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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine Erkrankung des zentralen Nervensystems, welche bei
Menschen mit genetischer Suszeptibilitdt Gber einen unbekannten Trigger in der
Umwelt zu einer autoimmun vermittelten Demyelinisierung flhrt. Dabei ist die
Zielstruktur der autoimmunen Reaktionen bisher unbekannt (Noseworthy et al. 2000).

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland sind etwa 120.000 Menschen in der MS-Behandlung. Dabei scheint die
Prévalenz in Deutschland mit ca. 150 auf 100.000 Einwohner (Hein und Hopfenmuller
2000) Uber dem europdischen Niveau (83 auf 100.000 Einwohner (Pugliatti et al. 2006))
zu liegen.

In Europa wird weiterhin ein Gefalle von Norden nach Suden, mit héheren Pravalenzen
in skandinavischen L&ndern, beschrieben (Pugliatti et al. 2006). Eine strenge
Abhéangigkeit vom Breitengrad mit einem generellen Nord-Sud-Gradienten, wie in
alteren Daten beschrieben (Kurtzke 1977), scheint jedoch zumindest auf der
Nordhalbkugel fraglich (Zivadinov et al. 2003).

Ein starker Zusammenhang zwischen Herkunft der Erkrankten und Auftreten von MS
ist dagegen anzunehmen. Demnach sind weille Européder und deren Nachkommen
starker betroffen als afrikanische und orientalische Ethnien (Hogancamp et al. 1997).
Fur eine genetisch modulierende Atiologie spricht auch, dass es innerhalb der
kaukasischen Hochrisikogruppe abgeschlossenere Gesellschaften, wie etwa die Samen
in Norwegen gibt, deren MS-Préavalenzrate deutlich unter den fir diese Region zu
erwartenden Zahlen liegt (Gronlie et al. 2000). Aullerdem ist in Familien mit einem
erkrankten Elternteil das Risiko, an MS zu erkranken, fir die Kinder dazu passend
erhoht (Sadovnick et al. 2000).

Auch nach einem Umweltfaktor-vermittelten Krankheitsausloser wird gesucht. Als
Indiz hierfir gilt, dass z.B. pakistanische und indische Migranten in Grof3britannien ein
erhdhtes MS-Risiko aufwiesen, wenn sie vor dem 15. Lebensjahr in das Vereinigte
Konigreich einwanderten. Hier liegt die Pravalenz deutlich hoher, als jene in ihrem
genetischen Herkunftsland Indien bzw. Pakistan (Dean und Elian 1997).

Weltweit ist es in den letzten Jahren zu einem Anstieg der MS-Inzidenz und -Prévalenz
gekommen (Koch-Henriksen und Sorensen 2010), bei einer stérker ungleichen
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Geschlechterverteilung zu Ungunsten von Frauen. Das Verhéltnis Frauen zu Manner lag
in Tharingen zwischen 1998 und 2002 bei 3,3:1 (Fasbender und Kolmel 2008). Der
Altersgipfel zu Beginn der Erkrankung wird bei 30 Jahren gesehen, wobei eine
Zunahme der Patienten unter 18 Jahren vermutet wird (Chitnis 2006).

1.1.2 Klinik und Verlauf

Entsprechend den interindividuell verschiedenen zentralen Lasionen bietet die MS eine
grolRe Bandbreite neurologischer Symptome. Je nach Lokalisation der L&sionen treten
folgende Symptome auf: Bei L&sionen im Grof3hirn kommt es zu kognitiven
Beeintréachtigungen, wie verminderter Konzentrationsfahigkeit, und zu Stoérungen des
Affekts. Durch Lasionen am Nervus opticus resultieren Visusverlust und Skotom.
Lasionen im Kleinhirn verursachen Tremor, Gangstérung und Dysarthrie. Im
Hirnstamm  fuhren  betroffene  Bereiche zu Diplopie, Nystagmus und
Schluckbeschwerden. Auf Riickenmarksebene folgen den Lésionen Muskelschwache,
schmerzhafte Spasmen, Miktionsstorungen, erektile Dysfunktion und Obstipation. Des
Weiteren treten schlechter zuzuordnende Beschwerden, wie  Schmerzen,
Abgeschlagenheit (Fatigue) und Obstipation, auf. Als charakteristisch wird eine
Verschlechterung der Symptome bei Erhohung der Korpertemperatur sowie bei
korperlicher Anstrengung (Uhthoff-Phanomen) angesehen (Compston und Coles 2002).

Multiple Sklerose kann klinisch in Subgruppen unterteilt werden, die z.T. ineinander
ubergehen und daher oft erst im Verlauf abgrenzbar sind.

Initial erleben 80% der MS-Patienten einen schubférmig remittierenden Verlauf
(relapsing remitting MS: RRMS), bei dem es zu freien Intervallen (>30 Tage) zwischen
den schubférmig auftretenden Symptomen (Dauer >24 Stunden) kommt. In der zweiten
Hauptpatientengruppe (10-20%) fehlt dieser Riickgang der Symptome, sodass diese
Form als primar progredient (primary progressive MS: PPMS) bezeichnet wird. Aus der
ersten Gruppe der RRMS treten bei langerem Krankheitsverlauf stetig mehr Patienten in
einen sekundéar-progredienten Verlauf (secondary progressive MS: SPMS) ein.
Letztendlich erkranken somit 80% im Sinne dieses sich stetig verschlechternden
Beschwerdeverlaufs. Weitere Subtypen werden derzeit nur als Varianten der oben
genannten Gruppen beschrieben (Bitsch und Briick 2002).

Die Hauptpatientengruppen lassen sich in Bezug auf Prognose und Therapieansprechen
unterscheiden. So ist die Immunsystem-modulierende Therapie bei hoherer Progredienz
ineffektiver, also schlechter bei SPMS als bei RRMS und vergleichsweise ineffektiv bei
PPMS. Die PPMS hat zudem einen hoheren Altersgipfel, betrifft eher Manner, weist
mehr Lé&sionen im Rickenmark auf (Thompson 2004) und hat eine geringere
Lebenserwartung. Das Gesamtkollektiv der MS-Kranken weist eine geringfligig erhdhte
Mortalitat im Vergleich zur gesunden Bevolkerung auf (Ragonese et al. 2008).
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Noch vor Erfillung internationaler Kriterien der Diagnosestellung der MS (Polman et
al. 2005) kommt es bei 80% der Patienten zu einem Klinisch-isolierten Syndrom
(clinically isolated syndrome: CIS) (Compston und Coles 2002). Das h&ufigste isolierte
Merkmal ist dabei die Neuritis des Nervus opticus (Uitdehaag et al. 2005).

1.1.3 Pathogenese und Atiologie

Auf der Suche nach Auslésern von MS lasst sich durch die Erkenntnisse
epidemiologischer Daten (s.0.) sowohl auf genetische als auch auf Umweltfaktoren
schliel3en.

Ein hoheres Erkrankungsrisiko weisen Trager einiger HLA-Varianten (DR-15 (Willer et
al. 2007), DQ6, DW2 (Kalman und Lublin 1999), HLA-DR2 (Haines et al. 1998))
sowie einiger Allele (Interleukin-2 und -7 Rezeptor (Hafler et al. 2007) auf.

Dazu werden bis heute unidentifizierte Infektionen in der frihen Adoleszenz als
Krankheitsausléser postuliert (Kurtzke 1993). Andere Autoren formulieren ein leicht
erhdhtes MS-Risko nach Impfungen gegen Hepatitis B (Geier und Geier 2005).
Gleiches gilt in Populationen mit durchlaufenen viralen (EBV) (Tzartos et al. 2012)
oder bakteriellen Infektionen (Chlamydia pneumoniae) (Marrie 2004).

Beide Ansétze konnten das Bild einer genetisch-bedingten Suszeptibilitat in Verbindung
mit spezifischen Umweltfaktoren, die verspatet zum Ausbruch der MS fihren,
verfestigen. Jedoch gilt die Atiologie der MS ob des Fehlens eines genaueren und
unumstrittenen Konzepts weiterhin als ungeklart.

Pathophysiologisch ergaben Studien an menschlichen MS-Lasionen und Tiermodellen,
allen voran der EAE (Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis) an Méusen und
Ratten, dass es sich um eine autoimmun vermittelte Krankheit handelt (Lassmann
2008). Dabei wird angenommen, dass sich autoreaktive T-Zellen gegen
Myelinproteinbestandteile ~ wie  Myelin-Basisches  Protein  (MBP),  Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG), Proteolipid Protein (PLP), oB-Crystallin,
Phosphodiesterasen und S-100 Protein im ZNS richten (Noseworthy et al. 2000). Wie
sie mit diesen Antigenen, die sie physiologisch im inaktivierten Zustand nicht erreichen
konnen, in Kontakt kommen, ist unklar. Vermutet wird eine Kreuzreaktion im
peripheren Immunsystem von CD4-positiven T-Zellen mit mikrobiellen Bestandteilen,
die nach dem Konzept der molekularen Mimikry aktiviert werden kénnten (Korn 2008).

Innerhalb der CD4-positiven Gruppe der T-Effektorzellen wurde auf Grund der IFN-y-
Sekretion zunéchst vor allem eine Thl-vermittelte Immunantwort angenommen. Des
Weitern werden auch Th17-Zellen, welche bevorzugt IL-17 sezernieren, verantwortlich
gemacht (Lassmann et al. 2007; Korn 2008).

Gegentiiber der Anzahl an CD4-positiven T-Zellen fallt die klonale Expansion von CD8-
positiven T-Zellen in den Lasionen stirker aus. Sie scheinen einen regulierenden
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Einfluss auf die inflammatorischen Prozesse zu haben (Lassmann 2008), wenngleich
ihnen moglicherweise Uber die Sezernierung von Perforin und die direkte Initiierung
von Apoptose Uber den FAS-Ligand auch ein Einfluss auf die Destruktion von
Parenchymzellen und Axonen zukommt (Briick 2005 b). CD4-positive regulatorische
T-Zellen scheinen ebenfalls steuernden Einfluss auf das Entziindungsgeschehen zu
nehmen (Costantino et al. 2008).

Neben der Aktivierung von Lymphozyten kommt es zu einer Fehlfunktion der Blut-
Hirn-Schranke, welche die Invasion von weiteren Leukozyten in das geschiutzte ZNS-
Kompartiment ermdglicht und zeitlich mit dem Auftreten von L&sionen assoziiert ist
(McQuaid et al. 2009). Sowohl Rekrutierung als auch der Permeabilitatsdefekt werden
durch ein Ubergewicht der proinflammatorischen Zytokine der Thl-Zellen (IFN-y,
TNF-a, IL-1B, IL-6) gegenuber antiinflammatorischen Zytokinen (IL-10, IFN-B, IL-4)
verursacht. Dies und weitere beschriebene Faktoren, wie z.B. Metalloproteasen, fiihren
zu einer Veranderung der Zellverbindungen (Tight junctions und Adharenskontakte) der
zerebralen endothelialen Zellen (Minagar und Alexander 2003).

Die aktivierten, ins ZNS eingedrungenen Makrophagen sind hdchstwahrscheinlich
mafRgeblich fur die Gewebsdestruktion verantwortlich (Lucchinetti et al. 1999). Sie
betreiben Phagozytose und zerstoéren mit Hilfe von Proteasen, zytotoxischen Zytokinen,
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies Myelinscheiden, Oligodendrozyten und
Axone. Sie sezernieren aullerdem Osteopontin, welches Mikroglia, Makrophagen und
Neurone aktiviert, proinflammatorische Zytokine induziert, Monozyten-Rekrutierung
stimuliert und T-Zell-Apoptose inhibiert (Lassmann 2008).

Auch die humorale, antikérpervermittelte B-Zell-Aktivitat scheint sowohl (ber
Opsonierung flir phagozytierende Zellen als auch tber Komplementaktivierung
Myelindestruktion zu initiieren (Racke 2008).

Daruber hinaus werden neurodegenerative Prozesse, wie oxidativer Stress und
Exzitotoxizitat, als Schadigungsmechanismem fur Oligodendrozyten, Neurone und
Axone diskutiert, welche durch aktivierte Mikroglia initiiert werden (Matute et al. 2001,
Gonsette 2008)

Histopathologisch zeigen sich somit charakteristische L&sionen mit Infiltration von
Entzindungszellen, Demyelinisierung und Zerstérung von Axonen sowie Gliose (Briick
2005 b). Der Name Multiple Sklerose kommt also von den zahlreichen in der weil3en
Substanz gelegenen Lasionen, die im Verlauf durch die Gliose sklerosieren (Kurtzke
1993). Genauso zeigen sich jedoch bei Uber 90% der Patienten L&sionen in der grauen
Substanz, auch wenn diese schwieriger zu detektieren sind und ihre Pathogenese noch
ungeklart ist (Wegner C und Stadelmann 2009).

Frihe MS-Lasionen zeigen pathologische Unterschiede auf, die auf verschiedene
immunologische Mechanismen in unterschiedlichen Patienten oder Erkrankungsstadien
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schlielen lassen und nicht den klinischen Subtypen entsprechen (Briick 2005 b). Dies
konnte eine gezieltere und damit effektivere Therapie, je nach Erkrankungsmuster,
maoglich machen (Briick 2005 a).

1.2 Das Cuprizon-Modell der De- und Remyelinisierung

Cuprizon (Biscyclohexanonoxaldihydrazon) ist ein Kupferchelator. Bei der Fitterung
von C57BL/6-Mé&usen mit 0,2-prozentigem Cuprizon kommt es zu Demyelinisierung,
nachzuweisen vor allem im Corpus callosum, Kleinhirn und Cortex. Wahrscheinlich
kommt es zu einer Stérung von Kupfer-abhangigen Enzymen in Mitochondrien, was die
adaquate Energieversorgung der Zellen behindert und so zur Auslésung von Apoptose
fuhrt. Dabei ist ungeklart, was Oligodendrozyten in dieser Hinsicht im Speziellen
vulnerabel macht (Matsushima und Morell 2001). Ultrastrukturell kommt es zu
vergroRerten Mitochondrien (Megamitochondrien) in Oligodendrozyten und zu deren
Untergang, wohingegen Axone und Neurone nicht beschadigt werden (Acs und Komoly
2012). Betroffen sind dabei insbesondere reife Oligodendrozyten (Benardais et al.
2013).

Noch unter dem Einfluss von Cuprizon kommt es zur Rekrutierung und Proliferation
von Oligodendrozytenvorldauferzellen (OVZ). Wird das Futter abgesetzt, kommt es
rasch zur Remyelinisierung (Blakemore 1973; Matsushima und Morell 2001) .

Im Vergleich zu anderen MS-Modellen entstehen die Lasionen also toxinvermittelt und
nicht durch eine primdre immunologische Reaktion. Es kommt nicht zu einem
zerebralen Trauma, und die Blut-Hirn-Schranke bleibt intakt (Chari 2007). Da neuere
Studien von frilhen MS-Lasionen den Untergang von Oligodendrozyten noch vor der
Demyelinisierung und einer breiten autoimmunen Reaktion zeigen, erscheint das
Cuprizon-Modell als MS-Tiermodell fir die Analyse dieses Aspekts der MS geeignet
(Acs und Kalmann 2012).

1.3 Remyelinisierung

Die schon wahrend der Demyelinisierung beginnende Remyelinisierung von durch die
Entzindungsreaktion entmantelten Axonen gilt als charakteristisches Merkmal der MS
und zeigt sich in akuten und, wenn auch weniger ausgeprdagt, in alteren chronischen
Ldasionen (Goldschmidt et al. 2009).

Entmarkte Axone zeichnen sich nicht nur durch den Verlust der schnellen Fortleitung
aus (Waxman 2006). Die nicht von neuem von Oligodendrozyten mit Myelin umhllten
Nervenzellfortsadtze sind zudem der inflammatorischen Immunreaktion stérker
ausgesetzt (Bruck 2005 b), sei es durch die unmittelbare Attacke von CD8-positiven T-
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Zellen oder durch den Ausfall einer lokalen neurotrophen Funktion durch die Gliazellen
(Rodriguez 2003). Der Grad des Untergangs dieser Axone korreliert mit dem
Krankheitsverlauf der MS (Lassmann 2008). So geht verminderter axonaler Schaden
auch mit verbesserter Klinik einher (Stadelmann und Brick 2008), und
Remyelinisierung kdnnte die klinische Verbesserung unterstiitzen (Briick 2005 b).

1.3.1 Histopathologie der Remyelinisierung

Remyelinisierte Areale unterscheiden sich von der normal erscheinenden weil3en
Substanz durch dinnere Myelinscheiden, verkirzte Internodien und verbreiterte
Ranviersche Schnurringe (Patrikios et al. 2006). Sie bestehen aus axonalen
Gruppierungen, die von diinnen, unregelmaiig angeordneten Myelinscheiden umgeben
sind. Vollstandig myelinisierte Markschattenherde (shadow plaques) sind im Vergleich
zur normal erscheinenden weilRen Substanz blasser und ihr gegeniiber scharf begrenzt.
Unvollstdndig remyelinisierte L&sionen weisen neugebildetes Myelin an den
Randbereichen auf.

Jungere und inflammatorisch aktive L&sionen unterscheiden sich von &lteren sowohl
durch eine héhere Anzahl an Makrophagen als auch durch reife Oligodendrozyten, die
effektiv Myelinproteine produzieren sowie durch myelinisierende Oligodendrozyten,
die PLP-mRNA exprimieren (Bruck et al. 2003). Auch in dlteren L&sionen liegen,
allerdings deutlich reduziert, OVZ vor. Diese sind zwar zum Teil auch in der Lage,
Remyelinisierung zu betreiben, jedoch wesentlich weniger ausgepragt und begrenzt auf
die L&sionsrander (Patrikios et al. 2006). Reife Nogo-A-positive Oligodendroglia fehlen
in dlteren Lasionen (Kuhlmann et al. 2008).

1.3.2 Differenzierung von Oligodendrozyten in der ZNS-Entwicklung

Um  Remyelinisierungsvorgange zu  verstehen, kodnnen  Erkenntnisse  der
Oligodendrozytenentwicklung, welche an in-vitro- und in-vivo-Experimenten an
Saugern gemacht wurden, herangezogen werden. Die Differenzierung von
Oligodendrozyten wird in Stadien beschrieben, die durch die unterschiedlichen
Eigenschaften der Zellen charakterisiert sind. Die Identifizierung erfolgt durch
Markerproteine  und  Transkriptionsfaktoren, die stadienabhdngig in  der
oligodendroglialen Abstammungslinie exprimiert werden. Im Folgenden ist nur eine
Auswahl der wichtigsten Marker genannt; dabei wird der Schwerpunkt auf die in dieser
Arbeit benutzten Marker gelegt.

Die multipotenten OVZ entstehen in der subventrikuldren Zone aus neuroektodermalen
Stammzellen und sind durch die Expression des Proteoglykans NG-2 zu identifizieren
(Polito und Reynolds 2005). Einer der friihesten Marker der oligodendroglialen
Abstammungslinie ist Olig-2. Innerhalb dieser Abstammungslinie wird Olig-2
permanent exprimiert, jedoch auf der Stufe von OVZ maximal (Wegner M 2001). Die
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OVZ proliferieren und migrieren im gesamten ZNS. Nach der Migration in Bereiche der
zukiinftigen weillen Substanz gelten sie als Préoligodendrozyten, die den Marker O4
exprimieren. Diese werden zu unreifen Oligodendrozyten, die GalC exprimieren. Mit
dem Beginn der Expression von Myelinproteinen, wie MBP und PLP, werden sie als
reife Oligodendrozyten angesehen, die allerdings erst im weiteren Verlauf zu Myelin-
bildenden Oligodendrozyten differenzieren (Baumann und Pham-Dinh 2001).

Immature
Oligodendrocyte

Axonal and/or

Astrocytic
signals

MAG
MOG

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Oligodendrozyten-Differenzierung. Die Entwicklung
der Oligodendrozyten wird eingeteilt in OVZ (oligodendrocyte progenitors), Praoligodendrozyten (pre-
oligodendrocyte), unreife Oligodendrozyten (immature oligodendroytes) , reife Oligodendrozyten - die
nicht myelinisieren (non-myelinating mature oligodendrocytes) und reife Oligodendrozyten,die
myelinisieren (myelinating mature oligodendrocytes). In den Kasten sind die Marker der jeweiligen
Entwicklungsstufe aufgefiihrt (Baumann und Pham-Dinh 2001, S. 874).

1.3.3 Ablauf der Remyelinisierung

Es wird davon ausgegangen, dass Oligodendrozyten, die nach einem
demyelinisierenden Ereignis Axone erneut mit Myelin umhdallen, von einwandernden
OVZ abstammen (Windrem et al. 2004), obwohl es bisher nicht gelungen ist,
uberlebende OVZ in den Ldsionen von aus der Umgebung rekrutierten OVZ zu
unterscheiden (Chari 2007). Nicht am Remyelinisierungsprozess beteiligt sind in
Lasionen (berlebende, ausdifferenzierte Oligodendrozyten, da sie nicht mehr
teilungsféhig sind (Keirstead und Blakemore 1997). Auf Rilckenmarksebene, am
Eintrittspunkt der Nervenwurzeln, wurden auch Schwannzellen als Myelin-bildende
Zellen im Rahmen der Remyelinisierung identifiziert (Itoyama et al. 1983).
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OVZ liegen als NG-2-positive Zellen im erwachsenen ZNS ubiquitar vor (Polito und
Reynolds 2005). Auf demyelinisierende Ereignisse reagierende OVZ sind zudem durch
die starke Expression von Olig-2 zu identifizieren (Fancy et al. 2004; Polito und
Reynolds 2005). Diese konnten auflerdem aus neuralen Stammzellen aus der
subventrikuldaren Zone entstehen (Menn et al. 2006).

Der Remyelinisierungsprozess kann, é&hnlich den aus der Oligodendrozyten-
Entwicklung bekannten Differenzierungsstufen (siehe 1.3.2), in zwei Phasen eingeteilt
werden. In der Rekrutierungsphase proliferieren und besiedeln OVZ die entmarkten
Herde. In der Differenzierungsphase stellen diese Zellen Kontakt zu freiliegenden
Axonen her, um dann zu Myelin-produzierenden Oligodendrozyten zu reifen (Chari
2007).

Reife Oligodendrozyten sind in der Lage, Myelinproteine, wie Myelin-Basisches
Protein (MBP), zu produzieren (Bansal 2002) und koénnen durch die
immunhistochemische Anfarbung von Nogo-A bzw. durch In-Situ-Hybridisierung von
PLP mRNA identifiziert werden (Kuhlmann et al. 2007).

1.3.4 Ursachen fur das Scheitern von Remyelinisierung

Die Entwicklung von Vorlauferzellen zu remyelinisierenden Oligodendrozyten kann
durch verschiedene Faktoren gehemmt bzw. gefordert werden. Erfolgreiche
Remyelinisierung findet unter diesen Einflussen offenbar nur in einer idealen
Signalumgebung statt. Im Sinne einer ,Dysregulationshypothese® scheitert die
Remyelinisierung dann, wenn einzelne oder, wahrscheinlicher, mehrere positive
Einfllsse fehlen (Franklin 2002).

1.3.4.1 Faktoren, die Proliferation und Differenzierung beeinflussen

Entsprechend den zwei Reifungsphasen (s.0.) kénnen Faktoren, die auf die Proliferation
wirken, von denen, die auf die Differenzierung der unreifen Oligodendrozyten wirken,
unterschieden werden. Einige Faktoren kdnnen beide Prozesse beeinflussen.

Der Wachstumsfaktor Platelet Derived Growth Factor (PDGF), welcher von Neuronen
und Astrozyten sezerniert wird, beeinflusst Uberwiegend die Proliferation von OVZ
(Redwine und Armstrong 1998; Murtie et al. 2005). Auch der Glial Growth Factor 2
(GGF2) scheint Uber Proliferationsstimulierung Remyelinisierung zu begunstigen
(Marchionni et al. 1999).

Zu den die Differenzierung beeinflussenden Faktoren zéhlt der Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF-2) und sein Rezeptor auf Oligodendrozyten. Beide werden auch in
demyelinisierten Regionen vermehrt gebildet, jedoch wird hier eine hemmende
Wirkung angenommen (Murtie et al. 2005). Transforming Growth Factor beta (TGF-)
als Chemokin wird in Kulturen von OVZ gebildet und hat eine hemmende Wirkung auf
die Proliferation anderer OVZ, wirkt jedoch fordernd auf die Differenzierung zu
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Oligodendrozyten (McKinnon et al. 1993). Unter den Semaphorinen, die zuvor vor
allem aufgrund der Beeinflussung von axonalem Wachstum bekannt wurden, inhibiert
Semaphorin 3A die OVZ-Differenzierung (Syed et al. 2011). LINGO-1 (Leucine Rich
Repeat And Ig Domain Containing Nogo Receptor Interacting Protein 1) gilt als
Differenzierungsinhibitor. Antikdrper gegen dieses Transmembranprotein fordern in
Mausmodellen die Differenzierung und Remyelinisierung von Oligodendrozyten (Mi et
al. 2009). Auch Transkriptionsfaktoren konnten eine wichtige Rolle bei der
Unterstitzung der Differenzierung von Oligodendrozyten bernehmen. So fehlt etwa
Knockout-Mausen fir den Transkriptionsfaktor Olig-1 diese Fahigkeit (Arnett et al.
2004).

Um mogliche Ansatzpunkte in diesem System ausfindig zu machen, stellt sich die
Frage, ob es einen Punkt im Verlauf der zweiphasig beschriebenen Entwicklung der
Oligodendrozyten gibt, der Uberwiegend fir das Versagen der Remyelinisierung
verantwortlich zu machen ist.

Im Mausmodell zeigte sich, dass die allgemeine Verfligbarkeit von oligodendrozytaren
Vorlauferzellen nicht malRgebend fir den Erfolg von Remyelinisierung ist. So konnte
gezeigt werden, dass nach experimenteller Reduktion von OVZ diese
Remyelinisierungsherde neu besiedeln konnen (Woodruff et al. 2004) (Chari und
Blakemore 2002).

Untersuchungen an menschlichem Gewebe zeigten, dass in frihen Lé&sionen viele
differenzierende OVZ vorliegen. Im Vergleich dieser mit &lteren chronischen L&sionen
fehlen hier vor allem ausdifferenzierte Oligodendrozyten. Daraus lasst sich schlief3en,
dass es in chronischen MS-Lasionen vor allem durch einen Differenzierungsblock zum
Scheitern der Remyelinisierung kommt (Kuhlmann et al. 2008).

1.3.4.2 Inflammatorisches Milieu
Entzindungsreaktionen, verursachen sie doch zundchst das Problem, bieten
paradoxerweise gleichzeitig ideale Bedingungen fur eine effektive Remyelinisierung.

In frihen und aktiv myelinisierenden Ldsionen findet sich eine Fille von aktivierten
Makrophagen sowie CD3- und CD8-positive T-Zellen (Dubois-Dalcq et al. 2008). Die
Abwesenheit von Leukozyten, inflammatorischen Zytokinen und Makrophagen
beeintrachtigt die Remyelinisierung. Dies wéare dann mdglicherweise auch fir
antiinflammatorische Therapien der Fall (Chari 2007).

Maoglich sind Einflisse von immunmodulierenden Botenstoffen, die membrangebunden
oder sezerniert von T-Zellen oder Makrophagen gebildet werden. Als Beispiel sei der
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), der von T-Zellen gebildet wird, genannt. Ihm konnte
ein protektiver Effekt auf die durch TNF-a induzierte Apoptose von Oligodendroyzten
nachgewiesen werden (Vanderlocht et al. 2006).
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Eine zentrale Rolle konnte den Funktionen von Makrophagen zukommen. Sie kénnen
erstens evtl. fordernde Wachstumsfaktoren produzieren und sezernieren (Lassmann
2008) und zweitens die durch Demyelinisierung entstandenen Myelintrimmer
phagozytieren. Diesen wiederum konnte eine hemmende Wirkung auf die
Differenzierung von Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Kotter et al. 2005; Kotter
et al. 2006).

1.3.4.3 Zeitliche Faktoren
Ob Remyelinisierung erfolgreich ist, scheint auch von zeitlichen Faktoren abhéngig zu
sein.

Es ist belegt, dass jlngere Patienten mit optischer Neuritis schnellere Kklinische
Verbesserungen zeigen. Gleichzeitig ist bekannt, dass éltere Mause in MS-Modellen
langsamer remyelinisieren. Bei Tieren wurde hierbei eine verminderte Rekrutierung und
Differenzierung von OVZ festgestellt und ebenfalls ein  verdnderter
Wachstumsfaktoreinfluss als Ursache vermutet (Franklin et al. 2002; Sim et al. 2002).
Von Untersuchungen an menschlichen Geweben ist bekannt, dass die Dichte an OVZ in
den Lasionen mit dem Alter der Patienten und der L&nge der Krankheitsdauer abnimmt
und im Ubrigen mit einer verminderten Dichte von Makrophagen einhergeht (Wolswijk
2002).

Auch im Vergleich der multifokalen Lasionen innerhalb eines Individuums finden sich
Unterschiede, die mit dem Alter ihres Bestehens einhergehen. Die
Myelinisierungsaktivitat der Oligodendrozyten ist hier, wie oben bereits erwahnt, in
alteren Lé&sionen geringer. Obgleich OVZ vor Ort sind, werden sie nicht aktiv
(Stadelmann und Briick 2008; Goldschmidt et al. 2009).

Die Erkenntnis, dass Remyelinisierung in jiingeren L&sionen effizienter stattfindet,
deckt sich mit dem positiven Einfluss der inflammatorischen Umgebung in diesen
frihen Lé&sionen. Als eine mdgliche morphologische Verbindung zeigt sich zudem, dass
in &lteren Ldasionen eine hohere Konzentration von Myelinablagerungen gefunden
wurde, welche die Differenzierung von Oligodendrozyten hemmen. Diese wiirden in
aktiveren Bereichen durch Makrophagen, wie oben beschrieben, schneller abgebaut
(Ibanez et al. 2004).

Dies ist Teil der Hypothese, nach der es im zeitlichen Verlauf der Entwicklung einer
Entziindungsreaktion in einer Lasion ein enges ,,Fenster der Moglichkeiten* (von engl.
., window of opportunity ) gibt. In diesem Zeitraum konnte das Milieu firr die Reifung
von Oligodendroglia, von Proliferation und Differenzierung zu aktiv myelinisierenden
Zellen ideal sein (Kotter et al. 2011).

Andere Autoren sprechen von einer fehlenden zeitlichen Ubereinstimmung zwischen
dem Vorhandensein einer die Remyelinisierung begunstigenden Umgebung und dem
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Eintreffen rekrutierter Oligodendrozyten, was auch erklaren wirde, warum sich
Remyelinisierung in alteren Lasionen auf die Lasionsrander beschrankt (Chari 2007).

1.4 Fibroblast Growth Factor 9

FGF-9 gehort zur Gruppe der Fibroblast Growth Factors. Diese wird zu den Heparin
bindenden Wachstumsfaktoren gezahlt (Naruo et al. 1993). In der FGF-Familie sind
bisher 23 Faktoren bekannt, die unterschiedlich auf vier verschiedene Rezeptoren
(FGFR-1 bis FGFR-4) sowie weitere Korezeptoren wirken konnen und in der
Entwicklung sowie auch im erwachsenen ZNS exprimiert werden (Green et al. 1996;
Cohen und Chandross 2000; Fortin et al. 2005).

Die Rezeptoren fir FGFs (FGFR) werden auf Neuronen, Astrozyten sowie auf
Oligodendrozyten und deren Vorlaufern gefunden. Letztere zeigen je nach
Reifungsgrad unterschiedliche Expressionsmuster der einzelnen Rezeptortypen. So
exprimieren OVZ vermehrt FGFR-3 und FGFR-1 und vermindert FGFR-2, wohingegen
differenzierende Oligodendrozyten gegensatzlich dazu vermehrt FGFR-2 und
vermindert FGFR-3 exprimieren (Bansal 2002; Fortin et al. 2005). FGFR-2 gilt als der
hauptsachliche Rezeptor auf reifen Oligodendrozyten und Myelin (Cohen und
Chandross 2000).

1.4.1 FGF-9 Expression und Wirkung im ZNS

FGF-9 wurde als Glia Activating Factor (GDGF), der das Wachstum von
Oligodendrozyten und Astrozyten-Vorlauferzellen stimuliert, zuerst aus menschlichem
Glioblastomgewebe identifiziert (Naruo et al. 1993). Nachfolgend wurden fir FGF-9
neurotrophe und neuroprotektive Wirkungen beschrieben (Kanda et al. 1999; Huang et
al. 2009).

Exprimiert und sezerniert wird FGF-9 vor allem von Neuronen (Kanda et al. 1999). In
Gliagewebe wurde eine deutlich schwéchere immunhistochemische Anfarbung von
Zellen mit Antikorpern gegen FGF-9 gefunden (Nakamura et al. 1997; Todo et al.
1998). Gezeigt wurde dies insbesondere fur Astrozyten und Oligodendrozyten in
Rattengewebe (Nakamura et al. 1999).

1.4.2 Einfluss von FGF-9 auf Oligodendrozyten und deren Vorlaufer

Es wird vermutet, dass die Verfligbarkeit von Faktoren der FGF-Familie sowie die
Expression bzw. die Stimulation ihrer Rezeptoren steuernden Einfluss auf die
Entwicklung von OVZ zu myelinisierenden Oligodendrozyten haben (Bansal 2002;
Fortin et al. 2005).
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Stimulation von Oligodendrozyten-Zellkulturen mit FGF-9 zeigte die folgenden
Ergebnisse: FGF-9 kann FGFR-2 und FGFR-3 aktivieren. Dies flhrt bei reifen
Oligodendrozyten Uber den FGFR-2 zu vermehrtem Wachstum von Membranen und
Fortsatzen (Fortin et al. 2005). Differenzierende Oligodendrozyten regulieren FGFR-2
herunter und FGFR-1 hoch (Cohen und Chandross 2000; Bansal 2002).

1.4.3 Einfluss von FGF-9 auf Remyelinisierung

Oligodendrogliale Zellkulturen, die mit FGF-9 versetzt wurden, zeigten eine
verminderte  Expression  der  Myelinproteine CNP  (Cyclic  Nucleotide
Phosphodiesterase), MBP und PLP (Cohen und Chandross 2000). Dies wurde fir die
Proteine MBP, PLP und MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) dosisabhangig
bestatigt. Auch wenn die Zellen zwar weiterhin Kontakt zu nicht myelinisierten Axonen
aufnehmen konnten, wurde kein kompaktes Myelin gebildet (Linington et al. 2011,
unverdffentliche Daten)

Die Microarray-Studien von Mohan und Meinl verglichen die FGF-9-Expression von
de- gegenuber remyelinisierten Bereichen in MS-L&sionen. Es stellte sich eine
Hochregulation von FGF-9 in demyelinisierten Arealen heraus (Mohan und Meinl 2011,
unveréffentliche Daten).

Zusammenfassend wird in der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion ein
Zusammenhang zwischen vermehrter FGF-9-Expression und dem Scheitern von
Remyelinisierung diskutiert.

1.5 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss von FGF-9 auf die Remyelinisierung
von C57BL/6 Mausen im Cuprizon-Modell. Die Analyse fokussierte sich auf folgende
Aspekte:

Kommt es durch FGF-9 zu einer Beeinflussung der Proliferation von OVZ wéhrend der
Remyelinisierung?

Verlauft die Differenzierung von OVZ zu myelinisierenden Oligodendrozyten unter
dem Einfluss von FGF-9 abweichend?

Wie fallt der Remyelinisierungserfolg bei Tieren mit FGF-9 Injektionen im Corpus
callosum im Vergleich zu Kontrollen aus?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimente

2.1.1 Versuchstiere und Haltung

In der vorliegenden Arbeit wurden mannliche C57BL/6-Mause verwendet.

Die Experimente wurden unter gleichen Bedingungen an 2 verschiedenen
Mauspopulationen von Frau Dr. Claudia Wrzos durchgefihrt. Die Tiere des ersten
Experiments wurden bei Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bestellt. Die Mduse des
2. Experiments kamen aus der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der
Universitatsmedizin Gottingen, Deutschland.

Die Ma&use wurden in einem 12-stindig wechselnden Tag-Nacht-Zyklus gehalten,
wobei Wasser und Futter ad libitum angeboten wurden. Die Experimente wurden vom
Niedersdchsischen Landesamt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit in
Oldenburg genehmigt.

2.1.2 Cuprizonfitterung

Zur Induktion einer Entmarkung im Bereich des Corpus callosum wurde Cuprizon
(Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) entsprechend anteilig (2,59/1kg) mit
pulverisiertem Alleinfutter fur Ratten- und Mausehaltung (SSNIFF Spezialitaten
GmbH, Soest, Deutschland) vermischt und an die Versuchsgruppen verfuttert.

Die Mduse bekamen tber 6 Wochen Futter mit 0,25% Cuprizon. Darunter erfolgte eine
regelmaRige klinische Kontrolle durch Wiegen der Tiere. Bei einer Gewichtsabnahme
von mehr als 25% wurden die Tiere aus dem Versuch genommen. Im 1. Experiment
wurde der Cuprizon-Anteil auf 0,2% des Futters reduziert, um die Toxizitat zu
verringern.

Nach der stereotaktischen Injektion (siehe 2.1.3) wurde den Tieren bis zu ihrem Tod,
also dem Tag der Perfusion, Normalfutter ohne Cuprizon gereicht.
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Injektion: PBS / FGF-9

<= Perfusion
= Perfusion

<

3 Tage
6 Tage

6 Wochen

Cuprizondiat Cuprizon-freie Diat

Abbildung 2.1 Schema des Versuchsaufbaus. Zur Induzierung der Demyelinisierung wurden die
Méuse 6 Wochen lang mit Cuprizon geflttert. Der Verumgruppe wurde anschliefend FGF-9
stereotaktisch in den Balken injiziert, die Kontrollgruppe bekam PBS injiziert. Alle Tiere erhielten ab
diesem Zeitpunkt eine Cuprizon-freie Diat. Das Experiment endete bei der einen Halfte der Tiere mit der
transkardialen Perfusion 3 Tage nach stereotaktischer Injektion und unter Normalfutter, bei der anderen
Halfte nach 6 Tagen.

2.1.3 Stereotaktische Injektion

FGF-9 wurde mittels stereotaktischer Injektion in den Balken appliziert.

Zur Anésthesie bekamen die Tiere ein Ketamin-Xylazin-Gemisch intraperitoneal
injiziert (100pl/10g KG entsprechend der Dosierung Ketamin 120mg/kg KG und
Xylazin 20mg/kg KG).

Nach Ausbleiben einer Schmerzreaktion wurden die Augen mit Bepanthen Augensalbe
geschiitzt. Die rasierte Haut uber dem Schadel wurde mittels Skalpell ge6ffnet und die
Mause unter Atemkontrolle im Stereotakt (Stoelting Europe, Dublin, Ireland) an Kiefer
und Scheitelbein fixiert.

Fur die folgenden Schritte wurde ein Binokular (Olympus SZ 51, Hamburg,
Deutschland) mit Lampe (Olympus KL 1500, Hamburg, Deutschland) benutzt.

Der Schadel wurde 0,01 mm posterior auf der anterio-posterioren Achse und 0,1 mm
lateral auf der medio-lateralen Achse mit Bezug auf den Schnittpunkt zwischen Sagittal-
und Frontalnaht markiert. An dieser Stelle wurde mit einem Zahnarztbohrer (KaVo
Elektronisches Werk Typ 4911, Leutkirch, Deutschland) eine kleine Offnung gebohrt,
bis nur noch eine diinne Schicht des Schédelknochens Ubrig blieb. Diese wurde mittels
eines Mikrodissektionsskalpells vorsichtig abgetragen.
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1ul der Injektionslosungen (PBS oder FGF-9: 100ng/pl) wurde stereotaktisch mit Hilfe
einer Mikropipette (Blaubrand, Wertheim, Deutschland) 1,5mm tief in das Corpus
callosum injiziert. Um die Injektionsstelle spéater identifizieren zu kénnen, wurde der
Injektionslosung jeweils Monastral Blue beigefugt.

SchlieRlich wurde die Haut zugendht und den Tieren zur Analgesie 0,03mg/kg KG
Buprenorphin intraperitoneal injiziert.

Tabelle 2.1 Verwendete Substanzen: Tierexperiment

Bezeichnung Bezugsquelle

Medistar Arzneimittel-Vertrieb Gmbh,

Ketamin Ascheberg, Deutschland

Xylazin R!emser Arzneimittel AG, Greifswald — Insel
Riems, Deutschland

Bepanthen Augen- und Nasensalbe Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Monastral-Blue Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Rekombinantes humanes FGF-9 R&D, Minneapolis, USA

Buprenorphin Essex Pharma, Minchen, Deutschland

2.2 Gewebeasservierung

2.2.1 Transkardiale Perfusion

Die Maiuse wurden mit einer Uberdosis 14%iger Chloralhydratlésung, die
intraperitoneal (300ul) appliziert wurde, anésthesiert. Nach Ausbleiben einer
Schmerzreaktion wurde bis auf das Herz prépariert. Dann wurde neben der Herzspitze
punktiert, eine Kantle in die linke Kammer gelegt sowie das rechte Atrium eroffnet.
Der so erdffnete Blutkreislauf wurde an eine Pumpe mit 23ml/min Fluss angeschlossen.
Bis zur vollstandigen Blutentleerung des Kreislaufes wurde zundchst mit PBS und
anschlieRend, zur Fixierung, mit 4% Paraformaldehyd (PFA) perfundiert. Die Gehirne
wurden 2 Tage in Paraformaldehyd nachfixiert.

2.2.2 Paraffineinbettung

Die fixierten Proben wurden in PBS gespilt und zugeschnitten. Die Gewebe wurden
uber Nacht im Excelsor ES (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eingebettet und
in der alkoholischen Reihe wie folgt dehydriert: 50-, 70-, 90- und 100%iger Alkohol fiir
je Imin. Anschliel3end wurden die Gewebeproben am Shandon Histocentre 2 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) in Paraffin gegossen.
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Tabelle 2.2 Verwendete Substanzen: Gewebeasservierung

Bezeichnung Bezugsquelle
Perchloratlésung 14% Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland

2.3 Histologische Techniken — Lichtmikroskopie

Die Paraffinblocke wurden fir eine halbe Stunde bei -12°C abgekihlt. Anschliel3end
wurden am Schlittenmikrotom (SM 2000R Leica, Wetzlar, Deutschland) unter
Warmeausdehnung 1-2um dicke Frontalschnitte erstellt. Diese wurden zuerst in Aqua
dest. gelegt und dann auf Objekttrédger aufgetragen. Zur Antrocknung des Gewebes an
den Objekttragern wurden die Schnitte uber Nacht bei 37°C gelagert.

Fur die histochemischen Farbungen wurden die Objekttrager bei 60°C flr eine Stunde
abgeschmolzen und anschlieend, sofern unten nicht gesondert beschrieben, durch eine
absteigende alkoholische Reihe, wie folgt, entparaffiniert und rehydriert: 4x10min
Xylol, 1x3min Xylol + Isopropylalkohol, 2x3min 100% Alkohol, 1x3min 90%, 1x3min
70% Alkohol, 1x3min 50% Alkohol, Aqua dest.. Ausnahme ist die VVorbereitung zur
Luxol-fast-blue/Perjodsaure-Schiff’sches Reagenz (LFB/PAS)-Férbung bei der die
Alkoholreihe nach der 90%igen Alkohollésung beendet wurde.

Zur Konservierung wurde am Ende der jeweiligen Farbungen in der aufsteigenden
alkoholischen Reihe mit 50-, 70-, 90- und 100%igem Alkohol fiur je Imin dem Gewebe
Wasser entzogen und die Proben schlieBlich mit DePeX bzw. Immu-Mount
eingedeckelt.

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin

Basophile Strukturen wie Zellkerne und deren DNA (Nukleinséuren) sowie Ribosomen
(v.a. raues endoplasmatisches Retikulum) werden durch H&malaun blau angefarbt.
Azidophile Strukturen wie Zellplasmaproteine werden mit Eosin rot angefarbt.

Bei dieser Prozedur wurden die Schnitte fur 8min in Mayers Hamalaun-Farbeldsung
inkubiert und anschlieRend mit Aqua dest. gespult. Zur Differenzierung wurde
nachfolgend 1%iger HCI-Alkohol benutzt. Das anschlieRende Eintauchen der Schnitte
in Leitungswasser bewirkte eine Erhéhung des pH-Wertes, die in einer bldulichen
Farbung des Gewebes resultierte. Daraufhin wurden die Objekttrager in 1%iger
Eosinlésung geféarbt und nach 5min mit Aqua dest. gesplilt.
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HCI-Alkohol:  25ml HCI 20%
750ml Aqua dest.

1750ml Isopropylalkohol

2.3.2 LFB/PAS-Farbung

Luxolblau (Luxol-fast-blue ) farbt spezifisch Myelinlipide blau an. In der Perjod-Schiff-
Reaktion bildet Perjodsdure als Oxidationsmittel Aldehydgruppen aus Glykolgruppen.
Diese Aldehydgruppen reagieren in der Schiffschen Probe mit fuchsinschwefeliger
Saure. Das durch die Saure freigesetzte Fuchsin bildet einen rétlichen Farbton, sodass
sich Nervenzellen und Glykogen- bzw. Glykoprotein-reiche Gewebeanteile purpurrot
darstellen.

Die Objekttrager wurden in die LFB-L6sung gestellt und tGber Nacht bei 60°C inkubiert.
Die abgekiihlten Schnitte wurden kurz in 90%igen Alkohol gestellt, um Uberschiisse
der ebenfalls alkoholischen LFB-Farbelosung abzuwaschen. Zum Differenzieren
wurden die Objekttrager dann einzeln fur einige Sekunden unter Schwenken durch die
folgenden Ldsungen bewegt: 0,05 % Lithiumcarbonat; 70%iger Alkohol; Aqua dest..
Die Proben wurden 5min mit 1%iger Perjodséure inkubiert und danach 5min unter
Leitungswasser gespult. Dieses wurde nachfolgend griindlich mit Aqua dest. abgespult.
Im Schiffschen Reagenz verblieben die Schnitte fiir 20min und wurden anschlielend
durch 5min Spilen unter Leitungswasser geblaut. Die Kerne wurden durch Mayers
Héamalaun fiir 2min geféarbt und die Proben erneut mit Aqua dest. gespult. Es wurde mit
1% HCI-Alkohol differenziert und erneut mit Leitungswasser gebldut. Die Schnitte
wurden Uber die aufsteigende alkoholische Reihe in Xylol Uberfuhrt und mit DePeX
eingedeckt.

2.3.3 Versilberung nach Bielschowsky

Bei der Bielschowsky-Versilberung werden Neurone mit ihren Fortsdtzen wie
Dendriten, Axone und ihren Neurofibrillen sichtbar. Vereinfacht stellen sich auf den
tabakfarbenen Schnitten Axone schwarz und der Hintergrund braun dar.

Begonnen wurde damit, die Schnitte fur 20min in die 20%ige Silbernitratlésung zu
bringen. Vorubergehend wurden danach die Schnitte entnommen und in Aqua bidest.
gestellt, um der Lésung 32%iges Ammoniak tropfenweise zuzufuigen, bis das Gemisch
aufklarte. Nach 2 weiteren Tropfen Ammoniak wurden die Schnitte wieder eingestellt
und fur 15min im Dunklen inkubiert.

Fur den n&chsten Schritt wurde eine mit Aqua bidest. gefiillte Kivette mit 3 Tropfen
Ammoniak prapariert, in der die Gewebeschnitte geschwenkt wurden. In der Folge
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wurden 10 Tropfen der Entwicklungslosung zugefugt, bis sich die Schnitte nach etwa
3min tabakbraun verfarbt hatten und die Reaktion mit Aqua dest. gestoppt wurde.

Zuletzt wurden die Praparate fir 2min in 2% Natriumthiosulfat gestellt und mit
Leitungswasser gespiilt. Es folgte die Uberfiihrung durch die aufsteigende alkoholische
Reihe in Xylol und das Eindecken mit DePeX.

Entwicklungslésung:  20ml Formalin
100ml Aqua bidest.
0,5g Zitronensaure

0,1ml Salpeterséure 65%.

2.3.4 Immunhistochemische Farbungen

Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0) in der
Mikrowelle bei 900 Watt unter wechselnder Zugabe von Citrat und Wasser 5x je 3min
erhitzt. Ausnahme war hier die VVorbehandlung zur Farbung mit dem NG2-Antikorper,
die im Steamer (Braun, Kronberg im Taunus, Deutschland) in EDTA fir 30min
durchgefuhrt wurde.

2.3.4.1 Indirekte Biotin-Avidin-Methode

Bei der indirekten Biotin-Avidin-Methode erkennt zunéchst ein priméarer Antikdrper das
spezifisch darzustellende Antigen. Der sekundére, biotinylierte Antikorper ist gegen die
Fc-Region (von engl. Fragment crystallizable) des primdren gerichtet. In der Avidin-
Biotin-Reaktion wird die (Meerrettich-)Peroxidase an die Orte der primaren
Antikorperbindung lokalisiert. AnschlieBend wird DAB durch die Peroxidase-
vermittelte Katalyse von H,O, zu Wasser und Sauerstoff oxidiert und bildet an diesen
Stellen ein braunes Reaktionsprodukt.

Nach 20-minatigem Abkihlen wurden die Schnitte mit Aqua dest. gespult und in PBS
uberflhrt.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase bei der spateren Entwicklung wurden die
Préparate mit 3%iger H,O,-L6osung fur 20min im Kuhlschrank bei 4°C vorbehandelt.
Nach mehrmaligem Spiilen mit PBS wurde diese nun mit FCS bzw. 0,02%igem Casein
fir 20min in einer feuchten Kammer geblockt.

Danach wurden die Objekttrdger mit dem priméren, gegen das gewinschte Antigen
gerichteten Antikorper Gber Nacht im Kihlschrank bei 4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurde mit PBS gespllt, bevor der sekundére Antikérper aufgetragen
wurde und eine Stunde inkubierte. Anschliefend wurde nach dreimaligem Spilen mit
PBS mit Avidin-Peroxidase fur eine Stunde inkubiert und danach erneut mit PBS
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gesplt. Anschlielend wurde fir 1-3min je nach Fortschritt der Anfarbung mit DAB
entwickelt.

2.3.4.2 Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode

Bei dieser Methode wird das Fc-Fragment des priméren Antikérpers mit einem gegen
dessen Spezies gerichteten Briickenantikdrper erkannt. Neben der ersten Bindung kann
dieser im Sinne einer Briicke mit dem zweiten Fab-Arm (von engl. Fragment antigen
binding) den dritten Antikorper ebenfalls an dessen Fc-Teil binden. Der dritte
Antikorper, welcher gegen Alkalische Phosphatase gerichtet ist, bildet dann schlieBlich
mit je einem Molekul dieses Enzyms den Komplex, welcher zur farbbildenen Reaktion
etwa wie hier mit Neufuchsin féahig ist.

Die Spezies des dritten Antikorpers entspricht der des ersten Antikorpers, gegen die
dementsprechend auch der Briickenantikdrper gerichtet ist.

Diese Prozedur schloss sich an die In-Situ-Hybridisierung fur PLP-mRNA (siehe unten
2.3.5) an, um zusétzlich das translatierte PLP-Protein auf den Schnitten darzustellen.

Blkalische -

(Phosphatase -
(mynti-
(a)kalische -

hosphatase

¥ Briicken-
r antikdrper

K Primarantik&rper

Abbildung 2.2 Schema der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode. Der
primére Antikorper (Schwarz unten) bindet das gewiinschte Antigen (grau). Der Brickenantikorper (oliv)
verbindet durch die Bindung der Fc-Fragmente den priméren mit dem tertidren Antikorper. Letzterer
bindet den Alkalische-Phosphatase-Komplex (rot), mit dessen Hilfe es zur farbbildenden Reaktion
kommt. (http://www.pathologie-online.de/meth/pop-ih_5.htm)

Die Schnitte wurden in der feuchten Kammer mit 10% FCS-L6sung fir 10min geblockt.
Nachfolgend wurden nacheinander die 3 Antikorper: PLP-, Bricken- und APAAP-
Komplexantikorper fur je 1 Stunde in der feuchten Kammer auf die Schnitte appliziert.
Zwischendurch wurde mit TBS gesplilt.
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Nachfolgend wurde die Entwicklungslosung angesetzt und durch Titration mit
einmolarem Natriumhydroxid auf pH 8,8 eingestellt sowie anschliefend durch einen
Faltenfilter (Whatmann, Dassel, Deutschland) geklart. Die Farbereaktion verlief auf
dem Schuttler (E. Buhler, Hechingen, Deutschland) fir 10min. Abschliefend wurden
die Objekttrager 30 Sekunden in Hdmalaun gegengeférbt und mit Immu-Mount wéssrig
eingedeckelt.

Entwicklungsldsung: Losung I: 10mg Natriumnitrit
250ul Aqua bidest.
100p! Neufuchsin
Losung I1: 14mg Naphthol-As-Bi-Phosphat
300p! NN-Dimethylformamid
Losung I1I: 20mg Levamisol
50ml TBS
Ldsung |

Losung 11.

2.3.5 In-Situ-Hybridisierung

Zur In-Situ-Hybridisierung werden die Gewebeproben in verschiedenen Schritten
vorbehandelt, um die mMRNA freizulegen und die endogene alkalische Phosphatase zu
inaktivieren. Zu der gesuchten mMRNA komplementdre RNA (RNA-Sonde) hybridisiert
in situ mit der zelleigenen mMRNA der Prdparate und markiert somit spezifisch Zellen
entsprechend der Transkriptionsaktivitat der gesuchten Codonformation. Die Sonden
sind Digoxigenin-markiert und kdnnen so von einem Antikdrper gebunden werden,
welcher mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt ist. Unter Zugabe einer Farbel6sung
kommt es zur Farbung an den Stellen im Gewebe, an denen das dephosphorylierende
Enzym spezifisch fixiert wurde.

In der Férbereaktion spaltet die alkalische Phosphatase Phosphatreste des 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolylphosphats (BCIP), was in Verbindung mit Nitroblautetrazoliumchlorid
(NBT) zur violett-blauen Anfarbung der PLP-exprimierenden Oligodendrozyten fihrt.

In diesem Experiment wurde m.H. dieser Technik die mRNA des Oligodendrozyten-
spezifischen Proteolipid Proteins (PLP) durch die Hybridisierung in situ mittels mRNA-
Sonde identifiziert.

Die Glaswaren wurden sterilisiert (bei 180°C fir 3 Stunden) und die Puffer- sowie die
DEPC-L6sungen autoklaviert (bei 120°C und 2 bar fiir 30 Minuten).
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Die Paraffin-Schnitte wurden vom Xylol durch die absteigende alkoholische Reihe bis
ins DEPC-H,O wie folgt entparaffiniert und rehydriert: 2x20min Xylol, 3x3min
96%iger Alkohol, 1x3min 75%iger Alkohol, 1x3min 50%iger Alkohol, 1x3min 30%
Alkohol, DEPC-H,0.

Es wurde fir 20min bei 4 °C in 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Nach dreimaligen
Spulen in TBS wurden die Schnitte fur 10min in 0,2M HCI-Lésung gestellt. Erneut
wurde dreimal mit TBS gespult, bevor die Proben durch Proteinase K versetzt fir
20min bei 37°C in den Wérmeofen gestellt wurden, um Nukleinsduren freizulegen. Bei
-20°C vorgekihltes TBS stoppte darauf 5min lang diese Verdauungsreaktion. Wieder
wurde dreimal mit TBS gespilt.

Nun wurden, unter permanenter Bewegung auf dem Schdttler (E. Buhler, Hechingen,
Deutschland), mit Hilfe von 0,5%igem Essigsdureanhydrid endogene alkalische
Phosphatasen inaktiviert. Nachfolgend wurde dreimal mit TBS gespult, dann wurde die
oben beschriebene Alkoholreihe, diesmal aufsteigend, zur Dehydrierung durchlaufen
und die Praparate schlieBlich in Chloroform uberfihrt. Die Objekttrager wurden kurz
abgetropft und fir 4min auf die auf 94°C vorgewéarmte Wéarmeplatte abgelegt.

Der zuvor angesetzte Hybridisierungsmix (s.u.) wurde auf die bereits in der feuchten
Kammer befindlichen Objekttrager pipettiert. Die geschlossene Kammer wurde tber
Nacht im Hybridisierungsofen bei 65°C belassen.

Am zweiten Tag wurden die Schnitte unter Bewegung auf dem Schittler jeweils
zweimal mit zwei speziellen Waschpuffern (s.u. Waschpuffer I und Waschpuffer 11) und
anschlieBend mit TBS fir 10min behandelt. Die in der feuchten Kammer abgelegten
Schnitte wurden dann fir 15min abschlielend geblockt (s.u. Block-Mix). Das an die
Sonde gebundene Digoxigenin konnte so durch den mit Alkalischer Phosphatase
gekoppelten Antikérper markiert werden, als dieser fir 3 Stunden in der feuchten
Kammer mit den Gewebeschnitten reagierte.

Nach dreimaligem Spilen mit TBS und nach Behandlung mit dem NBT/BCIP
Substratpuffer wurden die Praparate lichtgeschitzt in die Farbeldsung gestellt und darin
7 Tage belassen.

TBS: 50ml Tris IM pH 7,5
100ml NaCl/ 850ml H,O-DMPC
SSC: 87,669 NaCl/ 500ml DEPC-H,0

44,1159 Na-Citrat pH 7,0/ 500ml DEPC-H,0
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Hybridisierungsmix:

Waschpuffer I:

Waschpuffer I1:

Substrat-Puffer:

Block Mix:

Farbeldsung:

10pl Dextran

5ul SSC

25l deionisiertes Formamid
1l Lachs-Sperma-DNA
0,5ul SDS 2

4,5ul DEPC-H,0 4,5l
4pl PLP Sonde 4pl
7,5ml SSC

1,5ml SDS 10%

150ml DEPC-H,0

1ml SSC

1ml SDS 10%l

ad 100ml DEPC-H,0
12,119 Tris 100mM
5,84g NaCl 100mM
10,165g MgCl, 50mM
ad 11 DEPC-H,0
HCI-Titration auf pH 9,5
870ul Blocking Reagent
100pl FCS

30pl humanes Serum
175ul BCIP

225ul NBT

50ml Substratpuffer.
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Tabelle 2.3 Verwendete Substanzen: Histologische Techniken - Lichtmikroskopie

Bezeichnung

Bezugsquelle

Xylol

Ethanol

DePeX

Mayers Hdmalaunlésung
Salzsaure (HCI)

Eosin G

Lithiumcarbonat

Luxol-fast-blue

Perjodsaure

Schiffsches Reagenz

Silbernitrat

Ammoniak

Natriumthiosulfat

Formalin

Zitronensaure

Salpeterséure
Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure (EDTA)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Wasserstoffperoxid (H,O5)

Fetales Kalberserum (FCS)

Casein (Tropix®)

Extravidin gekoppelt an Peroxidase
3-3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)
Tris

Natriumchlorid (NaCl)

Salzsdure (HCI)
Essigsdureanhydrid

Proteinase K

Kalziumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR International, Poole, GroRbritannien

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Life Technologies, Carlsbhad, USA
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich. Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Dextran

Natriumcitrat
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Deionisiertes Formamid

Magnesiumchlorid (MgCl,)

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP)

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
Chloroform
Blocking Reagent

Humanes Serum

Dimethyldicarbonat (DMPC)
Diethyldicarbonat (DEPC)
Lachs-Sperma-DNA

Natriumnitrit

Neufuchsin
Naphthol-As-Bisphosphat
NN-Dimethylformamid
Levamisol

Immu-Mount

Merck, Laufelfingen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miunchen, Deutschland

Mit freundlicher Genehmigung von Dr.

Tobias Dallenga

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miunchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Tabelle 2.4 Verwendete Antikorper fur immunhistochemische Farbungen

Ziel Antigen Spezies ;/Srr]gun Bemerkung Bezugsquelle
Oligodendrozyten- . . . Block mit IBL America,
vorlauferzellen Olig-2 Kaninchen  1:15000 Casein Minneapolis, USA
Oligodend ; Vorbehandlun Millipore
IJOCENCTOZYIEN-  NG.2  Kaninchen  1:200  gimSteamer  Corporation, Billerica,
vorlduferzellen .
Block mit FCS USA
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freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von

g?ii;?)dendrozyten Nogo-A Maus 1:300 EICOS(.: et Err?i]:;e'\r/l.ifé;tsucnr:jwé'?'H,
Zirich, Schweiz
}I;/:gi:g—Basisches MBP Kaninchen  1:1000 EICOSC K mit Bgﬁg;ni:ﬁstrup,
Proteolipid Protein PLP Maus 1:500 EICOS(.: kmit giezztg(l;’hlf;nh(;ng’
Wachstumsfaktor FGF-9 Maus 1:200 E(I:OSC K mit SDzerttZCChrlgﬁaHeidelberg,
Proliferationsmarker  KI-67 Ratte 1:500 EICOS(.: k mit a;n%rzjrri;iaDneStirctﬁlr z:m d

Tabelle 2.5 Verwendete Sekundarsysteme fur immunhistochemische Farbungen

System Antigen Spezies Verdunnung Bezugsquelle

Dianova, Hamburg,

Biotin Anti-Kaninchen Esel 1:500 Deutschland

Biotin Anti-Maus Ziege 1:200 Dako, Glostrup,

Déanemark
Brickenantikorper Anti-Maus Kaninchen 1:50 ngo, Glostrup,
Danemark
APAAP- Anti-Alkalische , Dako, Glostrup,
o Maus 1:50 )
Tertiarantikorper Phosphatase Dénemark

2.4 Histologische Techniken — Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden Lipide, in diesem Fall
insbesondere Myelin, mit Osmiumtetroxidschwarz angeférbt . Gleichzeitig wurde
das Praparat somit fixiert. Zur Negativkontrastierung wurde Uranylacetat verwendet,
welches das Objekt umgibt und durch Elektronenabsorption heller erscheint.

Von den in PFA fixierten und in Paraffin eingebetteten Bldcken wurden am
Schlittenmikrotom (SM 2000R Leica, Wetzlar, Deutschland) 2mm Frontalschnitte
hergestellt. Schnitte mit durch Monastral-Blue gekennzeichneten Injektionsstellen
wurden ausgewdhlt. Der Balken wurde mit einer Rasierklinge prépariert und die Probe
sagittal durch die Lasionsstelle angeschnitten.

Diese Gewebsstiicke wurden deparaffiniert,durch die absteigende alkoholische Reihe
rehydriert und in 3%igem Glutaraldehyd Uber Nacht bei 4°C fixiert. Nachfolgend wurde
zweimal mit PBS gespult, bevor das Praparat mit 1%iger Osmiumséure nachfixiert und
kontrastiert wurde.
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Nach zweimaligem Spulen mit PBS wurde die Dehydrierung zundachst mit 50%igem
Ethanol fir 10min begonnen. Fur 1 Stunde wurde dann bei 4°C mit dem in 70%igem
Ethanol gelosten 0,5%igen Uranylacetat inkubiert. Dieses bildet unter dem
Elektronenmikrosokop durch seine stark Elektronen-absorbierende Eigenschaft den
Negativkontrast in der Peripherie des Gewebes. Die Schnitte wurden weiter mit
80%iger, dann 96%iger Ethanollésung je fur 10min behandelt. Darauf standen sie
zweimal 15min in 100%igem Ethanol, bis mit Propylenoxid zweimal fur 20min weiter
Wasser entzogen wurde.

Zur Einbettung wurden die Proben fiir je 35min in einer Araldit-Propylenoxid-L6sung
zunéchst im Verhéltnis 1:1, anschlieRend 2:1 eingelegt, um dann fir eine Stunde in
Avraldit zu stehen.

Das Material wurde nun in bei 60°C vorgewérmte Silikonférmchen (Optics Balzers AG,
Balzers, Lichtenstein) tberfuhrt, die zuvor mit Araldit beflllt wurden. Die wie oben
beschrieben frontal geschnittenen Préparate des Balkens wurden horizontal auf dem
Formchenboden angeordnet. Das mediale Ende der Probe mit der Injektionsstelle wird
zum oberen Ende der Form ausgerichtet. Zur Aushértung wurden die gefullten
Silikonférmchen fur 3 Tage bei 60°C belassen.

Die Proben wurden anschlieend im Ultramikrotom (Ultracut UCT, Leica, Wetzlar,
Deutschland) eingespannt und auf dem Trimmtisch fixiert. Die Aralditschicht oberhalb
des Prédparats wurde mit einer Rasierklinge entfernt und anschlieRend mit dem
Glasmesser geschnitten.

Es wurden zunéchst Semidinnschnitte mit einer Dicke von 390 nm hergestellt und in
Aqua bidest. tberfuhrt. Die Objekttrager, die zuvor in 70%igem Isopropanol lagerten,
wurden ebenfalls mit Aqua bidest. benetzt und die Schnitte in diesen Tropfen
ausgebreitet.

Das Wasser auf den Objekttragern verdampfte auf der Warmeplatte bei 60°C fiir eine
Stunde. Die getrockneten Schnitte wurden mit der Farbeldsung nach Richardson (s.u.)
beladen. Als nach ca. 3min die Rander begannen einzutrocknen, wurde die Farbeldsung
mit Aqua dest. abgespullt. Nach kurzem Trocknen auf der Warmeplatte wurden
Deckglaschen auf die Schnitte gegeben und mit Araldit eingedeckelt. Die Préparate
waren nach einer Nacht im Warmeschrank bei 60°C konserviert.

Die fertigen Semidinnschnitte dienten nun dazu, unter dem Lichtmikroskop sowohl die
Qualitat der Schnitte und ihrer Farbung als auch die Lokalisation des Balkens und der
Injektionslasion zu beurteilen.

Die Schnittflache der so gepriiften Araldit-Blocke wurde mit einer Rasierklinge
trapezformig um die gewlinschte Gewebsregion verkleinert.
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Die Ultradiinnschnitte, welche eine Dicke von 72 nm erreichen sollten, wurden mit
einem Diamantmesser (Leica, Wetzlar, Deutschland) erstellt. Die Schnitte wurden dann
mit einer Wimper auf ein mit Aceton gereinigtes Kupfer-Grid (Science Services,
Minchen, Deutschland) abgelegt.

Richardson: Azur 11 1% 10ml
Methylenblau 2% 5ml

Dinatriumtetraborat-10-Hydrat 1% 5ml

Tabelle 2.6 Verwendete Substanzen: Histologische Techniken - Elektronenmikroskopie

Bezeichnung Bezugsquelle
Glutaraldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland
Osmiumsaure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Uranylacetat

Propylenoxid

Azur 1l

Methylenblau
Dinatriumtetraborat-10-Hydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.5 Histologische Quantifizierung

2.5.1 Lichtmikroskopie

Am Mikroskop (Olympus BX 41, Deutschland GmbH, Hamburg) wurden die
angefarbten Zellen im standardisiert gerasterten Sehfeld des Okulars (Olympus
WHN10X-H/22) bei 400facher VergroRerung gezahlt und anschlieBend auf Zellen pro
mm? hochgerechnet. Es wurde der Balken unter Ausschluss der durch Monastral-Blue
gekennzeichneten Injektionsflache einbezogen.

-
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Abbildung 2.3 Darstellung der Z&hlung am Beispiel eines Nogo-A-gefarbten Préaparates. Es wurden
pro Praparat zwei standardisierte Sehfelder (schwarze Quadrate) getrennt an der Mitte der durch
Monastral-Blue gekennzeichneten Injektionsflache (Pfeil) gezahlt. Nicht zum Corpus callosum gehérige
Anteile (rote Linien) wurden genauso wie die Injektionsflache (grine Linien) von der Z&hlung
ausgeschlossen. Darunter die Skizze des mikroskopischen Rasters mit ausgeschlossenen Bereichen, mit
deren Hilfe die Zellzahl anschlieBend auf Zellen pro mm? hochgerechnet wurde.

2.5.2 Elektronenmikroskopie

Die Fotos der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit Analysis (Analysis
Software, University of Wisconsin, Madison, USA) ausgewertet. Dabei wurde fir jedes
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Préparat die G-Ratio bestimmt. Diese gibt das Verhéltnis der Myelinschicht eines
myelinisierten Axons im Bezug zum Durchmesser des Axons wieder (Axon- zu
Faserdurchmesser).

Axon

Myelin

Idl)

L g=

4
D

Abbildung 2.4 Bestimmung der G-Ratio. Es wurde der Axondurchmesser d sowie der Durchmesser der
Nervenfaser mit Myelinumhillung D ausgemessen. Man erhélt die G-Ratio durch Division von d durch D
aus (Paus und Toro 2009, S.4).

2.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Tests sowie alle grafischen Auswertungen wurden mit Hilfe von
Statistica 10 (StatSoft-Europe, Hamburg, Deutschland) und Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, USA) durchgefihrt.

Die Messungen der Zelldichte wurden mittels einer 2-faktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) ausgewertet. Als feste Faktoren wurden dabei zum einen die Zeit (Perfusion
nach 3 bzw. 6 Tagen) und zum anderen die Injektionslésung (PBS bzw. FGF-9)
betrachtet. Falls eine Wechselwirkung zwischen Zeit und Injektionslésung vorlag,
wurden die Daten nach einem Faktor aufgetrennt und jeweils ungepaarte T-Tests mit
Bonferroni-Korrektur (o /2) durchgefiihrt.

Zur Analyse der G-Ratio der elektronenmikroskopischen Untersuchung sowie zum
Vergleich der Zelldichte an gleichen Perfusiontagen wurde ebenfalls ein ungepaarter T-
Test verwendet.

Das Signifikanzniveau a wurde auf 0,05 festgesetzt.
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3 Eragebnisse

Durch die 6-wochige Futterung von Cuprizon wurde eine Toxin-vermittelte
Demyelinisierung im Corpus callosum und Kortex von Mausen induziert. AnschlieRend
wurde den Versuchstieren mittels stereotaktischer Injektion 1ul des Wachstumsfaktors
FGF-9 (100ng/ul) bzw. PBS als Kontrolle appliziert.

Die Tiere wurden in 2 Gruppen eingeteilt und 3 bzw. 6 Tage nach Injektion perfundiert,
um Veranderungen im zeitlichen Verlauf der zu untersuchenden Remyelinisierung
beurteilen zu konnen. Die Gehirne wurden fur die mikroskopische und
elektronenmikroskopische Analyse spezifisch angefarbt und die Corpora callosa
analysiert.

3.1 Darstellung der FGF-9-Injektionen

Um FGF-9 in den Corpora callosa darzustellen, wurde eine gegen diesen
Wachstumsfaktor gerichtete Antikdrperfarbung verwendet. Jedoch konnte FGF-9 weder
3 noch 6 Tage nach Applikation im Bereich der Injektionen nachgewiesen werden
(Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1 Kein Nachweis von FGF-9 im Injektionsbereich zu den Perfusionszeitpunkten.
3 (A) bzw. 6 Tage (B) nach der Injektion von FGF-9 konnte der Wachstumsfaktor nicht in den Corpora
callosa nachgewiesen werden. Injektionsbereich/ Monastral-Blue: Blau; Messbalken (A+B): 200um.
OriginalvergroRerung (A+B): 100-fach.
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3.2 Einfluss der Injektionen auf die Axondichte

Es wurden Bielschowsky-Versilberungen zur Darstellung von eventuellen axonalen
Schéadigungen an jedem Préparat angefertigt. Sie zeigten, dass die stereotaktischen
Injektionen keinen Einfluss auf die Axondichte im Balken hatten (Abbildung 3.2). Sie
bestatigen somit, dass die Injektionen weitgehend atraumatisch erfolgten und keine
Gewebenekrose zur Folge hatten.

Abbildung 3.2: Minimale Destruktion von Axonen durch die intrazerebrale stereotaktische
Injektion. Im Vergleich der ipsi- (A) zur nicht injizierten, kontralateralen (B) Balkenseite zeigte sich in
den Bielschowsky-Versilberungen keine wesentliche Verdanderung der Axondichte. Axone: Schwarz;
Injektionsbereich/ Monastral-Blue: Blau. Messbalken (A+B): 200um. OriginalvergroBerung (A+B): 100-
fach.
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3.3 Einfluss von FGF-9 auf die Zellteilungsaktivitat

Um den Einfluss von FGF-9 auf die Zellteilungsaktivitat zu untersuchen, wurde der
Proliferationsmarker Ki-67 detektiert. Es folgte ein qualitativer Vergleich am
mikroskopischen Bild. In allen Gruppen lieRen sich positive Zellen in den
Stammzellarealen der Seitenventrikel sowie im Bereich der Corpora callosa anféarben.
Die Farbungen mit Ki-67 zeigten zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der Dichte
positiver Zellen in PBS oder FGF-9 injizierten Tieren (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3 Kein Unterschied in der Dichte Ki-67-positiver Zellen nach FGF-9-Injektion. Die
durch die Ki-67-Immunhistochemie markierten Interphase-Zellkerne zeigten keine Unterschiede
abhéngig von einer FGF-9-Injektion an den beiden Perfusionszeitpunkten. A: PBS-Injektion, Perfusion
nach 3 Tagen. B: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen. C: PBS-Injektion mit Perfusion nach 3
Tagen. D: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 6 Tagen. Injektionsbereich/ Monastral-Blue: Blau;
Zellkerne mit Protein Ki-67: Braun; Weitere Zellkerne: Blau. Messbalken (A-D): 200um.
OriginalvergroRerung (A-D): 100-fach.
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3.4 Einfluss von FGF-9 auf die Dichte der
Oligodendrozytenvorlauferzellen (OVZ)

Oligodendrozytenvorlauferzellen (OVZ) migrieren und proliferieren in Bereichen, in
denen Myelin geschadigt wurde. Um einen Einfluss von FGF-9 auf die Dichte von OVZ
zu ermitteln, wurden Antikdrperfarbungen gegen fir dieses Entwicklungsstadium
typische Expressionsprodukte durchgefihrt.

Die Expression des Chondroitinsulfat-Proteoglykans NG-2 gilt als Marker fur OVZ. Die
Quantifizierung der NG-2-positiven Zellen ergab keinen Unterschied fur FGF-9-
behandelte Tiere im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren. Mit Bezug auf den
Perfusionzeitpunkt ergab sich eine signifikant hohere Zellzahl fur Tiere mit Perfusion
nach 6 Tagen gegentber Tieren mit Perfusion nach 3 Tagen, unabhdngig von der
stereotaktischen Injektionslésung in der 2-faktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) (p =
0,0001; 2-faktorielle ANOVA,; PBS Perfusiontag 3: 47 + 14 NG-2+ Zellen/mm?; FGE-9
Perfusionstag 3: 68 + 15 NG-2+ Zellen/mm?; PBS Perfusionstag 6: 145 + 29 NG-2+
Zellen/mm?; FGF-9 Perfusionstag 6: 212 +18 NG-2+ Zellen/mm? Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Signifikant hohere Zelldichte NG-2-positiver Zellen in Tieren mit Perfusion 6 Tage
nach Injektion. A: 2-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA): Die Zelldichte NG-2-positiver Zellen bei
FGF-9 und PBS injizierten Tieren war am 6. Perfusionstag signifikant hoher als am 3. Perfusionstag (p =
0,0001; Kasten = Mittelwert; Vertikale Balken = 0,95 Konfidenzintervall) B: NG-2-positive Zellen
(Pfeile) zeigten ein braun gefarbtes Zytoplasma. Messbalken: 100um. OriginalvergroBerung: 400-fach.

Als zweiter Marker fir OVZ wurde der Transkriptionsfaktor Olig-2 angewendet. Olig-2
gilt als spezifisch fur Oligodendrozyten und wird im Stadium der OVZ stérker
exprimiert als in reifen Oligodendrozyten. Dementsprechend wurden nur stark
markierte Zellen als Olig-2-positiv gewertet. Die Quantifizierung stark Olig-2-positiver
Zellen ergab keinen signifikanten Unterschied nach Injektionen mit PBS oder FGF-9 an
den unterschiedlichen Perfusionszeitpunkten (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 Kein Einfluss von FGF-9-Injektion oder Perfusionszeitpunkt auf die Dichte Olig-2-
positiver Zellen. A: 2-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA): Die Dichte Olig-2-positiver Zellen war
weder abhangig von einer FGF-9-Behandlung noch vom Perfusionstag (Kasten = Mittelwerte; Vertikale
Balken = 0,95 Konfidenzintervall). B: Olig-2-positive Zellen (Pfeile) wurde als Zellen mit starker
braunlicher Anfarbung des Kerns definiert. Nur blass angefarbte Zellen wurden nicht gezahlt.
Messbalken: 100um. OriginalvergréBerung: 400-fach.
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3.5 Einfluss von FGF-9 auf die Dichte reifer
Oligodendrozyten

Unter den Entwicklungsstufen der Oligodendrozyten wurden auch reife
Oligodendrozyten, die in der Lage sind, Myelin um Nervenzellfortsatze zu bilden und
damit fir eine erfolgreiche Remyelinisierung verantwortlich sind, untersucht. Mit Hilfe
immunhistochemischer Farbungen wurde analysiert, ob FGF-9 Einfluss auf die Dichte
dieser Zellfraktion hat.

Nogo-A wird in ausgereiften Oligodendrozyten stark exprimiert und gilt als spezifischer
Marker. Das Protein wurde immunhistochemisch angefarbt und die Anzahl Nogo-A-
positiver Zellen quantifiziert. In der statistischen Auswertung mittels 2-faktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) ergab sich keine signifikante Verdnderung der Zelldichte
Nogo-A-positiver Zellen nach lokaler FGF-9-Behandlung im Vergleich zur PBS-
Behandlung. (Abbildung 3.6)
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Abbildung 3.6 Kein signifikanter Unterschied in der Zelldichte Nogo-A-positiver Zellen nach
Injektion von FGF-9. A: 2-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA): Die Population der Nogo-A-positiven
Zellen zeigte keine Signifikanz im Sinne eines Einflusses von FGF-9 bzw. der unterschiedlichen
Perfusionszeitpunkte. (Kéasten = Mittelwerte; Vertikale Balken = 0,95 Konfidenzintervalle) B: Die braune
Anfarbung von Somata und z.T. auch von Zellfortsatzen charakterisierte Nogo-A-positive Zellen (Pfeile).
Messbalken: 100um. OriginalvergréBerung: 400-fach.

Die T-Test-Analyse der Anzahl Nogo-A-positiver Zellen bei Tieren die 6 Tage nach
Injektion geopfert wurden, ergab eine signifikant niedrigere Zelldichte fir FGF-9
behandelte Tiere (p = 0,04; T-Test; PBS Perfusionstag 6: 47 = 131 Nogo-A +
Zellen/mm?; FGF-9 Perfusionstag 6: 416 + 28 Nogo-A + Zellen/mm? ; Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7 Signifikant niedrigere Zelldichte Nogo-A positiver Zellen durch FGF-9 Behandlung
bei Perfusion 6 Tage nach Injektion. T-Test: In der Gruppe FGF-9 behandelter Tiere, die nach 6 Tagen
geopfert wurden, zeigte sich eine signifikant niedrigere Zelldichte gegenliber mit PBS behandelten
Tieren. (p = 0,04; T-Test, Horizontale Striche = Mittelwerte; Vertikale Balken = Standardabweichung).

Ferner wurde untersucht, ob FGF-9 die Dichte reifer myelinisierender
Oligodendrozyten steuert, indem mittels In-Situ-Hybridisierung Zellen, die die RNA
des Myelinproteins PLP exprimierten, detektiert wurden. FGF-9 injizierte Tiere wiesen
dabei eine signifikant niedrigere Zelldichte gegentber der Gruppe der PBS injizierten
Tiere auf (p = 0,03; 2-faktorielle ANOVA; PBS Perfusionstag 3: 272 + 153 PLP +
Zellen/'mm?; FGF-9 Perfusionstag 3: 114 + 141 PLP + Zellen/mm?; PBS Perfusionstag
6: 384 + 131 PLP + Zellen/mm?, FGF-9 Perfusionstag 6: 175,1 PLP + Zellen/mm?;
Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8 Signifikant niedrigere Zelldichte PLP-mRNA-positiver Zellen nach FGF-9-
Injektion. A: 2-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA): Die Quantifizierung PLP-mRNA-positiver Zellen
ergab einen signifikanten Unterschied im Sinne einer niedrigeren Zelldichte in FGF-9 injizierten Tieren
(p = 0,03; Késten = Mittelwerte; Vertikale Balken = 0,95 Konfidenzintervall). B: PLP-mRNA-positive
Zellen (Pfeile) zeigten eine dunkelviolette Anférbung. Die Immunhistochemische Anfarbung des
Myelinproteins PLP stellte sich rot dar. Messbalken: 100um. OriginalvergroBerung: 400-fach.
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3.6 Einfluss von FGF-9 auf die Remyelinisierung

Myelin, als Produkt der Remyelinisierung, wurde mit Luxol Fast Blue angeférbt,
nachdem die Tiere 3 bzw. 6 Tage ohne das Oligodendrozyten- und damit Myelin-
schadigende Cuprizon gefuttert worden waren. Die Markscheiden der FGF-9 injizierten
Tiere zeigten auf diesem lichtmikroskopischen Niveau keinen Unterschied zu den mit
PBS injizierten Tieren. Auch fiel kein Unterschied in der mikroskopischen Qualitat des
Myelins abhdngig vom Perfusionstag auf (Abbildung 3.9).

o

Abbildung 3.9 Kein Einfluss von FGF-9 auf den Myelingehalt im Balken in der LFB-PAS-Farbung.
Im Gruppenvergleich hatten weder die FGF-9-Injektion noch ein spéterer Perfusionszeitpunkt Einfluss
auf die lichtmikroskopische Anfarbbarkeit der Myelinscheiden. A: PBS-Injektion, Perfusion nach 3
Tagen. B: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen. C: PBS-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen.
D: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 6 Tagen. Myelinscheiden: Hellblau; Injektionsbereich/ Monastral -
Blue: Dunkelblau; Messbalken (A-D): 200um. OriginalvergréBerung (A-D): 100-fach.

Auch gegen das Myelinprotein MBP gerichtete Antikdrper ermdglichten die
Darstellung der Myelinscheiden. Die Corpora callosa stellten sich, so gefarbt, in allen
Gruppen gleich myelinisiert dar. Es konnte kein Effekt einer Injektion von FGF-9
beobachtet werden. Auch ein 3 Tage spater gewahlter Perfusionstag zeigte keinen
Unterschied zwischen der FGF-9- und der PBS-Gruppe (Abbildung 3.10).



3 Ergebnisse 42

Abbildung 3.10 Kein Einfluss von FGF-9 auf den Myelingehalt in der MBP-Farbung. Es konnte
keine Beeinflussung des Myelingehalts durch FGF-9-Injektionen zu den beiden Perfusionszeitpunkten
nachgewiesen werden. A: PBS-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen. B: FGF-9-Injektion mit Perfusion
nach 3 Tagen. C: PBS-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen. D: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 6
Tagen. Myelinscheiden: Braunrétlich; Injektionsbereich/ Monastral-Blue: Blau; Messbalken (A-D):
200um. OriginalvergréBerung (A-D): 100-fach.

Um den Einfluss von FGF-9 auf die Ultrastruktur des Myelins beurteilen zu kdnnen,
wurden Hirnschnitte der Balkenregion von jeweils 3 FGF-9 und 3 PBS injizierten
Tieren aus der Gruppe der nach 3 Tagen perfundierten Méuse fir das
Elektronenmikroskop prapariert und angefarbt.
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Abbildung 3.11 Kein Einfluss von FGF-9 auf myelinisierte Axone. In den ultrastrukturellen
Untersuchungen von Sagittalschnitten durch die Corpora callosa von FGF9- und PBS-injizierten
Cuprizon-behandelten Mausen zeigten sich unmyelinisierte sowie myelinisierte Axone. Es wurde kein
qualitativer Unterschied der Dichte myelinisierter Fasern gesehen. A: PBS-Injektion mit Perfusion nach 3
Tagen. B: FGF-9-Injektion mit Perfusion nach 3 Tagen; Messbalken (A+B): 2um. OriginalvergroBerung
(A+B): 12500-fach.

Nachfolgend wurden die Durchmesser der Myelinumhullungen und der Axone an Fotos
der elektronenmikroskopischen Praparate ausgemessen und die G-Ratio bestimmt
(Abbildung 3.11). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied fur Injektionen mit PBS
bzw. FGF-9 (Abbildung 3.12)
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Abbildung 3.12 FGF-9-Injektion hat keinen Einfluss auf die G-Ratio. Die G-Ratio, als MaR fir den
Remyelinisierungsfortschritt, wurde durch die Injektion von FGF-9 nicht signifikant beeinflusst. (Kleine
Késten = Mittelwert; GroRe Ké&sten = Standardfehler; Vertikale Balken = 1,96 mal Standardfehler).
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4 Diskussion

Um die Wirkung von FGF-9 auf die Remyelinisierung zu ermitteln, wurde Mausen,
welche mit dem demyelinisierend wirkenden Toxin Cuprizon gefuttert worden waren,
dieser Wachstumsfaktor via stereotaktischer Injektion in das Corpus callosum injiziert
und der Verlauf der Remyelinisierung nach Absetzen von Cuprizon beobachtet.

4.1 Studienlage

Ein Differenzierungsblock gilt als mdgliche Ursache von Remyelinisierungs-
hemmung

Die Forderung von Remyelinisierung gilt als Ansatzpunkt, um MS-bedingte
Behinderungen durch die Verbesserung der endogenen Remyelinisierungsfahigkeit von
Oligodendrozyten zu verbessern (Jennings und Carroll 2010). Dabei wird derzeit
postuliert, dass dieser Reparaturmechanismus nicht funktioniert, weil OVZ nach
demyelinisierenden Ereignissen zwar Uberwiegend gut in die L&sionen migrieren bzw.
proliferieren, dann jedoch nicht vollstandig zu Myelin-bildenden Oligodendrozyten
ausreifen konnen (Kuhlmann et al. 2008).

FGF-9 beeinflusst dosis- und stadienabhangig die Oligodendrogenese in vivo und
in vitro

Verschiedene Faktoren wurden bereits als steuernd fir die Proliferation und
Differenzierung von Oligodendrozyten im Verlauf der Remyelinisierung identifiziert.
FGF-9 wurde erstmals von Naruo et al. (1993) als mitogen wirkender Faktor fir OVZ
beschrieben.

Cohen und Chandross (2000) inkubierten Oligodendrozyten-Kulturen aus
Rattengehirnen verschiedener Oligodendrozyten-Reifungsstadien mit FGF-9. A2B5-
positive und O4-negative Zellen dienten als Repréasentanten von OVZ, A2B5-negative
und O4-positive als Oligodendrozyten mit hoéherem Reifungsgrad. In beiden
Differenzierungsstadien kam es zu einer erhéhten Expression von FGFR-1 und
verminderten Expression von FGFR-2 und FGFR-3. Aulerdem wurde durch FGF-9 die
Expression der Myelinproteine CNP und PLP verandert. Nach 24 Stunden kam es zu
einem Anstieg und nach 48 Stunden zu einem Abfall der Expression dieser Proteine.

Die Zellkulturexperimente von Fortin et al. (2005) zeigten einen Effekt von FGF-9 auf
differenzierende Oligodendrozyten, markiert durch die Expression von Gal-C und MBP,
mit einem vermehrten Wachstum von Zellfortsétzen, vermittelt ber den FGFR-2.
Gleichzeitig zeigte sich keine Beeinflussung von OVZ, die durch die Marker A2B5 und
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O4 identifiziert wurden. Die untersuchten Zellen stammten aus neonatalen
Mausgehirnen.

Im Gegensatz dazu berichteten (Lum et al. 2009) von einem verminderten Wachstum
von Zellfortsatzen O4-positiver Zellen nach FGF-9-Exposition. Im gleichen Experiment
zeigte sich, dass FGF-9 O4-markierte OVZ in ihrer Differenzierung und Proliferation
hemmte. Die hier in-vitro untersuchten Zellen wurden aus der subventrikulédren Zone
von erwachsenen C57BL/6-M&usen gewonnen.

Bisher unverdffentliche in-vitro-Studien von Linington et al. zeigten eine
dosisabhéngige, FGF-9-bedingte Inhibition der Bildung von Myelinscheiden durch
differenzierende Oligodendrozyten (Linington et al. 2001, unverdffentliche Daten).

Ebenfalls unvertffentliche Ergebnisse von Mohan und Meinl aus Microarraystudien
zeigten eine Hochregulierung von FGF-9 in demyelinisierten gegeniber
remyelinisierten Bereichen in MS-Lé&sionen (Mohan und Meinl 2011, unveroffentlichte
Daten).

In der Promotionsarbeit von Dr. Wrzos wurde als Folgeexperiment der hier vorgelegten
Ergebnisse ein kontinuierlicher Einfluss von FGF-9 auf demyelinisierte Balken von mit
Cuprizon behandelten Mausen mit Hilfe einer durch einen Virusvektor induzierten
FGF-9-Uberexpression untersucht. Hier zeigten sich sowohl eine héhere Zelldichte von
OVZ, markiert durch Olig-2, als auch von reifen Oligodendrozyten, markiert durch
Nogo-A. Das AusmafR der Remyelinisierung wurde durch die FGF-9-Uberexpression
jedoch nicht beeinflusst (Wrzos 2011).

4.2 Ergebnisse und Deutung

Keine Veranderung der Remyelinisierung durch einmalig fokal injiziertes FGF-9
auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene

In der vorliegenden Arbeit mit Fitterung von Cuprizon tber 6 Wochen, Injektion von
FGF-9 bzw. PBS und Absetzen von Cuprizon 3 bzw. 6 Tage vor der Perfusion, zeigten
sich die Corpora callosa licht- und elektronenmikroskopisch gleich stark remyelinisiert.
Die in diesem Modell spontan erfolgende Remyelinisierung lieR sich folglich durch die
FGF-9-Injektion nicht beeinflussen.

Aus den Arbeiten von Matsushima und Morell (2001) ist bekannt, dass es durch
Cuprizonfitterung zu einer maximalen Demyelinisierung des Corpus callosum mit
nahezu vollstandiger Depletion von reifen Oligodendrozyten und minimalem
Myelingehalt nach 5 Wochen kommt. Die Remyelinisierung beginnt dann bereits in der
6. Woche unter Cuprizongabe und l&uft lichtmikroskopisch vollstdndig innerhalb
weniger Tage ohne Cuprizondiat mit hohen Erfolgsraten ab.
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Dass in diesem Experiment keine Beeinflussung nachgewiesen werden konnte, kann
daran liegen, dass der Stimulus einer einmaligen FGF-9-Injektion nicht ausreichend ist.
Die Remyelinisierung wurde in diesem Fall auch bei einer unterstellten Wirkung von
FGF-9 im Cuprizon-Modell nicht ausreichen, ein licht- oder elektronenmikroskopisch
messbares Korrelat zu generieren.

Signifikant hohere Dichte von OVZ nach 6-tagiger gegenliber 3-tagiger
Remyelinisierungsphase.

Die Zelldichte von OVZ, die NG-2-positiv waren, fiel bei Tieren, die 6 Tage nach Ende
der Cuprizondiat geopfert wurden, signifikant hoher aus als bei Tieren, die bereits nach
3 Tagen perfundiert wurden. Diese Beobachtung zeigte sich unabhangig davon, ob die
Tiere mit FGF-9 oder PBS behandelt wurden.

Dass im Bereich des Balkens Zellvermehrung stattfand, wurde auch durch die
Anfarbung von sich in der G1-Phase befindlichen Zellen mit dem Proliferationsmarker
Ki-67 deutlich. Zusammengenommen kann davon ausgegangen werden, dass diese
Proliferation mit dem Anstieg NG-2-positiver Zellen die fortlaufende Proliferation von
OVZ im Rahmen einer erfolgreichen Remyelinisierung widerspiegelt.

Die Erhohung der Zelldichte im Verlauf der Remyelinisierung konnte fur den zweiten
verwendeten OVZ-Marker Olig-2 nicht gezeigt werden. Dies kann mdglicherweise
dadurch erklart werden, dass Olig-2-exprimierende Zellen sowohl OVZ als auch reife
Oligodendrozyten umfassen.

Einfluss von FGF-9 auf reife Oligodendrozyten bei Remyelinisierung tber 6 Tage

Lasst man die Gruppen der nach 3 Tagen perfundierten Tiere auBer Acht, zeigt sich eine
signifikant niedrigere Zelldichte Nogo-A-positiver Zellen in der Gruppe der nach 6
Tagen perfundierten Tiere mit FGF-9-Injektion. Durch die Nichtberlcksichtigung der
Gruppe der Tiere mit Perfusion nach 3 Tagen halbiert sich jedoch die GruppengroéRe,
wodurch die Verlasslichkeit fur die so gefundene statistische Signifikanz im Vergleich
zu den anderen Ergebnissen in dieser Arbeit abnimmt.

Nimmt man die Ergebnisse der nach 3 und 6 Tagen perfundierten Tiere zusammen,
ergibt sich keine statistische Signifikanz fir einen Einfluss von FGF-9 auf Nogo-A-
positive Zellen.

Signifikant niedrigere Zelldichte myelinisierender Oligodendrozyten durch FGF-9

Es zeigte sich ein signifikanter Einfluss von FGF-9 auf die Population PLP-mRNA-
exprimierender Zellen: FGF-9-behandelte Praparate wiesen eine niedrigere Dichte an
Zellen auf, die die mRNA fur dieses Myelinprotein exprimierten, also aktiv
Myelinprotein synthetisierten.
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Als Ursache fir die verminderte Dichte dieser Zellen unter FGF-9 kommt in Frage, dass
FGF-9 in der Lage ist, die Differenzierung von OVZ zu Zellen, die Myelinproteine
produzieren, zu hemmen, sodass hier weniger dieser Zellen detektiert wurden. Einen
ahnlichen Mechanismus postulierten auch Lum et al. (2009), welche eine Hemmung fur
O4-positive Oligodendrozyten unter FGF-9-Einfluss beschrieben. O4 wird jedoch als
Marker einer friheren Differenzierungsstufe, der sogenannten Préoligodendrozyten
oder spaten Vorlduferzellen, angesehen (Bansal 2002, Baumann und Pham-Dinh 2001).

Keine Ubereinstimmung in der Suppression Nogo-A- und PLP-mRNA-
exprimierender Zellen durch FGF-9

FGF-9-Behandlung fiihrte zu einer Reduktion PLP-mRNA-exprimierender Zellen. Eine
verminderte Dichte Nogo-A-positiver Zellen durch FGF-9-Injektion konnte nur fir
Tiere, die nach 6 Tagen perfundiert wurden, gezeigt werden. Dass es nicht zu einem
ubereinstimmenden Effekt auf diese beiden Zellpopulationen kam, verwundert, da
Kuhlmann et al. bei rein mit Cuprizon behandelten Tieren eine nahezu
Ubereinstimmende Anzahl von Nogo-A- und PLP-mRNA-markierten Zellen
beschrieben. Als Erklarung fiir die nicht ganzliche Ubereinstimmung ist wahrscheinlich,
dass die PLP-mRNA-In-situ-Hybridisierung und Anti-Nogo-A-Antikorper zwar
uberlappende, jedoch nicht identische Zellpopulationen représentieren. Demnach
kdénnen PLP-mRNA-exprimierende Oligodendrogliazellen zwar bereits Myelinproteine
produzieren, sie besitzen jedoch nicht den abgeschlossenen Reifungsgrad einer Nogo-
A-positiven Oligodendrogliazelle. Dieser Unterschied der Zellpopulationen konnte
daruiber hinaus erst durch die Reaktion auf FGF-9 deutlich werden.

Als weitere Ursache der nicht (bereinstimmenden Zelldichte kommen technische
Unterschiede in der Farbeprozedur, insbesondere der sensiblen In-Situ-
Hybridisierungsmethode, in Frage.

4.3 Kritische Evaluation

Ruckschlisse auf die Wirkung von FGF-9 anhand der hier dargestellten Daten miissen
unter Beriicksichtigung der folgenden Kritikpunkte betrachtet werden.

Kein Nachweis von FGF-9 durch Antikdrperfarbung

Nach Perfusion der Tiere 3 bzw. 6 Tage, nachdem FGF-9 fokal stereotaktisch injiziert
worden war, konnte kein Wachstumsfaktor mittels Antikorperfarbung in den Corpora
callosa nachgewiesen werden. Somit ist von keiner kontinuierlichen Erhéhung von
FGF-9 im Zielgebiet auszugehen. Die Ursache liegt wahrscheinlich im schnellen Abbau
des Wachstumsfaktors. Trotzdem ist es denkbar, dass der Effekt des Wachstumsfaktors
zeitlich uber seine Prasenz im Gewebe hinaus ging. Die Interaktion zwischen Liganden
und Zellen generell kann zu einer Modifizierung der Expression oder Funktion der



4 Diskussion 48

jeweiligen Rezeptoren, der intrazelluldren Signallbertragungswege oder der
Transkription von Zielgenen fiihren (Jessell und Melton 1992). Die Modifizierung der
Expression von FGFR und Myelinproteinen ist fir FGF-9 in vitro gezeigt worden
(Cohen und Chandross 2000). Ob diese Wirkungen auf einen dauerhaften FGF-9-
Einfluss angewiesen sind, ist nicht geklart.

Remyelinisierung fand mdoglicherweise bereits vor den stereotaktischen
Injektionen statt

Am Ende der 6-wochigen Cuprizondiat wurden keine Tiere untersucht. Da bekannt ist,
dass die Remyelinisierung noch unter dem Kupferchelator bereits nach der 5. Woche
beginnt (Matsushima und Morell 2001), muss berucksichtigt werden, dass die hier
analysierten Remyelinisierungsprozesse bereits vor dem Zeitpunkt der stereotaktischen
Injektionen bzw. vor dem Ende der Cuprizon-Fitterung begonnen haben koénnten. Die
Frihphase der Remyelinisierung in allen Gruppen stand daher nicht unter dem Einfluss
von FGF-9.

Kleine Versuchsgruppe erhoht die Moglichkeit statistischer Falschaussage

Das hier nach der statistischen Auswertung angenommene Fehlerniveau von 0=0,05 ist
durch die geringe GruppengroRe (n = 18) anfallig. Somit bleibt zu berucksichtigen, dass
die errechneten Signifikanzen, die z.T. nur gering unter der definierten Grenze liegen,
auch auf einem statistischen Zufall beruhen kdnnten.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte keine Beeinflussung der Remyelinisierung im Cuprizon-
Mausmodell durch den Wachstumsfaktor FGF-9 zeigen. Die Analyse der Dichte von
Oligodendrozyten und - vorlauferpopulationen lasst dagegen die Vermutung zu, dass
FGF-9 zwar keinen Einfluss auf die hier zeitabhangig stattfindende Proliferation von
OVZ hatte, dass die Dichte myelinisierender Oligodendrozyten jedoch durch eine FGF-
9-Wirkung vermindert wurde. Eine mdgliche Erklarung ist ein Differenzierungsblock
von Oligodendrozyten, wie ihn Kuhlmann et al. als eine Ursache der nur
unzureichenden Remyelinisierung fur die MS postulierten, der hier durch die
Behandlung mit FGF-9 ausgeldst wiirde. Bewiesen werden konnte dieser Effekt fur
FGF-9 letztendlich nicht. Dies zum einen, weil die Signifikanz der in der PLP-mRNA-
In-Situ-Hybridisierung erzielten Ergebnisse, auf der diese Vermutung basiert, gering ist.
Insbesondere aber, weil der vermutete Effekt von FGF-9 in diesem Experiment nicht
ausschlaggebend fiir das Ziel der Remyelinisierung - den Myelinaufbau - war.

Dass FGF-9 die Differenzierung zu reifen Oligodendrozyten hemmen sowie den
Myelinaufbau behindern kdnnte, wurde bereits in in-vitro-Experimenten gezeigt (Cohen
und Chandross 2000, Lum et al. 2009, Linington et al. 2011). Andere Autoren hingegen
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konnten die Proliferation von Oligodendrozyten und OVZ durch FGF-9 positiv
beeinflussen (Fortin et al. 2005, Naruo et al. 1993). Auch die Arbeit von Wrzos zeigte
einen positiven Einfluss auf die Proliferation aller untersuchten oligodendroglialen
Zellen, die einer langer andauernden und hohen FGF-9-Konzentration ausgesetzt waren
(Wrzos 2011).

Eine mogliche Erklarung fir den nicht Ubereinstimmenden Effekt von FGF-9 auf
Oligodendroglia in verschiedenen Studien kdnnte sein, dass die Wirkungen sowohl
oligodendrozytenstadien- als auch dosisabhéangig sind. Hinweise fur die Abhangigkeit
der Wirkung von FGF-9 von der Konzentration des Wachstumsfaktors hatten zuvor
auch Linington sowie Cohen und Chandross gesammelt. Des Weiteren muss
beriicksichtigt werden, dass die hier diskutierten Erkenntnisse an verschiedenen
Mausstammen gewonnen wurden und sich die Experimente durch die verwendeten
Marker der Oligodendrozyten-Differenzierungsstufen unterscheiden.

Fur zuklnftige Studien wére es interessant, die Remyelinisierung im Cuprizonmodell
unter verschiedene Konzentrationen des Wachstumsfaktors zu stellen, um
herauszufinden, ob der Effekt von FGF-9 auf oligodendrogliale Zellen tatsdchlich
dosisabhéngig ist. Bisher liegen dazu die Erkenntnisse dieser Arbeit mit
Konzentrationen von FGF-9 von 100ng vor, die 3 bzw. 6 Tage nach einmaliger
Injektion nicht mehr nachweisbar waren, und die Ergebnisse von Wrzos mit einer
permanenten und hohen, jedoch nicht genau definierten FGF-9-Konzentration. Ideal
waére eine perfusorartige Injektionsmaglichkeit in den Ligourraum mit wahlbaren FGF-
9-Konzentrationen.

Eine etablierte Mdglichkeit, die Konzentration des Wachstumsfaktor méRig zu erhéhen,
konnte die Konjugation an Polyethylenglycol bieten. Dies konnte zu einem
verlangsamten Abbau und zudem besserer Gewebegangigkeit fihren (Kang et al. 2010;
Wang et al. 2010).

Es stellt sich weiterhin die Frage, wie FGF-9 wirkt. Gibt es allein eine direkte Wirkung
uber die bekannten FGFR auf Oligodendrozyten oder kommen indirekte Effekte, wie
z.B. die Beeinflussung von Entzlindungsreaktionen bzw. die Steuerung Uber andere
Zellpopulationen hinzu? Um diese Fragen zu klaren, wére eine Untersuchung von
Mausstammen mit gliazellspezifischer Deletion von FGF-Rezeptoren hilfreich.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Fibroblast Growth Factor 9 (FGF-9)
auf die Remyelinisierung in einem Modell der Multiplen Sklerose untersucht.

Dafur wurde ein Mausmodell benutzt, bei dem es durch Fitterung von Cuprizon zu
Oligodendrozytentod und Demyelinisierung kommt sowie nach Absetzen des
Kupferchelators zu Remyelinisierung. FGF-9 wurde zum Zeitpunkt des Absetzens des
toxischen Futters stereotaktisch in den Balken der Tiere injiziert. Der Fortschritt der
Remyelinisierung wurde an zwei Zeitpunkten analysiert, weshalb eine Halfte der Tiere
nach 3 Tagen und die andere Halfte nach 6 Tagen perfundiert und histologisch
untersucht wurde.

Die Beeinflussung von Remyelinisierung durch FGF-9 wurde auf 3 Ebenen beurteilt.
(1) Die lichtmikroskopische Analyse der Remyelinisierung zeigte keinen Einfluss einer
Behandlung mit FGF-9. (2) Auch in der elektronenmikroskopischen Untersuchung
zeigte sich keine Beeinflussung der Anzahl remyelinisierter Fasern durch eine FGF-9-
Behandlung. (3) Durch die Antikorper-vermittelte Anfarbung und Quantifizierung
verschiedener Oligodendroglia-Populationen konnten folgende Beobachtungen gemacht
werden: Wahrend fortlaufender Remyelinisierung kam es zu einer Vermehrung von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen. Dies zeigte sich an einer signifikant hoheren Zahl
von NG-2-markierten Zellen in Tieren, die 6 Tage nach Absetzen von Cuprizon
untersucht wurden. Aufllerdem konnte ein Einfluss von FGF-9 auf die Population
myelinbildender Zellen nachgewiesen werden. Die Dichte von Zellen, die das
Myelinprotein PLP exprimierten, war bei FGF-9-behandelten Préparaten signifikant
niedriger. Die Dichte reifer, Nogo-A-exprimierender Zellen war in der FGF-9-
behandelten Versuchsgruppe an Tag 6, jedoch nicht an Tag 3 erniedrigt.

Dass FGF-9 einen Einfluss auf Oligodendroglia in vitro hat, ist vorbeschrieben. Dabei
gibt es jedoch keine (Ubereinstimmende Aussage, ob der Wachstumsfakor
proliferationshemmend oder -fordernd auf die Oligodendrogliagenese wirkt. Zudem
fehlt der Nachweis, ob dies auch die Remyelinisierung beeinflusst. In dem hier
durchgefuhrten in-vivo-Experiment konnte dieser Schritt ebenfalls nicht nachgewiesen
werden. Die Zellzdhlungen lassen jedoch vermuten, dass FGF-9 einen hemmenden
Einfluss auf die Entwicklung von Oligodendrozyten zu myelinbildenen
Oligodendrozyten hat. Somit ist FGF-9 ein mdglicher Induktor eines
Differenzierungsblockes. In der Literatur wird eine solche Hemmung der Ausreifung
von Oligodendrozyten als Ursache fir die bei MS-Patienten unvollstandig ablaufende
Remyelinisierung postuliert. Unzureichende Remyelinisierung gilt als Korrelat der nicht
vollstdndigen Kompensation von Behinderungen, die im Verlauf der autoimmunen
Entzlindungsschiibe bei Multipler Sklerose entstehen.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung

APAAP
BCIP
DAB
DEPC
EAE
EBV
FCS
KG
MBP
MHC
MOG
MS
NBT
ovz
PBS
PFA
PLP
PPMS
RRMS

SDS
SPMS
SSC
TBS

Bedeutung

Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
Bromchlorindolylphosphat

Diaminobenzidin

Diethylcarbonat

Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Epstein-Barr-Virus

Fetal Calf Serum (fetales Kalberserum)

Kdorpergewicht

Myelin-Basisches Protein

Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
Myelin Oligodendrozyten Glycoprotein

Multiple Sklerose

Nitroblautetrazoliumchlorid
Oligodendrozytenvorléuferzellen

Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Saline)
Paraformaldehyd

Proteolipid-Protein
Primary Progressive MS (Primér Progressive MS)
Relapsing Remitting MS (Schubférmig Remittierende MS)

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumlaurylsulfat)
Secondary Progressive MS (Sekundar Progrediente MS)
Standard Saline Citrate

Tris-buffered Saline (Trisaminomethan-gepufferte Saline)
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