AnschlieRend wurde mit PBS gespllt. Bei der CD3-Immunhistochemie: zusatzliches
Hinzufiigen von Triton-X in den PBS-Puffer, um eine verbesserte Penetration der Ak
in das Gewebe zu ermdglichen.
Vorinkubation der Schnitte mit 10% FCS fur 20Min. bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer  bewirkt  eine Blockierung  von unspezifischen
Antigenbindungsstellen.
Nach dem Dekantieren des FCS: Auftragen des Primar-Antikdrpers; Gber Nacht in
einer feuchten Kammer bei 4°C inkubieren.
Dreimaliges Spilen mit PBS und anschlieBendes Auftragen des sekundaren
biotinylierten Antikorpers (fir 60Min. bei Raumtemperatur).
Spulen mit PBS
AnschlieRendes Inkubieren mit Peroxidase-konjugiertem Avidin (1:1000 in 10% FCS
fur 60Min. in einer feuchten Kammer), das eine kovalente Bindung zu dem, am
sekundaren Antikorper lokalisierten, Biotin herstellt.
Spulen mit PBS
Entwicklung der Préaparate in einer DAB/H,0, Lésung: Dabei wird DAB von H,0,
oxidiert, sodass es zur Prazipitation des chromogenen DAB kommt. Da die Peroxidase
am sekundéren Antikorper gebunden ist, stellt sich das gesuchte Antigen in einer
braunlichen Farbung dar. (Bei CD3-Farbung: zusétzliches Kupfersulfat-Bad mit
anschlieBender Spulung in Aqua dest.; verstarkt die Farbung)
Beendigung der Reaktion durch Inkubation in PBS
Durchfuhren der Hamalaun-Gegenféarbung zur Zellkern-Detektion

e Kurzes Spulen mit dest. H,O

e Einstellen in Hamalaun fir 1Min.

e Eintauchen in dest. H,O

e Eintauchen in Isopropanol

e Blduen (in Leitungswasser inkubieren) fur 10Min.

e Spilen mit dest. H,O

e Entwasserung der Schnitte in aufsteigender Ethanolreihe
Xylol-Bad und anschlieRendes Eindeckeln.
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Materialien
Material Hersteller

Citratpuffer 10mM Merck?!
3-3Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB)

- 49ml PBS AppliChem®

- 1ml DAB Sigma-Aldrich?

- 20p1 30% H,0, Merck?
DePex Serva?
Eosin-G Certistain Merck?!
Essigséaure Merck?!

Extravidin gekoppelt an Peroxidase

Sigma-Aldrich?2

Fetales Kalber-Serum (FCS); 10%

- 1mlFCS Biochrom *

- 9ml PBS AppliChem®
Isopropanol Merck?!
Isoxylol Merck?!
Kupfersulfat Merck?!
Lithiumcarbonat Merck?
LFB-L6sung

e 1g Luxol-Fast Blue in 1000ml 96% BDH Laboratory Supplies®

EtOH l6sen Merck?!

e 5ml 10% Essigsaure dazugeben Merck?
Mayers-Hamalaunlésung Merck?!
Objekttrager Menzel’
Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4 AppliChem®
Perjodséure Merck?!
Salzsdure 1M L6sung 25% in Aqua bidest Merck?
Schiffsches Reagenz Merck?!
Triton (Octylpheonpolyethylenglycolether) Merck?!
Wérmeschrank Memmert’®
Wasserstoffperoxid (H,0;) 30% , 3% Merck?!
Xylol Merck?!

Tabelle 2.3: Verwendete Materialien fur die lichtmikroskopischen Praparate.

1 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhein, Deutschland

3 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Tropic, Bedford USA

“Biochrom AG, Berlin, Deutschland

® BDH Laboratory Supplies; VWR International Ltd, Poole, GroBbritannien

® Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
" AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

& Memmert, GmbH, Schwabach, Deutschland




2. Material und Methoden

30

Verwendete Primarantikdrper

. Ursprungs- i Verdunnung in
Antigen spezies Klon Kat.- Nr. Hersteller 10% ECS/PBS
APP Maus 22C11 MAB 348 Millipore * 1:3000
CD3 Ratte CD3-12 MCA 1477 | AbD Serotec? 1:50
Synaptophysin Maus SY38 M 0776 Dako? 1:10
Tabelle 2.4: Primarantikorper fur die immunhistochemischen Farbungen.
t Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, USA
2 Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK
3 Dako Cytomation; Glostrup, Danemark
Verwendete Sekundérantikrper
: . : Verdunnung in
Bezeichnung Konjugiert mit Kat.Nr. Hersteller 10% ECS/PBS
Schaf-anti-Maus 19G o L _
(fr APP/Syn.) Biotin RPN 1001 Amersham 1:200
AU IRACERIE Biotin RPN 1005 | Amersham? 1:200

(fur CD3)

Tabelle 2.5: Sekundérantikorper fiir die immunhistochemischen Farbungen.

1 Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland

2.2.3 Elektronenmikroskopische Praparate

Im Anschluss an die Nachfixierung mit 4% PFA wurden die Schnitte dehydriert:
e 50% Ethanol fur 10Min.

e Negativkontrastierung der Préparate mit 0,5% Uranylacetat in 70% Ethanol fir 1h bei

4°C

e 80% Ethanol fur 10Min.
e 96% Ethanol fur 10Min.

e zweimalig 100% Ethanol fiir jeweils 15Min.

e zweimalig Propylenoxid fiir jeweils 20Min.

Darauf erfolgte das Einbetten der Préparate unter dem Abzug in:

e Araldit und Propylenoxid im Verhéltnis 1:1 fiir 35Min.

e Araldit und Propylenoxid im Verhéltnis 2:1 fiir 35Min.
e Araldit fr 1h im Abzug

e Ausrichten der Proben quer zum Verlauf der Fasern des Corpus callosum mit Hilfe

eines Stereomikroskopes.
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AnschlieBend wurden die Praparate als Semidinnschnitte (360nm), nach Richardson geférbt
(Mulisch und Welsch 2010 S.139):
e Trocknen der Objekttrager mit den Semidinnschnitten auf einer Warmeplatte (60°C)
fur 60Min.
e Auftragen der Farbstofflosung nach Richardson auf die Préparate und ca. 3Min.
einwirken lassen
e Farbstofflosung mit Aqua dest. abspllen und den Objekttrager wieder auf der

Warmeplatte trocknen lassen.

Zum Schluss wurden aus den Harzblécken Ultradiinnschnitte (70nm) mit einer Diamantklinge
angefertigt und diese mit Bleicitrat-Ldsung kontrastiert.
e Na'-Hydroxid-Platzchen in die geschlossene Petrischale geben
e Nach Filtration der Bleicitratlosung 1 Tropfen Bleicitrat pro Grid in die Petrischale
pipettieren
e 10Min(tige Inkubation der Schnitte in den Grids

e Grids in Aqua bidest. spiilen und mit Filterpapier an der Unterseite trocknen.
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Materialien

Material Hersteller

Avraldit SERVA!

Bleicitrat-Losung
e 1,4qg Bleicitrat in 10ml Aqua bidest. SERVA!

I6sen

e 8ml 1n NaOH sowie Merck?

e 32ml Aqua bidest. dazu geben
Dehydrierung
50% zu 80 % zu 96% zu 100%igem Merck?
Isopropanol
Elektronenmikroskop Zeiss®
Farbstofflésung nach Richardson
2 Teile 1% Azur I Merck
1 Teil 2% Methylenblau Merck?
1 Teil 1% Borax= Di-Natrium-Tetraborat-10- )
hydrat Merck
PBS AppliChem*
Propylenoxid SERVA!
Stereomikroskop Zeiss?
Uranylacetat Merck?!

Tabelle 2.6: Verwendete Materialien zur Herstellung der elektronenmikroskopischen Praparate.

1 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
2 Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland

3 Carl- Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland

* AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

2.3 Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einflusse des p75"'-Rezeptors auf
Remyelinisierungseffizienz, axonalen Schaden sowie lymphozytare entzindliche Infiltration
wéhrend der De- und Remyelinisierung des Corpus callosum untersucht. Das Corpus
callosum gilt als gut reproduzierbare Pradilektionsstelle flir Cuprizon-induzierte Entmarkung
(Morell et al. 1998). Fur die Auswertung der vorliegenden Arbeit wurde das Corpus callosum
in einen medialen und zwei laterale Teile gegliedert. Den Ubergang markierten die

AuBengrenzen der Seitenventrikel (siehe Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2 Anatomische Einteilung des Corpus callosum. Darstellung des medialen und der beiden lateralen
Anteile des Corpus callosum in der LFB/PAS-Férbung eines frontalen Schnitts durch das Mausegehirn.

Lichtmikroskopische Aufnahme bei 20-facher Originalvergréferung. BalkengroRe 2000 pm.

2.3.1 Mikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte unter 200-facher Vergréflerung am
Lichtmikroskop von Olympus (Olympus BX-41; Olympus, Hamburg, Deutschland). Die
bildliche Dokumentation entstand mit Hilfe einer Digitalkamera (Olympus DP-71; Olympus,
Hamburg, Deutschland) und wurde durch die Bildanalyse-Software Cell-F (Cell-F; Soft
Imaging System GmbH, Munster, Deutschland) sowie durch die Photoshop-Software (Adobe
Photoshop; Adobe Systems GmbH Munchen, Deutschland) vervollstandigt.

Quantifizierung des Ausmalles der Entmarkung in der LFB/PAS-Farbung
Entsprechend dem Protokoll von Hiremath et al. (1998) wurde folgende Skalierung
verwendet:

0: keine sichtbare Demyelinisierung im Corpus callosum; entspricht also einem

unbehandelten/naiven oder voll remyelinisierten Tier

1: bis 1/3 der Flache des Corpus callosum ist demyelinisiert

2: 1/3 bis 2/3 der Flache des Corpus callosum sind demyelinisiert

3: mehr als 2/3 der Flache des Corpus callosum sind demyelinisiert
Diese Skalierung wurde bei jedem Praparat fiir den medialen sowie fir die beiden lateralen
Anteile des Corpus callosum angewandt. Die Auswertung wurde geblindet und wiederholt
durchgefiihrt. Es wurde auch darauf geachtet, dass alle Préparate in vergleichbaren Ebenen
vorlagen und &hnliche Farbeintensitaten aufwiesen.
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Quantifizierung der axonalen Schadigung (APP/Synaptophysin) und der T-Zell-
Infiltration (CD3)

Fur die Auswertung dieser immunhistochemischen Farbungen wurde ein Zéhlgitter der Firma
Olympus (Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet. So konnte die Anzahl der APP- bzw.
Syn.”-Axone bzw. der CD3*-T-Zellen pro mm2 errechnet werden. Dies wurde fir den
medialen Teil der Corpora callosa durchgefiihrt. Auch hier wurde darauf geachtet, dass alle

Préparate in vergleichbaren Ebenen und ahnlichen Farbeintensitaten vorlagen.

Die elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Cell-F-Software. Dabei
wurde von jedem Tier anhand von jeweils funf reprasentativen Schnittbildern aus dem Corpus
callosum jeweils die G-ratio berechnet. Die G-ratio errechnet sich als Quotient von
Axondurchmesser zu Faserdurchmesser. Der Faserdurchmesser beinhaltet den Durchmesser
der Axone mit der zweifach gemessenen Myelindicke (Mason et al. 2001) (siehe Abbildung

2.3). Remyelinisierte Axone zeigen daher eine erhéhte G-ratio; vollstandig entmarkte bzw.

unmyelinisierte Axone haben eine G-ratio von 1.

Abbildung 2.3: Vermessung der Axondurchmesser und ihrer zugehorigen Myelinscheiden in den
elektronenmikroskopischen Auswertungen. Dabei stellt der rote Balken den Kleinsten axonalen Durchmesser

dar; die gelben Balken zeigen die VVermessung der Dicke der Myelinscheiden. Balkenldnge 2um.

Eine veranderte G-ratio findet sich bei der De- und Remyelinisierung; héhere G-ratio-Werte
sprechen fur dinnere Myelinscheiden, die im Rahmen der Remyelinisierung auftreten
(Lindner et al. 2008). Beim Messen der Axondurchmesser wurde jeweils der kleinste
Durchmesser eines Axons sowie die Dicke der umgebenden Myelinscheiden vermessen und
in eine Excel-Tabelle Ubertragen. Anschlielend erfolgte sowohl die Berechnung der
Mittelwerte und Standardabweichungen von Axondurchmesser und Myelindicken als auch die
Berechnung der G-ratio.
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2.3.2 Statistische Darstellung der Ergebnisse

Die mikroskopischen Ergebnisse wurden anhand von Excel-Tabellen (Microsoft Deutschland-
GmbH; UnterschleiBheim) festgehalten.

Die Berechnung der Signifikanz erfolgte fur den Vergleich zwischen zwei Gruppen bei
Werten ordinaler Skalierung (in den Farbungen APP, CD3 und Syn.) durch den ungepaarten t-
Test mit Welch-Korrektur. Dabei handelt es sich um einen Korrekturfaktor, der angewandt

wird, wenn die zu vergleichenden Gruppen unterschiedliche Varianzen haben.

Bei nominalen Werten und dem Vergleich zweier unabhéngiger Gruppen, wie sie in den
LFB/PAS-Farbungen vorkommen, wurde der Mann-Whitney-Test angewandt. Dieser war
allerdings bei einem Versuch waéhrend der Remyelinisierung (Exp.1l lateral) nicht
durchfiihrbar, da eine Gruppe identische Werte aufwies. In diesem Fall wurde der Wilcoxon-
Rank-Test verwendet. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
Beim Vergleich von drei Gruppen bzgl. der Farbungen LFB/PAS, APP, CD3 und Syn. wurde
eine Varianzanalyse (analysis of variance; ANOVA) durchgefiihrt und anschliefend die
Bonferroni-Korrektur verwendet. Daflir wurden folgende Signifikanzniveaus verwendet:
* fiir p-Werte von 0,05-0,01

*x fiir p-Werte von 0,01-0,001

***  flr p-Werte kleiner als 0,001

ns fur nicht signifikante p-Werte.

Vereinfachend wird bei der Darstellung der Ergebnisse jeweils der oberste Grenzwert

angegeben.

AnschlieRend erfolgte zur besseren Ubersicht und Vergleichbarkeit eine Graphenerstellung
mit dem Programm GraphPad PRISM 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 De- und Remyelinisierungseffizienz in Abwesenheit des p75""?

Die Untersuchungen, welche Rolle der p75™"

-Rezeptor fir die Demyelinisierung und
Remyelinisierung unter bzw. nach Cuprizon-Gabe spielt, erfolgten zur Validierung der
Ergebnisse  sowohl lichtmikroskopisch, durch die LFB/PAS-Farbung, als auch

elektronenmikroskopisch.

Anhand der LFB/PAS-Féarbungen wurde das Corpus callosum entsprechend der in Kapitel 2.3
erlauterten Auswertungsskala nach Hiremath et al. (1998) mit den Ziffern 0 bis 3
mikroskopisch beurteilt. Dabei wurde 0 fur vollstandig erhaltenes Myelin und 3 fiir eine
Demyelinisierung des Corpus callosum von mehr als 2/3 seiner Flache vergeben. Die
Zuordnung der Werte erfolgte durch wiederholtes visuell-vergleichendes Abschatzen.

3.1.1 Ausmal’ der Demyelinisierung

Durch die sechswochige Cuprizon-Gabe wurde eine Demyelinisierung hauptséchlich der
Corpora callosa bei den Mdausen induziert. Die Auswertung zeigte in zwei von drei Versuchen
vergleichbare Entmarkungen bei den p75""R-knockout-Mausen und den Wildtyp-Tieren (wt-
Tieren) und dies sowohl fur den medialen als auch fiir den lateralen Teil des Corpus callosum.
Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die erzielten Ergebnisse (siehe Tabelle
3.1).

Exp. 1 I IEL medial el lateral
P- [MW+/-SD] P [MW+/-SD] P
p75N TR /- 2,3+0,9 2,8+0,5
1,000 0,587
wt 23%+10 2,9+0,4
medial . lateral
Exp. 3 [MW-/-SD] p medial [MW-+/-SD] p lateral
p75N TR /- 2,9+0,4 2,6+0,4
1,000 0,285
wt 2,8+0,4 28+04

Tabelle 3.1: Semiquantitative Analyse der LFB/PAS-Farbungen zum Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp. 1
und 3 [MW+/-SD]. Die medialen und lateralen Anteile der Corpora callosa von p75™™® -/- und wt-Méausen

zeigen vergleichbare Demyelinisierungsgrade (Mann-Whitney-Test). Auswertung nach Hiremath et al. 1998.
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A Exp.1 Demyelinisierung medial B Exp.1 Demyelinisierung lateral
p=1,000 p=0,587
3+ camn esee 3 sEnEEEn XXX
24 sum LL L] 2+ L L .
14 1+
o
C r ‘ ? C 1 L)
375'\m - wi p /5“‘” = B wl
C Exp.3 Demyelinisierung medial D Exp.3 Demyelinisierung lateral
p=1,000 p=0,285
G 1111 eesse 31 sEs 96600
0w
2+ o ™ 24 El °
14 1+
0 . ' 0 T T
p75NR . wt p75NTR L wt

Abbildung 3.1: Semiquantitative Auswertung des Demyelinisierungsgrades zum Demyelinisierungszeitpunkt in
den Exp.1 und 3. Dabei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den p75™""-knockout-Tieren und ihrer
Vergleichsgruppe in den medialen- (A und C) und lateralen (B und D) Anteilen der Corpora callosa in der

LFB/PAS-Farbung feststellbar (Mann-Whitney-Test). Skala der y-Achse von 0-3 nach Hiremath et al. 1998.

In einem Versuch allerdings kam ein signifikanter Unterschied zwischen den
p75""R-knockout- und wt-Tieren zum Vorschein; dieser konnte nur im medialen
(p75V™R /-1 0,9 + 1; wt: 2,1 + 0,4; p= 0,024; siehe Abbildung 3.2 (A)), aber nicht im lateralen-
(p75"™R -/-: 2,7 + 04; wt: 2,6 + 0,4 [MW+/-SD]; p= 0,578 Mann-Whitney-Test; siehe

Abbildung 3.2 (B)) Teil des Corpus callosum festgestellt werden. In diesem Versuch wiesen

NTR
5

Méuse ohne den p7 eine geringere Demyelinisierung auf.
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A Exp.2 Demyelinisierung medial B Exp.2 Demyelinisierung lateral
p=0,024 p=0578
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Abbildung 3.2: Semiquantitative Auswertung des Demyelinisierungsgrades zum Demyelinisierungszeitpunkt in
Exp.2. Dabei wird eine signifikant geringer ausgeprégte Demyelinisierung (p= 0,024) im medialen Corpus
callosum der p75N"™R-/-Tiere (0,9 + 1 [MW+/-SD]) im Vergleich zu den wt-Tieren (2,1 + 0,4) sichtbar. Im
lateralen Teil des Corpus callosum konnten keine signifikanten Unterschiede (p= 0,578) zwischen den beiden
Gruppen fest-gestellt werden (p75""™"-/-: 2,7 + 0,4; wt: 2,6 + 0,4; Mann-Whitney-Test). Skala der y-Achse von 0-
3 nach Hiremath et al. 1998.

A Exp.1 p75NTR-/- B Exp.1 wt

Abbildung 3.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen der medialen Corpora callosa in der LFB/PAS-Férbung zum
Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1 und 2. Das Exp.1 (A, B) zeigte wie auch das Exp.3 keinen
signifikanten Unterschied in der Entmarkung zwischen den p75"™?-/-Tieren (A) und den wt-Tieren (B). Im
Exp.2 hingegen wiesen die p75"""-/- Mause medial eine deutlich geringer ausgepragte Demyelinisierung (C) im
Vergleich zu den wt-Tieren auf (D) (p= 0,024; Mann-Whitney-Test); 40-fache Originalvergréfierung;
BalkengréRe 1000pm.
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3.1.2 Ausmald der Remyelinisierung

Nach Cuprizon-Gabe uber sechs Wochen wurden die Tiere anschlieBend fur eine Woche auf
Normalfutter gesetzt, sodass die Remyelinisierung einsetzen konnte. Dieses VVorgehen wurde

bei vier Experimentreihen angewandt.

Ein Experiment zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den heterozygoten
p75""R-Tieren und den Wildtyp-Tieren sowohl im medialen als auch im lateralen Teil des
Corpus callosum. Hier wiesen die heterozygoten p75""*-defizienten Mause eine schlechtere
Remyelinisierungskapazitat im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren auf (p75™'" -/- medial: 1,5
+ 1,0 [MW+/-SD]; p75"™® +/- medial: 1,9 + 1,0; wt medial: 0,4 + 0,3; p medial< 0,050
ANOVA; p75"™® -/- lateral: 2,1 + 0,7; p75"'" +/- lateral: 2,2 + 0,4; wt lateral: 1 + O;
p lateral< 0,001). Zusatzlich konnte auch ein signifikanter Unterschied zwischen den
homozygoten p75™"*-knockout-Mausen und den Wildtyp-Tieren im lateralen Teil des Corpus
callosum festgestellt werden (p lateral<0,001). Im medialen Teil des Corpus callosum zeigte
der ungepaarte t-Test mit Welch-Korrektur zwischen den p75"™® -/- und den wt-Tieren einen
signifikanten Unterschied (p= 0,046).

A Exp.2 Remyelinisierung medial B Exp.2 Remyelinisierung lateral
,
Nns v ns
34 [} 3 *
Ll b=
24 T 24 T Ew o
w
14 © T = 14 . ~S- 0800
o ALaas
0 v ; 9 0 T T T
p7SNR L . wit p7SNTR wit

Abbildung 3.4  Semiquantitative  Auswertung des  RemyelinisierungsausmaRes  zum
Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.2. Die Grafik veranschaulicht, dass bei den Wildtyp-Tieren ein
stark remyelinisiertes Corpus callosum anzutreffen war, wohingegen dieser Wiederaufbau der
Myelinschichten bei den Mausen ohne den p75""Rezeptor deutlich eingeschrankt war (p75N'™" -/- vs.
wt; p<0,001 laterales Corpus callosum). Die fiir den p75""—Rezeptor heterozygoten Tiere zeigten im
medialen- und lateralen Teil des Corpus callosum einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren (p75""" +/-vs. wt: p medial<0,05; p lateral< 0,001 ANOVA). Skala der y-Achse
von 0-3 nach Hiremath et al. 1998.
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A Exp.2 B Exp.2 C Exp.2
p75" "R -/- medial p75" "R +/- medial wt medial

Abbildung  3.5:  Lichtmikroskopische ~ Aufnahmen in  der LFB/PAS-Farbung zum
Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.2. Bei 50%igem Fehlen des p75"'-Rezeptors kam es zu einer
wesentlich schwacher ausgepragten Remyelinisierung (B) als bei der Vergleichsgruppe der wt-Tiere
(C) nach siebentégiger Cuprizon-Pause. 40-fache OriginalvergréRerung; Balkengréfie 12000um.

Von den insgesamt vier Versuchen wurde in einem weiteren Experiment (Exp.4) kein
signifikanter Unterschied im medialen Teil zwischen den p75""*-knockout- und wt-Tieren
festgestellt (p= 0,939; Mann-Whitney-Test). Insgesamt ergaben sich dort &hnliche Werte
sowohl fur die p75™™*-knockout-Tiere (p75N™" -/- medial: 2,2 + 0,8 [MW+/-SD]) als auch fiir
die Wildtypen (wt medial: 2,1 £+ 1,2).

Der laterale Teil zeigte jedoch auch im Exp.4 eine Signifikanz auf (p lateral= 0,012; Mann-
Whitney-Test; siehe Abbildung 3.6). Hier wiesen die p75™"*-knockout-Tiere deutlich weniger
Remyelinisierung als die Wildtypen auf (p75" '~ -/- lateral: 2,6 + 0,5; wt lateral: 1,6 + 0,5).

A Exp.4 Remyelinisierung medial B Exp.4 Remyelinisierung lateral
p=0,939 p=0012
3= (T cese 3= amm
.
-2 I TT I - 2+ an ecee
L]
14 a .o 1= oo
L

0 T T 0 T v

pTSNTR L wi p7ENTR .1 wt

Abbildung 3.6: Semiquantitative Auswertung des Remyelinisierungsausmalies zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.4. In den medialen Anteilen der Corpora callosa wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
p75N"™R-knockout-Tieren und den Wildtypen festgestellt (p= 0,939). Im lateralen Teil kam es bei Mausen ohne
den p75"™ allerdings zu einer wesentlich schlechteren Remyelinisierung (p= 0,012 Mann-Whitney-Test). Skala
der y-Achse von 0-3 nach Hiremath et al. 1998.
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A Exp.4 p75"™R -/- medial B Exp.4 wt medial

Abbildung 3.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen der medialen Corpora callosa in der LFB-PAS-Féarbung zum
Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.4. Hierbei lassen sich bei 40-facher Originalvergréferung &hnliche
Remyelinisierungsausmalie (p= 0,939 Mann-Whitney-Test) nach einwdchiger Cuprizon-Pause erkennen, jeweils
fur die medialen Anteile der Corpora callosa der p75N"R-knockout-Mause (A) im Vergleich mit den Wildtyp—
Méausen (B). BalkengréRe 1000pum.

B Exp.4 wt Iateral

V7

A Exp.4 p75"TR -/- lateral

Abbildung 3.8: Lichtmikroskopische Aufnahmen der lateralen Corpora callosa in der LFB/PAS-Farbung zum

5NTR

Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.4. (A) veranschaulicht, dass es bei Abwesenheit des p7 im lateralen Teil

des Corpus callosum (siehe Pfeil) zu einer geringeren Remyelinisierung kommt als bei dessen regelrechter
Expression (B). 40-fache OriginalvergroRerung; BalkengrofRe 1000pm.

Zwei Versuchsreihen wiesen sogar durchgéangig keine signifikanten Unterschiede sowohl im
medialen (p medial= 0,430 fir Exp.1 bzw. 0,288 fur Exp.3) als auch im lateralen Corpus
callosum-Anteil auf (p lateral= 0,097 fur Exp.1; Mann-Whitney-Test bzw. 0,431 fur Exp.3;
Wilcoxon-Rank-Test). Allerdings zeigte Exp.1 im lateralen Corpus callosum eine tendenziell

schlechtere Remyelinisierung bei den p75™""-knockout-Tieren.
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Abbildung 3.9: Semiquantitative Auswertung des Remyelinisierungsausmafles zum Remyelinisierungszeitpunkt

in den Exp.1 und 3. Nicht signifikante Unterschiede wahrend der Remyelinisierung medial (p= 0,430 fir Exp.1
bzw. 0,288 fur Exp.3) und lateral (p= 0,097 fir Exp.1 Mann-Whitney-Test bzw. 0,431 fur Exp.3; Wilcoxon-
Rank-Test) im Corpus callosum bei An- und Abwesenheit des p75"™". Skala der y-Achse von 0-3 nach Hiremath
et al. 1998.

B Exp.1 wt medial

Abbildung 3.10: Lichtmikroskopische Aufnahmen der medialen Corpora callosa in der LFB-PAS-Farbung zum
Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.1. Ahnliche Remyelinisierungsgrade im medialen Balkenabschnitt
unabhangig von der Expression des p75"'-Rezeptors (A: p75"'" -/-; B: Wildtyp-Tier) nach Absetzen des
Cuprizon-versetzten Futters fir eine Woche. 40-fache OriginalvergroRerung; Balkengréfie 1000pm.
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Zusammenfassend zeigt die Analyse der LFB/PAS-Farbung, dass es ohne den p75™"-Rezeptor
tendenziell zu einer schlechteren Remyelinisierung kommt: in einem Experiment sowohl
medial als auch lateral (Exp.2), in einem Experiment hingegen nur lateral (Exp.4). Die Exp.1
und 3 wiesen sowohl medial als auch lateral keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Vergleichsgruppen auf. Allerdings lieR sich ein tendenzieller Unterschied in den

lateralen Anteilen der Corpora callosa in Exp. 1 feststellen.
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3.2  Elektronenmikroskopische Analyse in p75™'~ -/- M&usen

Analog zur lichtmikroskopischen LFB/PAS-Farbung wurden die Maéuse fur die
Elektronenmikroskopie ebenfalls nach sechswochiger Cuprizon-Gabe (fir die Analyse der
Demyelinisierung) und nach einwdchiger Cuprizon-freier Diat (zur Quantifizierung der
Remyelinisierung) perfundiert. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich zwischen beiden Genotypen
(p75""R-knockout-Tiere und wt-Tiere) unter Cuprizon-Gabe mit Kontroll-Tieren der
jeweiligen Gruppe, die kein Cuprizon erhalten hatten.

Im Rahmen der elektronenmikroskopischen Auswertung wurde die G-ratio berechnet. Die G-
ratio ist definiert als Quotient von Axondurchmesser zu Faserdurchmesser. Dieser setzt sich
aus dem Durchmesser der myelinisierten Axone zusammen bzw. aus der Summe von
Axondurchmesser und der zweifachen Myelindicke (Mason et al. 2001). Eine verénderte G-
ratio ist indikativ fir Vorgange der De- und Remyelinisierung; insbesondere spricht eine
hohere G-ratio fur diinnere Myelinscheiden, die im Rahmen der Remyelinisierung beobachtet
werden (Lindner et al. 2008; Bradl und Lassmann 2010).

Pro Tier wurden jeweils flinf Praparate aus der gleichen anatomischen Region des Corpus
callosum ausgewertet: Dabei wurden pro Axon jeweils der kleinste Axondurchmesser und die
umgebenden Dicken der Myelinscheiden mit der Cell-F-Software vermessen. Die G-ratio

wurde anhand dieser gewonnenen Daten mit Hilfe von Excel berechnet.

3.2.1 Analyse zum Demyelinisierungszeitpunkt

Die elektronenmikroskopische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied beziiglich
der Axondurchmesser und der Myelindicken zwischen den Gruppen der wt- und der p75N""-/-
Tiere wahrend der Demyelinisierung unter Cuprizon-Gabe. Da in der vorliegenden Arbeit
sowohl myelinisierte als auch nicht-myelinisierte Axone vermessen wurden, entspricht das
AusmaR der demyelinisierten Fasern in den p75"""-/- Mausen dem der Wildtypen, was ich
schon in der LFB/PAS-Férbung zeigen konnte (Vgl. 3.1). Auch zeigen meine Daten, dass sich
die G-ratios der p75""-knockout-Tiere nicht wesentlich von denen der Wildtypen
unterscheiden (G-ratio p= 0,364; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur; p75""~-/-: 0,879 +
0,021 [MW4SD]) bzw. wt: 0,904 + 0,053).
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Abbildung 3.11: Vergleich der Axondurchmesser und Myelindicken zwischen den p75™"™ -/-Tieren und den wt-
Tieren zum Demyelinisierungszeitpunkt. Dabei ergaben sich hnliche Werte fiir Axondurchmesser (A; p75"""-/-
: 0,530 + 0,230um [MW+/-SD]; wt: 0,530 + 0,250um) und Myelindicken (B; p75"'® -/-: 0,040 + 0,020um; wt:
0,030 = 0,020um) fiir die p75"™R-knockout-Tiere und die Wildtypen in der elektronenmikroskopischen

Auswertung unter Cuprizon-Gabe.

A DM p75NTR-/-

Abbildung 3.12:  Elektronenmikroskopische ~Aufnahmen je eines p75"""-/- und wt-Tieres zum
Demyelinisierungszeitpunkt. Die Myelinscheiden waren bei beiden Tieren (p75"™® -/-Tier (A) sowie wt-Tier
(B)) groRtenteils nicht mehr vorhanden (Pfeil) bzw. waren trotz anhaltender Cuprizon-Gabe schon wieder sehr

dinn remyelinisiert (Pfeilkopf). BalkengroRRe 2um.

Sowohl axonale Durchmesser als auch die Dicken der Myelinscheiden von unbehandelten
Kontroll-Tieren zeigten im Vergleich zu wt-Tieren bzw. den p75""*-knockout-Tieren nach
sechswochiger Cuprizon-Gabe keine signifikanten Unterschiede. Allerdings lassen sich
sowohl visuelle als auch zahlenméaRig tendenzielle Unterschiede erkennen (p= 0,082 fur G-
ratio naive Kontrolle wt vs. DM wt bzw. p= 0,061 fiir G-ratio naive Kontrolle p75N""-/- vs.
DM p75"™R-/-; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur). Die trotz andauernder Cuprizon-
Gabe nachweisbaren Myelinscheiden kdnnen, wie von Mason et al. 2001 beschrieben, im

Rahmen der Remyelinisierung, die schon unter Cuprizon-Gabe beginnt, entstanden sein.
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Beim Vergleich von unbehandelten p75"™ Kontroll-Tieren mit unbehandelten wt Kontroll-
Tieren konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bezuglich der G-ratio festgestellt
werden (p= 0,309; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur; ohne graphische Darstellung,
siehe Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.13 Vergleich der Axondurchmesser und Myelindicken zwischen den p75™"*-knockout-
Tieren und den Wildtyp-Tieren unter Cuprizon-Gabe mit unbehandelten Kontroll-Tieren zum
Demyelinisierungszeitpunkt. Dabei wurden jeweils signifikante Unterschiede zwischen den Cuprizon-
gefiitterten Tieren und unbehandelten Kontrollen bei der Dicke der Myelinscheiden sichtbar (p=0,002
fiir DM wt vs. wt Kontrolle bzw. p= 0,005 fiir DM p75"""-/- vs. p75"'*-/- Kontrolle).
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A unbehandelte Kontro!le  wt

Abbildung 3.14: Elektronenmikroskopische Aufnahmen je eines unbehandelten Kontroll-Tieres der p75™™"-/-
und wt-Gruppe und ihrer Cuprizon-behandelten Vergleichsgruppe zum Demyelinisierungszeitpunkt. Sichtbare
Demyelinisierung (Pfeile in B und D zeigen auf entmarkte Axone) im Vergleich zu den naiven Kontroll-Tieren
(Pfeile in A und C zeigen myelinisierte Axone). Die quantitative Analyse liel jedoch nur eine Tendenz erkennen
(p= 0,082 fiir G-ratio Kontrolle wt vs. DM wt; Bild A und B; bzw. p= 0,061 fiir G-ratio Kontrolle p75"""-/- vs.
DM p75N"™R-/-; Bild C und D). Auch sichtbar sind die kleineren axonalen Durchmesser nach Cuprizon-Gabe
sowohl bei dem p75N™R-/- Tieren (D; 0,530 + 0,230um [MW+/-SD]) als auch bei den wt-Tieren (B; 0,530 *
0,250um) im Vergleich zu den Kontroll-Tieren (A; 0,570 £ 0,280um und C: 0,644 + 0,358um). BalkengréRe
2um.

3.2.2 Analyse zum Remyelinisierungszeitpunkt

Der Vergleich beziglich der G-ratios in der Remyelinisierungsphase zwischen den Wildtypen
und den p75"TR-knockout-Tieren ergab keinen signifikanten Unterschied (RM wt vs. RM
p75"TR-/-: p= 0,506; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) zwischen den
Axondurchmessern und Myelindicken. Somit konnten die von mir gewonnenen Ergebnisse
der lichtmikroskopischen LFB/PAS-Farbung hinsichtlich einer schlechteren Remyelinisierung

5NT

bei Mé&usen ohne p75™ -Rezeptor elektronenmikroskopisch nicht ohne weiteres bestétigt

werden.
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5NTR -/-

Abbildung 3.15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen je eines p7 und wt-Tieres zum
Remyelinisierungszeitpunkt. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,506; ungepaarter t-Test mit
Welch-Korrektur) hinsichtlich der G-ratios zwischen den p75"™® -/- Tieren (A) und den Wildtypen (B). Die

Pfeile in (A) und (B) deuten auf die neugebildeten Myelinfasern nach der Remyelinisierungsphase. BalkengroRe

2um.
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Abbildung 3.16: Vergleich der Axondurchmesser und Myelindicken zwischen den p75™™ -/- und wt-Tieren zum
Remyelinisierungszeitpunkt. Es lie} sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Axondurchmessers (A)
bei den p75""R-knockout-Tieren (0,530 + 0,250um [MW+/-SD]) im Vergleich zu den wt-Tieren (0,530 *
0,240um) feststellen. Auch fir die Myelindicke (B) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

p75N"R-knockout-Tieren (0,030 + 0,020pum) und den wt-Tieren (0,030 + 0,020pum).

Beim Vergleich zwischen den Wildtypen ohne Cuprizon-Gabe (sog. Kontrollgruppe) und den
Wildtypen nach Cuprizon-Gabe zeigten sich jedoch wie erwartet signifikante Unterschiede
(Kontrolle wt vs. RM wt: p= 0,0001). Diese stellte ich ebenso fiir die p75™"*-knockout-Tiere
ohne Cuprizon-Gabe (sog. Kontrollgruppe) und die p75"""-knockout-Tieren nach Cuprizon-
Gabe fest (Kontrollgruppe p75™ " vs. RM p75""": p= 0,003 ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur).
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Abbildung 3.17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen je eines Kontroll-Tieres und je eines Cuprizon-
gefiitterten Tieres der p75™™" -/- und wt-Gruppe zum Remyelinisierungszeitpunkt. Im Vergleich zu den Kontroll-
Tieren, die mit Normalfutter erndhrt wurden (A und C), lassen sich bei den Cuprizon-gefitterten Mausen sowohl
fur die p75™""-knockout-Mause (B) als auch fiir die Wildtyp-Méause (D) diinnere Myelinscheiden sowie kleinere
Axondurchmesser erkennen. Die Pfeile weisen auf den signifikanten Unterschied zwischen Myelindicke und
Axondurchmesser zwischen Kontroll-Tieren und Cuprizon-gefiitterten Tiere in der Remyelinisierungsphase hin.
BalkengroRe 2um.
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Axondurchmesser Myelindicken G-ratio
in um [MW+/-SD] in um [MW+/-SD] [MW+/-SD]
Naive Kontrollen
p75NTR-/- 0,644 + 0,358 0,062 + 0,029 0,836 + 0,020
Wildtypen 0,570 + 0,280 0,063 + 0,023 0,816 + 0,010
Demyelinisierung
p75NTR /- 0,530 + 0,230 0,040 + 0,020 0,880 + 0,022
Wildtypen 0,530 + 0,250 0,030 £ 0,020 0,900 + 0,054
Remyelinisierung
p75NTR /- 0,530 + 0,250 0,030 + 0,020 0,890* + 0,011
Wildtypen 0,530 + 0,240 0,030 + 0,020 0,890* + 0,010

Tabelle 3.2: Axondurchmesser und Myelindicken der verschiedenen Gruppen im Vergleich [MW+/-SD]. Die G-
ratio wurde als Quotient aus Axondurchmesser zu Faserdurchmesser (= Summe aus Axondurchmesser und der
zweifachen Myelindicke) berechnet. Dabei wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den p75NTR-
knockout-Mé&usen und den Wildtypen wéhrend der De- und Remyelinisierung festgestellt. * Es zeigte sich
jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den p75™""-knockout-Mausen wéhrend der Remyelinisierung im
Vergleich zu ihrer unbehandelten Kontrollgruppe (p= 0,003) als auch zwischen den wt-M&usen wahrend der
Remyelinisierung und ihrer unbehandelten Kontrollgruppe (p=0,0001; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur).
Auch wird in der Tabelle ersichtlich, dass die naiven p75™"*-knockout-Kontroll-Tiere im ZNS vergleichbare

Axon- und Myelindicken zu den Wildtypen aufwiesen. Angaben in pm.
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3.3 Axonale Schadigung bei p75""R-defizienten-Mausen im Cuprizon-Modell

Durch die Anwendung immunhistochemischer Verfahren konnten axonales APP sowie
Synaptophysin, die im Rahmen einer axonalen Transportstorung bzw. Schadigung
akkumulieren, sichtbar gemacht werden. Ich verglich hierbei Mause ohne den p75""-Rezeptor
mit Wildtyp-Mausen nach sechswoéchiger Cuprizon-Gabe fir drei Experimentreihen sowie
nach einer weiteren Cuprizon-freien Woche fiir vier Experimentreihen.

Quantifiziert wurde der axonale Schaden im medialen Teil des Corpus callosum durch
standardisiertes und wiederholtes Auszahlen am Mikroskop. Ein Zahlgitter diente dazu, die

Anzahl der geschadigten Axone pro mm? zu berechnen.

3.3.1 Ausmal} des axonalen Schadens im demyelinisierten Corpus callosum nach
Cuprizon-Gabe in der APP-Farbung
Zwei von drei Experimenten (Exp.2 und Exp.3) zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Vergleichsgruppen beziiglich der Anzahl APP*-Axone und damit des axonalen
Schadens im Corpus callosum.

APP" axonale APP" axonale
Exp.2 | Spharoide/mm?® | p-Wert Exp.3 | Spharoide/mm? | p-Wert
[MW+/-SD] [MW+/-SD]
p75N TR /- 64,1+ 22,5 p75N TR /- 187+7,1
0,834 0,513
wt 61,6 + 20,9 wt 20,729

Tabelle 3.3: APP"—Spharoide zum Demyelinisierungszeitpunkt in Exp.2 und 3. Kein signifikanter Unterschied
zwischen den p75""R-/- Tieren und den Wildtypen nach sechswéchiger Cuprizon-Gabe detektierbar (ungepaarter
t-Test mit Welch-Korrektur).

Trotz gleicher Vorgehensweise wies das Exp.2 einen deutlich héheren durchschnittlichen
axonalen Schaden auf (62,8 + 20,9 APP* axonale Spharoide/mm? [MW+/-SD]) als das Exp.3
(19,5 + 5,6 APP* axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.18: Quantifizierung der APP*-Spharoide zum Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp.2 und 3. Hier

zeigten sich zwischen beiden Genotypen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des AusmafBes des

axonalen Schadens. Insgesamt hohere durchschnittliche Absolutwerte in Exp.2 (62,8 + 20,9 APP* axonale
Sphéroide/mm? [MW+/-SD]) im Vergleich zum Exp.3 (19,5 + 5,6 APP* axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.19: Immunhistologie des axonalen Schadens in der APP-Férbung zum Demyelinisierungszeitpunkt
in den Exp.2 und 3. Kein signifikanter Unterschied zwischen den p75"™ -/- (A und C) und den wt-M4usen (B

und D) in der APP-Féarbung (p= 0,834 bzw. p= 0,513 ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur). Insgesamt

niedrigeres Niveau an axonalem Schaden (siehe Pfeile) im Exp.3 (C, D) im Vergleich zum Exp.2 (A, B). 400-

fache OriginalvergroBRerung; BalkengréfRe 100pum.
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Das Exp.1 hingegen wies einen signifikant hoheren axonalen Schaden bei den p75"™"-
defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen auf (p75"™ " -/-: 72,2 + 18,9 axonale
Spharoide/mm? [MW+/-SD]; wt: 47,9 + 154 APP* axonale Spharoide/mm? p= 0,020;

ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur).
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Abbildung 3.20: Quantifizierung der APP*-Sphéroide zum Demyelinisierungszeitpunkt in Exp.1. Die Abb. zeigt
eine signifikant héhere Anzahl an geschadigten Axonen bei den p75™""-knockout-Tieren im Gegensatz zu den
Wildtypen nach sechswéchiger Cuprizon-Gabe in der lichtmikroskopischen APP-Farbung (p= 0,020 ungepaarter
t-Test mit Welch-Korrektur).
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Abbildung 3.21: Immunhistologie des axonalen Schadens in der APP-Farbung zum Demyelinisierungszeitpunkt
in Exp.1. Signifikant mehr APP*-Sphéroide (siehe Pfeile) bei den p75™"*-knockout-Mausen (A) gegeniiber den
Wildtyp-Méusen (B) in der APP-Immunhistochemie. 400-fache Originalvergréferung; Balkengréfe 100um.
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3.3.2 Ausmal} des axonalen Schadens im demyelinisierten Corpus callosum nach
Cuprizon-Gabe in der Synaptophysin-Farbung

Die Synaptophysin-Immunhistochemie stellt ebenfalls axonale Spharoide dar, zumal auch

dieses Protein mittels schnellen anterograden axonalen Transports in Richtung Synapse

beférdert wird. Es diente zur Validierung der mittels der APP-Immunhistochemie gefundenen

Ergebnisse.

Ahnlich der APP-Auswertungen wurden auch hier nach sechswéchiger Demyelinisierung bei
zwei von insgesamt drei Experimenten (Exp.2, Exp.3) keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen gefunden (p= 0,744 fur Exp.2 und p= 0,069 fur Exp.3;
ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur).

Beim Exp.3 zeigten die Tiere mit Expression des p75" -Rezeptors (wt-Tiere) tendenziell
jedoch einen héheren axonalen Schaden (wt: 16,1 + 5,1 Syn." axonale Spharoide/mm?
[MW+/-SD]) als die Wildtyp-Tiere (p75" "-/-: 10,3 + 4,1 Syn.* axonale Spharoide/mm?;

p=0,069). In diesem Experiment ergaben sich insgesamt sehr niedrige Absolutwerte flr den
axonalen Schaden in beiden Vergleichsgruppen (p75™'" -/-: 10,3 + 4,1; wt: 16,1 + 5,1 Syn."
axonale Spharoide/mm?) im Vergleich zum Exp.2 (p75"'" -/-: 34,9 + 6,8; wt: 37,6 + 18,0

Syn." axonale Spharoide/mm>).
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Abbildung 3.22: Quantifizierung der Syn.*-Sphéroide zum Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp.2 und 3. Kein
signifikanter Unterschied (p= 0,744 ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) hinsichtlich des axonalen Schadens
in Exp.2 (A). Tendenziell héherer axonaler Schaden (p= 0,069) in Exp.3 (B) zwischen den Tieren ohne den

p75N"-Rezeptor (p75"™" -/-) im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren nach sechswochiger Cuprizon-Gabe.
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Das Exp.1 hingegen wies mehrere Besonderheiten auf: zunachst zeigte es ungleich zur APP*-
Auswertung weder signifikante noch tendenzielle Unterschiede zwischen den p75N™"-
knockout- und wt-Tieren (p= 0,110; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur). Des Weiteren
kam es in diesem Experiment zu einem deutlich héheren Niveau von axonaler Schadigung
(p75"™® -/-: 115,6 + 33,7; wt: 81,6 + 36,7 Syn.” axonale Sphéroide/mm? [MW+/-SD]) im
Vergleich zum Exp.2 (p75"™" -/-: 34,9 + 6,8; wt: 37,6 + 18,0 Syn.” axonale Spharoide/mm?)
bzw. zum Exp.3 (p75"N"" -/-: 10,3 + 4,1; wt: 16,1 + 5,1 Syn." axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.23: Quantifizierung der Syn."-Spharoide zum Demyelinisierungszeitpunkt in Exp.1. Nicht
signifikanter Unterschied bezlglich der axonalen Schéddigung (p= 0,110; ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur) bei den p75NR-knockout-Tieren (p75™'™} -/-: 115,6 + 33,7 Syn." axonale Spharoide/mm? [MW+/-

SD]) im Vergleich zu den Wildtypen im medialen demyelinisierten Corpus callosum (wt: 81,6 + 36,7 Syn.”
axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.24: Immunhistologie des axonalen Schadens in der Syn.-Farbung zum Demyelinisierungszeitpunkt
in den Exp.1 und 2. Dabei fallt tendenziell ein hoherer axonaler Schaden bei den p75"™*-/-Tieren (A) im
Vergleich zu den wt-Tieren (B) waéhrend der Demyelinisierung in Exp.1l auf. Exp.2 zeigt hingegen eine
vergleichbare Anzahl wvon Synaptophysin® axonalen Spharoiden (siehe Pfeile in der 400-fachen
OriginalvergréRerung) zwischen den p75"™R-/-Tieren (C) und den Wildtypen (D) auf. Der schwarze Rahmen
zeigt jeweils das vergroRert dargestellte Areal. BalkengréBe 200pum fur 100- und 200-fache
OriginalvergréRRerung; BalkengrofRe 100um fir 400-fache OriginalvergréRerung.
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3.3.3 Ausmal3 des axonalen Schadens im remyelinisierten Corpus callosum nach

Cuprizon-Absetzung in der APP-Immunhistochemie

Hinsichtlich der Remyelinisierung wies die Mehrheit der vier Versuche einen signifikanten
Unterschied (p= 0,0004 fur Exp.1 bzw. p= 0,024 fiir Exp.4; ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur) zwischen den p75™"R-defizienten Mausen (Exp.1: p75"'® -/-: 57,0 + 11,9; Exp.4:
p75NR -/-: 45,4 + 6,1) und den wt-Tieren auf (wt: 23,0 + 8,2 fiir Exp.1; bzw. wt: 35,8 + 4,0
fur Exp.4; siehe Abbildung 3.25). Angaben in APP*- Spharoiden/mm? [MW+/-SD].
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Abbildung 3.25: Quantifizierung der APP*-Sphiroide zum Remyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1 und 4.
Deutlich erhéhtes AusmaR an axonalem Schaden bei den p75"™"-knockout-Tieren im Gegensatz zu der
Vergleichsgruppe in zwei Versuchsreihen (p= 0,0004 in Exp.1 bzw. p= 0,024 in Exp.4; ungepaarter t-Test mit
Welch-Korrektur) eine Woche nach Absetzung der Cuprizon-Diat.
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Abbildung 3.26: Immunhistologie des axonalen Schadens in der APP-Farbung zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.4. Mehr APP*-Spharoide (siehe Pfeile) fir p75"™™ -/- Tiere (A) im Vergleich zu den Wildtypen (B)

derselben Versuchsreihen. 400-fache OriginalvergréRerung; BalkengréfRe 200um.

Dieser signifikante Unterschied konnte sowohl fiir homozygote p75"'" -/- Tiere (p< 0,001;
p75NTR o[- 23,6 + 7; wt: 6,0 + 5,1 [MW+/-SD]) als auch fiir heterozygote Mause in einem
weiteren Experiment nachgewiesen werden (p<0,01; ANOVA; p75" " +/-: 21,0 + 2,7 APP*
Sphéroide/mm?; siehe Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Quantifizierung der APP*-Spharoide zum Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.2. Heterozygote-
und homozygote p75™"R-knockout-Tiere wiesen einen hoheren axonalen Schaden im Vergleich zu den Wildtyp-
Méusen auf (p<0,001 fiir p75™"™" -/- vs. wt und p<0,01 fir p75"™ +/- vs. wt; ANOVA mit Bonferroni-Post-Test).

Kein signifikanter Unterschied (ns) fir p75™'" -/- vs. p75"® +/- nachweisbar.

AExp.2 p75"T" -/- B Exp.2 p75N™® 4/- C Exp.2 wt
> oy S = eu T
* » y - aa - an ‘p'.'
B T - - - AR ok o @0 . -
- - ot - g — - »"
- ot - o ~ - ‘.4
s A « / . .- o _p&
- — - - . - ®
"y e - - . = - - -
a0 g - % 2 = - - ,.-~ = o - '
i S 2 - .. C‘. .- .'-
- ———— - . = o Lok

Abbildung 3.28: Immunhistologie des axonalen Schadens in der APP-Féarbung zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.2. Hochgradig ausgeprégter axonaler Schaden sowohl bei den homozygoten (A) als auch bei den
heterozygoten p75"'" -/- Maéusen (B) im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen (C). 400-fache

OriginalvergréRRerung; BalkengréfRe 100um.
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Im Experiment 3 konnte kein signifikanter Unterschied (p= 0,169; ungepaarter t-Test mit
Welch-Korrektur) zwischen den Gruppen festgestellt werden (p75~™" -/-: 37,6 + 7,7; wt: 29,4
+ 11,4 APP*" Spharoide/mm? [MW+/-SD]).
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Abbildung 3.29: Quantifizierung der APP*-Sphéroide zum Remyelinisierungszeitpunkt in Exp.3. Kein
signifikanter Unterschied beziglich des axonalen Schadens zwischen den beiden Vergleichsgruppen, (p= 0,169
ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur; wt: 29,4 + 11,4 [MW+/-SD]) im Vergleich zu den p75"™® -/- Tieren
(37,6 + 7,7 APP*-Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.30: Immunhistologie des axonalen Schadens in der APP-Féarbung zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.3. Ahnlich hoher axonaler Schaden (Pfeile) bei den p75™™*-knockout- (A) und den Wildtyp-Mausen (B)
nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe und anschlieRender einwdchiger Erholungsphase.  400-fache

OriginalvergrofRerung; Balkengrofe 100um.
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3.3.4 Ausmal} des axonalen Schadens im remyelinisierten Corpus callosum nach

Cuprizon-Absetzung in der Syn.-Immunhistochemie

Wéhrend der Remyelinisierung kam es bei einem der vier durchgefiihrten Experimente zu
signifikant hoherem axonalen Schaden bei Tieren ohne den p75"'-Rezeptor (p= 0,039 fiir
Exp.1 ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur). In einem weiteren Experiment (Exp.2) war
dieser signifikante Unterschied nur fiir heterozygote p75"™ '~ +/- Tiere detektierbar (p< 0,05;
ANOVA mit Bonferroni-Post-Test). Der t-Test mit Welch-Korrektur zwischen den p75"™"-/-

und wt-Tieren zeigte mit p= 0,021 allerdings auch hier einen signifikanten Unterschied.

Insgesamt wies das Exp.2, wie auch schon wahrend der Demyelinisierung, wesentlich
niedrigere Werte fiir den axonalen Schaden auf (p75"'" -/-: 12,1 + 3,5; p75" '~ +/-: 15,0 + 1,4;
[MW+/-SD]; wt: 7,0 + 3,9) im Vergleich zu Exp.1 (p75"'" -/-: 48,5 + 26,1; wt: 19,2 + 9,0
Syn." axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.31: Quantifizierung der Syn.*-Sphéroide zum Remyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1 und 2.
Signifikant hoherer axonaler Schaden (p= 0,039 in Exp.1; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) bei den
p75NTR-knockout-Tieren im Vergleich zu den wt-Tieren in Exp.1. Das Exp.2 zeigte lediglich einen signifikanten
Unterschied zwischen den heterozygoten p75™™ +/-Tieren im Vergleich zu den Wildtypen (p<0,05; ANOVA
mit Bonferroni-Post-Test).
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Abbildung 3.32: Immunhistologie des axonalen Schadens in der Syn.-Farbung zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.2. Die lichtmikroskopische Féarbung zeigt einen deutlich hoheren axonalen Schaden (siehe Pfeile in 400-
facher OriginalvergroRerungen) bei den heterozygoten p75""™" +/- Tieren (B) im Vergleich zu den Wildtyp-
Tieren (C). Der schwarze Rahmen zeigt jeweils das vergroRert dargestellte Areal. BalkengréRe 200pm fir 100-

und 200-fache Originalvergroferung; BalkengroRe 100um fur 400-fache OriginalvergroRerung.
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In zwei weiteren Experimenten wurde dieser Unterschied allerdings nicht bestétigt (Exp.3: p=
0,793 bzw. Exp.4: p= 0,595 ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur). Exp.4 wies insgesamt
ein hoheres Niveau an axonaler Schadigung auf sowohl fur die p75™ ™" -/- (51,3 + 12,6 Syn.*
Spharoide/mm? [MW+/-SD]) als auch fiir die Wildtypen (45,6 + 16,7 Syn." -Sphéroide/mm?)
im Vergleich zu Exp.3 (p75" "7 -/-: 35,2 + 7,2; wt: 36,3 + 6,6 Syn.* axonale Spharoide/mm?).
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Abbildung 3.33: Quantifizierung der Syn.*-Sphéroide zum Remyelinisierungszeitpunkt in den Exp.3 und 4. Es

ist kein signifikanter Unterschied im axonalen Schaden in Abhédngigkeit von der An- oder Abwesenheit des

p7

5NT_Rezeptors nachweisbar.
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Abbildung 3.34: Immunhistologie des axonalen Schadens in der Syn.-Farbung zum Remyelinisierungszeitpunkt
in Exp.3. Vergleichbares AusmaR an axonalem Schaden (siehe Pfeile) zwischen den p75N""-knockout-Tieren
(A) und den Wildtypen (B). 400-fache OriginalvergrofRerung; Balkengréfie 100um.
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3.4 Entziindungsreaktion bei p75""-knockout-Mausen im Cuprizon-Modell

AntikOrper gegen das CD3-Molekil markieren T-Zellen und stellen damit ein
immunhistochemisches Korrelat des Ausmalies an Entziindungszellinfiltration dar. Cuprizon-
induzierte Entmarkung gilt zwar als nicht T-Zell-mediiert, trotzdem sind in der Regel einzelne
T-Zellen in den entmarkten Arealen nachweisbar (McMahon et al. 2002). Anhand des
Zéahlgitters wurden die positiv-markierten CD3-Zellen im medialen Teil der Corpora callosa

quantifiziert.

3.4.1 Ausmal der Entztindungsreaktion zum Demyelinisierungszeitpunkt

Nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe konnte in keinem der drei Experimente ein signifikanter
Unterschied zwischen den p75"""-knockout-Mausen und ihrer Vergleichsgruppe detektiert
werden. Insgesamt ergab das Exp.3 ein niedrigeres Niveau an T-lymphozytarer Infiltration im
Vergleich zu den Exp.1 und 2 (siehe Tabelle 3.4).

NTR
[&7\/?/#-3/[)] [MWV-\I-,;-SD] p-Wert
Exp.1 41,8+ 11,7 40,0+ 17,5 0,825
Exp.2 250+ 3,6 24+54 0,543
Exp.3 10,1+3,9 103+1,7 0,881

Tabelle 3.4: T-Zell-Infiltration zum Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1-3. Keine signifikanten
Unterschiede in allen drei Experimentreihen zwischen den p75"""-knockout-Tieren und den Wildtyp-Tieren
feststellbar (ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur; Angaben in CD3*-T-Zellen/mm? [MW+/-SD]).

Graphische Darstellung der T-lymphozytaren Infiltration bei den p75™"~ -/- und wt-Tieren
zum Demyelinisierungszeitpunkt
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Abbildung 3.35: Anzahl der T-Zellen zum Demyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1-3. Kein signifikanter
Unterschied zwischen den p75"""-knockout-Tieren und den Wildtypen beziiglich der T-Zell-Dichte nach

sechswdchiger Cuprizon-Gabe detektierbar.
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Abbildung 3.36: Lichtmikroskopische Aufnahmen der T-Zellinfiltration zum Demyelinisierungszeitpunkt in
Exp.1. Die mikroskopischen Aufnahmen der CD3-immunhistochemischen Farbung zeigen &hnliche T-Zell-
Infiltration fir die Vergleichsgruppen p75™™-/- (A) und Wildtypen (B) bei 400-facher OriginalvergroRerung;
BalkengréRe 100um.

3.4.2 Ausmal der Entztindungsreaktion zum Remyelinisierungszeitpunkt

Analog zu den anderen immunhistochemischen Farbungen fihrte ich die CD3-
Immunhistochemie ebenfalls in vier Experimentreihen nach sechswochiger Cuprizon-Gabe
mit anschlieBender einwdchiger Cuprizon-Pause durch. Hierbei wurde bei zwei Experimenten
ein signifikanter Unterschied (p<0,05 fur Exp.2; ANOVA mit Bonferroni-Post-Test bzw. p=
0,042 fiir Exp.3; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) gefunden.

Die Mittelwerte lagen in Exp.2 sowohl fiir p75"'" +/- (28,4 + 7,3) als auch fir p75"'~ -/-
(27,7 + 10,5) und wt (13,4 + 6,9) etwas niedriger als im Exp.3 (p75"'" -/-: 42,2 + 14,8; wt:
27,4 +10,3). Angaben in CD3*-T-Zellen/mm? [MW+/-SD].
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Abbildung 3.37: Anzahl der T-Zellen zum Remyelinisierungszeitpunkt in den Exp.2 und 3. Signifikanter
Unterschied (A: p<0,05 ANOVA mit Bonferroni-Post-Test bzw. B: p= 0,042; ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur) zwischen beiden Vergleichsgruppen: die p75"""-/- Tiere zeigten eine hohere Anzahl von T-Zellen
wahrend der Remyelinisierungsphase im Vergleich zu den Wildtypen in zwei Versuchsreihen (Exp.2 und
Exp.3). Der Vergleich zwischen den p75™™*-heterozygoten-Tieren mit den Wildtypen (A: ns= nicht signifikant)

5NT

zeigte, dass die 50%ige Reduktion des p75" -Rezeptors nicht zu einer erhdhten Anzahl an T-lymphozytéren

Zellen wahrend der Remyelinisierung fuhrt.
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Abbildung 3.38: Lichtmikroskopische Aufnahmen der T-Zell-Infiltration zum Remyelinisierungszeitpunkt in
Exp.3. Signifikant mehr CD3"-Zellen (siehe Pfeile) bei den p75""R-homozygoten-knockout-Tieren (A) nach
einwdchiger Cuprizon-Pause im Vergleich zu den Wildtypen (B). 400-fache OriginalvergroRerung; Balkengrofe
100um.

In den beiden weiteren Experimenten konnte dieser Unterschied allerdings nicht bestatigt
werden (p= 0,383 fur Exp.1 und p= 0,741 fir Exp.4; ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur). Hier lieferten beide Experimente dhnliche Entziindungswerte fiir p75" '+ -/-: 24,7
+13,7; wt: 18,9 + 7,3 in Exp.1; bzw. p75N"® -/-: 13,5 + 3,6 sowie wt: 14,1 + 3,0 in Exp. 4).
Angaben in CD3*-T-Zellen/mm? [MW+/-SD].
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Abbildung 3.39: Anzahl der T-Zellen zum Remyelinisierungszeitpunkt in den Exp.1 und 4. Keine signifikanten
Unterschiede (p= 0,383 bzw. p= 0,741; ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) zwischen den beiden

Vergleichsgruppen beziglich der Anzahl der T-Zell-Infiltration nach einwdchiger Cuprizon-Pause.
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Abbildung 3.40: Lichtmikroskopische Aufnahmen der T-Zell-Infiltration zum Remyelinisierungszeitpunkt in
Exp.1. Vergleichbare Anzahl von CD3*-Lymphozyten (Pfeile) unabhangig von der Ab- (A) oder Anwesenheit
(B) des p75"T-Rezeptors. 400-fache OriginalvergréRerung; BalkengréRe 100pm.
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4  Diskussion

Der p75"™ wird nicht nur von vielen verschiedenen Zellarten wie Entziindungszellen,
Endothelzellen sowie Neuronen exprimiert, sondern ist auch fir vielféaltige, teilweise
entgegengesetzte Aufgaben von Apoptose-Vermittlung bis hin zur Forderung des
Zelluberlebens verantwortlich (Hempstead 2002). Bislang wurden schwerpunktmalRig seine
protektiven Aufgaben im Rahmen von Regenerationsvorgangen vor allem im PNS untersucht
(Gentry et al. 2000). Um etwaig bestehende Parallelen analog zum PNS auch im ZNS
aufzudecken, wurden die Effekte des p75"'-Rezeptors im Cuprizon-Modell nach De- und
Remyelinisierung in der vorliegenden Arbeit betrachtet. Dabei ging es hauptsachlich um die
Frage, ob das AusmaB des axonalen Schadens durch die Expression des p75"'-Rezeptors
reduziert werden kann und ob der Neurotrophinrezeptor moglicherweise durch die
Stabilitatsforderung der BHS der Einwanderung von entziindungsférdernden T-Zellen

entgegenwirkt.

4.1 Die Bedeutung des p75""-Rezeptors fiir die De- und Remyelinisierung im

Cuprizon-Modell

4.1.1 Beeinflussung der Demyelinisierung durch den p75~™"

Um den Einfluss des p75""-Rezeptors bzw. die Auswirkungen seines Fehlens auf die
Remyelinisierungseffizienz systematisch zu untersuchen, quantifizierte ich den Myelingehalt
im Corpus callosum von Mausen nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe sowohl
lichtmikroskopisch anhand der LFB/PAS-Farbung als auch elektronenmikroskopisch. Dazu
verglich ich in drei Experimenten den Vorgang der akuten Demyelinisierung zwischen
p75"TR-knockout- und Wildtyp-Tieren.

Dabei zeigten zwei Experimente (Exp.1, Exp.3) lichtmikroskopisch, dass die Abwesenheit

des p75™"

-Rezeptors keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Demyelinisierungs-
ausmafes der Corpora callosa unter Cuprizon-Gabe, sowohl im medialen als auch im lateralen
Teil, bewirkte. Zu diesem Ergebnis kommen auch Copray et al. 2005, die ebenfalls in der

LFB/PAS-Farbung p75""*-knockout- mit Wildtyp- Mausen verglichen hatten.

Ein Experiment (Exp.2) wies jedoch lichtmikroskopisch signifikant weniger Entmarkung bei
den Tieren ohne den p75""-Rezeptor im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren auf; allerdings nur
in den medialen Anteilen der Corpora callosa. In der Gesamtschau der erhobenen Daten
scheint also ein Fehlen des p75"'-Rezeptors das AusmaR der Entmarkung durch Cuprizon
nicht wesentlich zu beeinflussen. Insgesamt konnten die heterogenen Ergebnisse dieser

Experimentreihe durch geringe Schwankungen im experimentellen Aufbau begriindet sein.



4. Diskussion 68

So genigt beispielsweise ein Cuprizon-Gehalt von 0,1% bei den C57BL/6 M&ausen nicht fur
eine Demyelinisierung (Hiremath et al. 1998). Falls also eine Mausgruppe zu wenig Cuprizon
durch das Futter aufgenommen hat, konnte dies zu einer nicht ausreichenden
oligodendrozytenschadigenden TNF-a-Synthese von Mikroglia und Astrozyten geftihrt haben
(Pasquini et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, diese Schwankungen durch
mehrfaches Durchfiihren der Experimente weitestgehend auszuschlieen. Da das Ergebnis
einer geringeren Entmarkung in den p75™""-/- nur in einem Durchgang und nur im medialen
Anteil des Corpus callosum nachweisbar war, ist es im Kontext am ehesten als ,,Ausreil3er-

Ergebnis* zu interpretieren.

Quantitative Aussagen Uber den Myelingehalt im Corpus callosum konnen neben der
LFB/PAS-Farbung (Scholtz 1977) auch tber elektronenmikroskopische Untersuchungen
erhalten werden. Analog zu den lichtmikroskopischen Ergebnissen konnte ich in den
elektronenmikroskopischen Auswertungen, wie auch Mason et al. 2001, ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede im AusmaR der Entmarkung zwischen den p75™"™?-knockout-
Mausen und den Wildtyp-Tieren nach sechswochiger Cuprizon-Gabe nachweisen.
Einschrankend muss hinzugefiigt werden, dass die Aussagekraft der elektronenmikroskopisch
gewonnenen Ergebnisse durch die kleine untersuchte Flache limitiert ist. Aus meiner Sicht
bestatigen die licht- und elektronenmikroskopischen Experimente daher, dass die

5NT

Abwesenheit des p75™ '-Rezeptors weder einen protektiven noch einen schadigenden Einfluss

auf die durch Cuprizon induzierte Oligodendrozytenschadigung und Demyelinisierung hat.

4.1.2 Beeinflussung der Remyelinisierung durch den p75™ ™"

AnschlieBend wurden vier Experimente durchgefiihrt, um den Einfluss des p75"'-Rezeptor-
Systems auf die Effizienz der Remyelinisierung zu untersuchen. Die Remyelinisierung tragt
im Cuprizon-Modell, aber auch bei der MS, maRgeblich zur motorischen Symptom-
riickbildung bei (Liebetanz und Merkler 2006; Bodini et al. 2012). Die Wiederherstellung der
Myelinscheiden beginnt mit der Vermehrung von OPCs in entmarkten Gebieten und
angrenzenden, noch myelinisierten Arealen, aus denen sich dann reife Oligodendrozyten

entwickeln, welche die Axone (re)myelinisieren konnen (Irvine und Blakemore 2006).

Die Ergebnisse meiner Experimente differieren hier deutlicher: Einerseits scheint der p75"'-
Rezeptor fir die Remyelinisierung forderlich zu sein, sodass seine Abwesenheit zu signifikant
schlechteren Remyelinisierungsergebnissen fiihrt (Exp.2 medial und lateral, Exp.4 lateral).
Dies bekraftigt die Hypothese von Lu et al. 2005, dass der p75™"™* im ZNS nicht nur zur

Myelinisierung wahrend der Entwicklung, sondern auch im adulten Zustand zur Defekt-
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Regeneration benotigt wird: so konnten beispielsweise Petratos et al. 2004 zeigen, dass die fir

5NTR

die Remyelinisierung essentiellen OPCs den p7 nach  Cuprizon-induzierter

Demyelinisierung exprimieren.

Auch lassen die von mir durchgefiihrten Experimente vermuten, dass die moglicherweise
durch den p75"™® geférderte Remyelinisierung im medialen Teil des Corpus callosum
beginnt: hier lieBen sich durchgehend hohere Mittelwerte der (Re-)Myelinisierungsintensitat
nachweisen im Vergleich zu den lateralen Anteilen der Corpora callosa, sowohl bei den
knockout-Mausen als auch bei ihren Kontrollgruppen (Exp.1, 2, 3).

Andererseits zeigten drei meiner Versuche, dass der p75""

-Rezeptor moglicherweise fir die
effiziente Remyelinisierung im ZNS —zumindest im Cuprizon-Modell- nicht benétigt wird
(Exp.1 medial und lateral, Exp.3 medial und lateral, Exp.4 medial). Im PNS hingegen scheint
der p75""-Rezeptor essentiell fiir die Remyelinisierung zu sein: Song et al. (2006) und Tomita
et al. (2007) wiesen nach einem Nervenschaden bei p75"""-defizienten Schwannzellen
verminderte axonale Regeneration und dunnere Myelinscheiden im Vergleich zu den
Wildtypen nach. Auch wird die Remyelinisierung im PNS p75""R-unabhéngig durch die
Bindung von NT-3 and TrkC gehemmt (Cosgaya et al. 2002). Im Gegensatz dazu kann die
Bindung der Neurotrophine BDNF (Rosenberg et al. 2006; Tomita et al. 2007; Zhang et al.
2000) bzw. NGF an den p75""-Rezeptor (iiber NF-kB-Induktion (Carter et al. 1996; Hirata et
al. 2001)) die Remyelinisierung im peripheren Nervensystem foérdern (Tomita et al. 2007).
Dabei bewirkt BDNF-Bindung an den p75™'™® auf Schwannzellen eine essentielle Interaktion
des G-Protein-gekoppelten Rezeptors Par-3 (Protease-activated receptor-3) mit dem p75"™'F.
Par-3 sorgt anschlieRend fir eine vermehrte Expression des p75"'-Rezeptors auf den
Schwannzellen. So wird, iiber die BDNF/p75"""-Bindung, dann die Myelinisierung der
Axone durch die Schwannzellen ermdéglicht. Nach Abschluss der Myelinisierung zerfallt der
Par-3/p75""R-Komplex wieder (Chan et al. 2006). Ein méglicher Grund, warum der p75™"-
Rezeptor nur im PNS, jedoch nicht im ZNS, die RM fordert, konnte sein, dass der p75™'-
Rezeptor im Gegensatz zu den Oligodendrozyten nach einem Nervenschaden auf den

Schwannzellen vermehrt exprimiert wird (Song et al. 2006).

Insgesamt lassen meine Daten eine leichte Tendenz erkennen, nach welcher der p75"'" sich
auch im ZNS auf die Remyelinisierung gunstig auswirkt. Allerdings konnte ich das nicht in
dem Male eindeutig nachweisen, wie es anhand der vertffentlichten Daten aus dem
peripheren Nervensystems zu erwarten gewesen wére. Daher scheint der Vorgang im ZNS
moglicherweise empfindlicher auf diverse Storfaktoren zu sein. Zu diesen zahlen die

Expression von Zytokinen, wie TNF-o. und IFN-y, aber auch von Aminosduren, wie
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Glutamat, die beispielsweise Oligodendrozyten schéadigen (Brick et al. 2003). So kann
TNF-a als proinflammatorisches Zytokin sowohl Oligodendrozyten und Mikroglia schadigen
als auch eine protektive Wirkung auf Neurone gegentiber NO austiben. Welche dieser
ambivalenten Wirkungen von den Zytokinen vermittelt wird, scheint neben dem

Freisetzungsort auch vom Freisetzungszeitpunkt abhangig zu sein (Sharief 1998).

Ein weiterer limitierender Faktor fur die Remyelinisierung konnte auch die intakte BHS im
Cuprizon-Modell sein, die nur eine geringe Immigration von Makrophagen in das ZNS
erlaubt. Dadurch kann das defekte Myelin weniger schnell abgebaut werden, und es kommt
im Verlauf sowohl zu einer verlangsamten und reduzierten Remyelinisierung als auch zu
einem hoheren axonalen Schaden, obwohl die OPC nicht direkt betroffen waren (Pohl et al.
2011).

Des Weiteren ist bekannt, dass die Remyelinisierungskapazitat mit steigendem Alter abnimmt
(Blakemore 1974; Chan et al. 2006). Dies konnte auf die von Shen et al. (2008) im Cuprizon-
Modell nachgewiesene geringere Expression der Histon-Deazetylasel (HDACL1)
zurlickzufuhren sein, die zur Transkription der DNA (Deoxyribonucleic acid;
Desoxyribonukleinsédure) notwendig ist und somit bei geringer Expression die
Remyelinisierungsversuche limitiert. Um diese Einschrdnkung zu umgehen, wurden in der
vorliegenden Arbeit alle Versuche mit acht bis zehn Wochen alten Mé&usen durchgefiihrt.
Trotzdem kann eine im Verlauf moglicherweise aufgetretene Verminderung der Expression

von HDAC1 nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

Da anhand der LFB/PAS-Farbung zwar das Ausmaf der Myelinisierung bestimmt werden
kann, aber nur bedingt die Unterscheidung zwischen Remyelinisierung und primérer
Myelinisierung gelingt (Van der Valk und de Groot 2000), wurden elektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgefuhrt. Die Remyelinisierung ist dabei durch eine geringere
Myelindicke im Verhéltnis zum axonalen Durchmesser, also einer insgesamt héheren G-ratio
charakterisiert (Briick et al. 2003). Ein signifikanter Unterschied zwischen den p75"™®-
knockout-M&usen und den Wildtypen nach der Remyelinisierung konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Jedoch zeigen meine elektronenmikroskopischen Daten,
wie erwartet, leicht erhdhte G-ratios sowie dinnere Myelinscheiden in den Experimenten
wéhrend der Remyelinisierungsphase im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Tieren,
wie auch in den Arbeiten von Mason et al. (2001) und Arnett et al. (2002). Auch bestatigen
die vorliegenden Daten den Beginn von Remyelinisierungs-Bestrebungen noch unter
Cuprizon-Gabe (Gudi et al. 2009): es ergaben sich vergleichbare G-ratio-Werte fiir beide

Gruppen nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe und nach einwdchiger Cuprizon-Karenz. Eine



4. Diskussion 71

maogliche Ursache, warum die lichtmikroskopischen Tendenzen elektronenmikroskopisch
nicht bestatigt werden konnten, mag der kleine Gewebeausschnitt sein, welcher der EM-

Untersuchung zugénglich ist.
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4.2 Der Einfluss des p75"T-Rezeptors auf die Axonvulnerabilitat

4.2.1 AusmaR des p75""R-un/abhangigen axonalen Schadens zum

Demyelinisierungszeitpunkt

Nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe wurde der axonale Schaden durch die zwei Marker APP
und Synaptophysin beurteilt. Dabei finden sich APP*-axonale Spharoide vor allem wéhrend

der Demyelinisierungs-Phase, wie auch die Arbeit von Xie et al. 2010 zeigte.

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wiesen wahrend der Demyelinisierung eine
vergleichbare Dichte an axonalen Sphéroiden auf, unabhangig von der Expression des p75™"-
Rezeptors (APP: Exp.2 und 3; Syn.: Exp.1-3). Der fehlende Nachweis eines signifikanten
Unterschieds konnte auf den insgesamt milden axonalen Schaden unter Cuprizon-Gabe, wie
von Stidworthy et al. 2003 sowie Matsushima und Morell 2001 beschrieben, zurlickzufiihren
sein. Dadurch konnten etwaig bestehende Unterschiede zwischen den beiden
Vergleichsgruppen moglicherweise nicht erkenntlich geworden sein. Eine andere Moglichkeit
ist, dass der p75™ " keinen Einfluss auf das AusmaR des axonalen Schadens hat, er also keine
axonale Protektion unter Demyelinisierungsbedingungen im Cuprizon-Modell bewirken kann.

Allerdings zeigte ein Experiment (APP: Exp.1), dass es ohne den p75"'™"

zu einem groflieren
axonalen Schaden nach der Demyelinisierung kommt. Im Kontext der vorliegenden Arbeit ist

dieses Experiment am ehesten als ,,Ausreiler-Experiment* anzusehen.

4.2.2  AusmaR des p75""R-un/abhangigen axonalen Schadens zum

Remyelinisierungszeitpunkt

Auch der axonale Schaden wurde nach einer einwdchigen Remyelinisierungsphase beurteilt.
Dabei zeigt die Mehrzahl der jeweils vier Experimentreihen, dass es ohne den p75"™" sowohl
in homo- als auch in heterozygoter Auspragung, zu vermehrtem axonalen Schaden im
Vergleich zu den Wildtypen kommt (APP: Exp.1, 2, 4; Syn.: Exp.1, 2).

Interessanterweise war dieser signifikante Unterschied lediglich zum
Remyelinisierungszeitpunkt wiederholt nachweisbar, jedoch nicht zum
Demyelinisierungszeitpunkt. Eine Vermutung ist daher, dass der Vorgang der
Remyelinisierung sich wesentlich starker auf den axonalen Schaden auswirken konnte bzw.
dass Axone in der Remyelinisierungsphase vulnerabler und damit anfélliger fur axonale
Schédigung sind. Smith (2006) erklart dies in Bezug auf MS-Lasionen (ber eine erhoht
nachweisbare Konzentration von NO, die Uber die Behinderung von mitochondrialen

Stoffwechselprozessen zu einem reduzierten ATP-Gehalt in Axonen fihrt. ATP wird von
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Axonen zur Aufrechterhaltung der Na'-K*-ATPase bendtigt, um das wihrend der
Depolarisation nach intrazelluldr gelangte Na* wieder nach extrazellular zu beférdern. Fehlt
ATP, steigt die intrazellulare Natriumkonzentration an, die den Na‘/Ca®*-Austauscher
aktiviert und dadurch zu einer erhéhten intrazellularen Konzentration von Ca®* fiihrt, welche
zur Aktivierung von Proteasen, zur Zerstorung des axonalen Zytoskeletts und schlussendlich
zur axonalen Transektion flhrt (Bei und Smith 2012; Cambron et al. 2012). Fir Smith (2006)
fihrt dieser Mechanismus in MS-Plaques vor allem wahrend der Remyelinisierung zu
axonalem Schaden, da es hierbei im Rahmen von Umstrukturierungsprozessen zu einer
lokalen Akkumulation von Na'-Kanidlen kommt und damit zu einer lokal sehr hohen
Konzentration von Na* bzw. Ca®*, sobald die Axone physiologisch erregt werden. Daher
werden derzeit Na*-Kanal Blocker, wie Flecainid, Lamotrigen und Phenytoin, in klinischen
Studien bei MS-Patienten zur axonalen Protektion eingesetzt. Sobald der Vorgang der
Remyelinisierung allerdings beendet ist, stellt diese den besten Schutz vor weiterem axonalen
Schaden, bedingt durch zu hohe intrazelluldre Natriumkonzentrationen, dar. Der bei den
p75""R-knockout-Tieren in der Remyelinisierungsphase festgestellte héhere axonale Schaden
konnte daher einerseits Uber eine vermehrte Konzentration von NO bedingt sein. Andererseits
basiert eine weitere Hypothese darauf, dass tiber den p75"'™" antioxidative Effekte tber die
Gewebeexpression eines Transkriptionsfaktors namens Hypoxie-induzierter Faktor-lo.
(hypoxia-inducible factor-1a; HIF-1a) vermittelt werden, die einen erhohten axonalen

Schaden bei Abwesenheit des p75""

-Rezeptors erklaren wiirden. Dabei scheint HIF-1a
sowohl tber Induktion der Synthese des Signalmolekiils VEGF (vascular endothelial growth
factor) die Angiogenese im betroffenen Gewebe zu fordern als auch tber eine Supprimierung
von Entziindungsvorgangen zu wirken (Le Moan et al. 2012). So fiihrt bei Normoxie die

NTR
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Bindung von p7 an das Enzym (ubiquitin-ligase seven in absentia homolog2) zu ihrer

Inaktivierung und damit zum Abbau von HIF-1a. Unter Hypoxie hingegen wird die y-
Sekretase neurotrophinunabhangig aktiviert und spaltet den intrazellularen Anteil des p75" -
Rezeptors ab. Dies flihrt ebenfalls zu einer erhdhten Konzentration von Siah2 und damit zu
einer Stabilisierung von HIF-la. Bei p75""R-knockout-Mausen hingegen steht der
Transkriptionsfaktor HIF-1o nicht mehr in diesem Ausmal zur Verfiigung und kann daher
nicht zur notwendigen Angiogenese unter dem Auftreten von Hypoxie beitragen. Zusatzlich
steht bei Abwesenheit des Neurotrophinrezeptors mit konsekutiv geringerer Expression von
HIF-1a. das daran gekoppelte und axonenprotektiv wirkende Erythropoetin (EPO) in

geringerem Mal3e zur Verfugung (Le Moan et al. 2011).
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Eine andere Hypothese, die erklaren koénnte, warum die p75"""-knockout-Tiere einen
vermehrten axonalen Schaden wéhrend der Remyelinisierung aufweisen, bezieht sich auf die
Auswirkungen von Cuprizon auf den Leberstoffwechsel. Eine prolongierte Cuprizon-
Exposition fuhrt in der Leber zur Bildung von Megamitochondrien und dartber zur
Leberschéadigung (Kipp et al. 2009). Passino et al. (2007) gelang der Nachweis, dass durch die
vermehrte Expression des p75"'-Rezeptors auf geschadigten Hepatozyten deren Regeneration
gefordert wird. Den p75™™R-knockout-Mausen steht diese Maglichkeit nicht zur Verfiigung,
sodass sie moglicherweise aufgrund der Cuprizon-induzierten Leberschadigung das bisher
aufgenommene Cuprizon nun weniger gut eliminieren koénnen und dieses oder seine
Metaboliten somit ldnger sowohl in der Leber als auch im ZNS wirken kdnnen. Dass
deutliche Parallelen zwischen Vorgangen im ZNS und in der Leber bestehen, beschreiben
auch Schachtrupp et al. 2011. Sie fanden heraus, dass sowohl Astrozyten als auch
Hepatozyten den p75""" exprimieren. Diese beiden Zellarten sind auch iiber die Expression
von dem Gliafaserprotein (GFAP), einem Zytoskelettbestandteil, fir die Narbenbildung im

jeweiligen Gewebe verantwortlich.

Insgesamt war lediglich bei einer (APP: Exp.3) bzw. bei zwei (Syn.: Exp.3; Exp.4) der jeweils
vier Experimentreihen kein signifikanter Unterschied bzgl. der axonalen Schadigung im
Stadium der Remyelinisierung nachweisbar. Daher zeigen die vorliegenden Ergebnisse im
Cuprizon-Modell mit diesen Auswertemethoden deutlich, dass es ohne die Expression des
p7
Schaden im ZNS kommt.

5NT-Rezeptors wiahrend der Remyelinisierung zu einem wesentlich héheren axonalen

Allerdings legen neue Studien wie die von Schirmer et al. 2012 nahe, dass Synaptophysin-
positive Sphéroide nicht nur axonalen Schaden anzeigen, sondern mdglicherweise auch
indikativ fur axonale Regeneration sein kdnnen. Daher muss in Betracht gezogen werden,
dass die verwendeten Marker nur Hinweise geben und keine singuldre Aussagekraft haben
kénnten. Des Weiteren wurde bei den von mir untersuchten p75" ' "-knockout-Mausen dieser
Rezeptor sowohl auf Neuronen als auch auf Glia-Zellen im ZNS nicht exprimiert. Im PNS
gibt es Hinweise darauf, dass die gliale Expression des p75™'" die axonale Regeneration (iber
Antagonisierung von NOGO/NGR/LINGO-1 fordern kann, wohingegen sich die
Rezeptorexpression auf Neuronen hinderlich auf axonale Regeneration auswirken soll (Zhou
X und Li H 2007). Daher konnte es eine Aufgabe zukunftiger Studien sein, diesen

Zusammenhang auch im ZNS nachzuweisen.
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4.3 Die Bedeutung des p75""-Rezeptors fiir die Entziindungsreaktion

4.3.1 Infiltration von CD3*-Zellen in Abh&ngigkeit von der Expression des p75™ '~

nach der Entmarkung

Die orale Aufnahme von Cuprizon bewirkt eine toxische, aber reversible axonale
Demyelinisierung vor allem des Corpus callosum ohne die Beteiligung von T-Zellen
(Hiremath et al. 1998; Matsushima und Morell 2001). Daher ist dieses Modell optimal, um

Einflisse des p75™"

-Rezeptors hinsichtlich einer Forderung der Migration von T-Zellen in das
ZNS zu untersuchen. Trotz intakter Blut-Hirn-Schranke kommt es im Rahmen der axonalen
Entmarkung jedoch zu einer eher geringen lokalen Entziindungsantwort (Hiremath et al.
1998). Anhand von immunhistochemischen Farbungen fir CD3 habe ich die Anzahl der in
die de- bzw. remyelinisierten Areale eingewanderten T-Zellen in Abhéngigkeit von der An-

5NT

bzw. Abwesenheit des p75™ '-Rezeptors quantifiziert.

Nach sechswdchiger Cuprizon-Gabe stellte ich keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Vergleichsgruppen fest (Exp.1-3). Meine Ergebnisse lassen daher darauf schlielen,
dass die im Rahmen der Demyelinisierung stattfindende Immigration von T-Zellen nicht
durch An- bzw. Abwesenheit des p75"'-Rezeptors beeinflusst wird: kein Experiment (Exp.1-
3) wies einen signifikanten Unterschied zwischen den Tieren auf. Allerdings zeigen neueste
Studien von Kang et al. 2012, dass die Demyelinisierung im Cuprizon-Modell von der
Ausschuttung des inflammatorischen Zytokins IL-17 abhangig zu sein scheint. Dieses wird
von CD4"-Thy,-Helferzellen synthetisiert und tragt (ber ein entziindliches Milieu zu
Oligodendrozytentod und Demyelinisierung bei. Folglich ware es interessant herauszufinden,

ob die Expression des p75"'" Einfluss auf die Synthese von IL-17 hat.

4.3.2 Infiltration von CD3*-Zellen in Abh&ngigkeit von der Expression des p75™ '~
nach Wiederherstellung der Myelinscheiden

Nach einwdchiger Cuprizon-Pause konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied der T-
Zellilnfiltration zwischen den beiden Vergleichsgruppen in zwei von vier Experimenten
festgestellt werden (Exp.1, Exp.4). Zu einer signifikant hoheren Dichte von
Entziindungszellen bei p75™""-knockout-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren kam es
in zwei Experimenten (Exp.2, Exp.3). Dies unterstiitzt die Beobachtungen von Copray et al.
2004 im EAE-Model, bei denen Tiere ohne den p75"'-Rezeptor sowohl eine verstarkte
Entzlindungsantwort als auch eine Zunahme der klinischen Symptome zeigten. Copray et al.

5NT

(2004) erklaren dies durch die essentielle Rolle des p75™ -Rezeptors zur Aufrechterhaltung

NTR
5

der BHS-Integritat und beschreiben zwei mogliche Abldaufe: entweder wirkt der p7 pro-
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apoptotisch auf geschadigte Endothelzellen, sodass diese durch schnellen Ersatz wieder die
volle Funktionsfahigkeit der BHS tbernehmen kénnen. Im Falle der p75~"R-knockout-Tiere
konnte es mdoglicherweise durch nicht mehr funktionsfahige Endothelzellen zu einer
verstarkten Entziindungsreaktion kommen. Eine andere Maoglichkeit zielt auf die
iiberlebensférdernde Wirkung des p75"T-Rezeptors nach NGF-Bindung ab. Hierbei kommt es
uber die geringere Expression von Adhésionsmolekilen zur verringerten Immigration von
Entziindungszellen, d.h. bei p75™""-knockout-Tieren steht diese adaptive Antwort nicht zur
Verfligung, und daraus resultieren dann die verstarkten klinischen Symptome. Eine andere
Arbeit von Flugel et al. (2001) wies ebenfalls in der EAE ein reduziertes Entziindungsausmaf3
durch verringerte Permeabilitat der BHS uber eine NGF/p75""-Bindung allerdings auf
peripheren Monozyten nach. Des Weiteren stellte er auch weniger MHC-II-exprimierende
Zellen fest, die dadurch zu einer verringerten Anzahl an aktivierten T-Zellen fihrten (Flugel
et al. 2001). Neben NGF scheint auch das Neurotrophin NT-3 durch Bindung an den p75" "%
auf Mikroglia-Zellen zu einer geringeren Expression von MHC-II-Molekulen zu fuhren
(Neumann et al. 1998). Der p75"'" scheint also insgesamt im ZNS eher antiinflammatorisch

zu wirken.

Allerdings ist derzeit die Meinung verbreitet, dass ein geringes MalR an entzindlicher
Aktivitat die OPC zur Proliferation anregen und damit die Remyelinisierung fordern kann
(Watzlawik et al. 2010) bzw. dass die T-Zellen auch fir Krankheitsremission sorgen kénnen
(Moalem et al. 1999; Anderton und Liblau 2008). Trotz der nachgewiesenen und teilweise
auch gegenlaufigen p75™ '~
von Zellwachstum (Bléchl A und Blochl R 2007; Miller F und Kaplan 2001), Entzindung in
MS-Plaques (Akassoglou et al. 2003; Copray et al. 2004), Zelllberleben und Apoptose (Ham

et al. 2000; Lee F et al. 2001) bleiben die detaillierten Mechanismen weiter zu erforschen.

-abhdngigen Interaktionen, wie Forderung aber auch Inhibierung

Dabei scheint auch dem Zeitpunkt der Expression von (Ko)Rezeptoren und Zytokinen eine

wichtige Rolle zuzukommen.
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5 Zusammenfassung

Charakteristisch fur MS sind neben den demyelinisierten Plaques Gberwiegend in der weilien
Substanz auch die teilweise bzw. vollstandig ablaufenden Remyelinisierungsvorgange,
welche die Symptomriickbildung zumindest partiell erklaren konnen. Derzeit liegt der
Forschungsschwerpunkt auf der Untersuchung der detaillierten Remyelinisierungs-
mechanismen und ihrer Limitationen, um so die Wiederherstellung der Myelinscheiden
gezielt therapeutisch fordern zu kdnnen.

Ein etabliertes und reproduzierbares Verfahren zur Untersuchung dieser Re- und
Demyelinisierungsvorgange stellt das Cuprizon-Modell dar, anhand dessen in dieser Arbeit

die Vorgange in An- und Abwesenheit des p75N"

-Rezeptors analysiert wurden. Bisherige
Studien konnten lediglich im PNS den Nachweis fuhren, dass die (Wieder)-Expression des

fordern kann. Um etwaige Parallelen im ZNS nachzuweisen, wurden die vorliegenden

-Rezeptors Uber eine BDNF/NGF-Bindung die Remyelinisierung nach Entmarkung

Experimente durchgefuhrt.

Ein Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass hinsichtlich der Demyelinisierung der p75™'-

Rezeptor keine signifikant protektive Rolle zu spielen scheint. Im Gegensatz dazu zeigte sich

nach Absetzen des Cuprizons die Tendenz, dass bei Tieren ohne den p75""

-Rezeptor die
Remyelinisierung erschwert ablief. Dieser Verlauf konnte sogar flr Tiere nachgewiesen

werden, die heterozygot fiir diesen Neurotrophinrezeptor waren.

Anhand der Quantifizierung von APP- sowie Syn.”-Spharoiden erfolgte die Beurteilung des
axonalen Schadens. Dabei scheint der p75™"-Rezeptor im ZNS wahrend der Demyelinisierung
ebenso weder eine protektive noch einen schadigende Rolle zu spielen. Allerdings zeigte sich
wahrend der Remyelinisierungsphase deutlich, dass Tiere ohne den p75"'-Rezeptor einen
héheren axonalen Schaden aufwiesen, sowohl in der APP- als auch in der Synaptophysin-
Immunhistochemie. Unterstiitzt wurden diese Daten durch die fir den p75"'-Rezeptor
heterozygoten Tiere, die selbst bei nur 50%iger Abwesenheit des Rezeptors ebenfalls einen
erhdhten axonalen Schaden aufzeigten.

In der vorliegenden Arbeit gelang auRerdem der Nachweis, dass CD3*-T-Helferzellen in

5NT

gleichem Mal3e und unabhéngig von der An- oder Abwesenheit des p75™ -Rezeptors wahrend

der Demyelinisierung im Cuprizon-Modell detektierbar sind. Zusétzlich ergaben sich

5NT_Rezeptor zu einer héheren Anzahl von CD3*-T-

NTR
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Hinweise darauf, dass es ohne den p7
Helferzellen im Rahmen der Remyelinisierung kommt. Dies konnte durch die p7

vermittelte Stabilitatsforderung der BHS bedingt sein.
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