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EINLEITUNG

1  EINLEITUNG

11 MULTIPLE SKLEROSE

1.11 KRANKHEITSBILD

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzliindliche Autoimmunerkrankung des zent-
ralen Nervensystems. In ihrem Verlauf werden bestimmte Nervenstrukturen zerstort, insbe-
sondere die Markscheiden, daneben aber auch Axone und Neurone. Als Synonym dient der
Begriff Encephalomyelitis disseminata, in den romanischen Sprachen wird die von dem Neu-
rologen JEAN-MARTIN CHARCOT gepragte Bezeichnung Sclérose en Plagues verwendet (MUMEN-
THALER und MATTLE 2011). Dieser verfasste bereits 1868 eine erste ausfiihrliche Beschreibung
des Krankheitsbildes. CHARCOT verwies auf die klassische, nach ihm benannte Trias, bestehend
aus Nystagmus, Intentionstremor und skandierender Sprache. Die MS ist in einer Gruppe von
unterschiedlichen demyelinisierenden Erkrankungen in Europa und Nordamerika die haufigs-
te Myelinopathie und nach der Epilepsie die zweithaufigste neurologische Erkrankung junger
erwachsener Menschen (MUMENTHALER und MATTLE 2002). Da die Erkrankung hauptsachlich
berufstatige und gesellschaftlich aktive Menschen betrifft, ist sie von erheblicher arbeits- und
sozialmedizinischer Bedeutung (HOFFMANN et al. 2009). Frauen sind etwa zweimal haufiger
betroffen als Manner. Flachendeckende, bevolkerungsbezogene Angaben zur Pravalenz der
MS liegen in Deutschland bislang nicht vor, laut Abrechnungsdaten der gesetzlichen Kran-
kenversicherung (GKV) sind aktuell jedoch fast 200.000 GKV-Versicherte mit MS diagnosti-
ziert worden (PETERSEN et al. 2014).

Da verschiedene topische Areale des zentralen Nervensystems (ZNS) beteiligt sind und der
Krankheitsverlauf eine variable Dynamik aufweist, sind die klinischen Symptome sehr ver-
schiedenartig (MUMENTHALER und MATTLE 2006). Zu den typischen Symptomen gehdren vor
allem spastische Paresen sowie Sensibilitats- und Blasenstérungen. In einem Drittel der Falle
manifestiert sich die MS in Form einer Optikusneuritis (MASUHR und NEUMANN 2007). Die Er-

1



EINLEITUNG

krankung imponiert initial meist durch schubférmige neurologische Ausfélle, die im weiteren
Erkrankungsverlauf oftmals persistieren und schlieBlich zu einer progredienten korperlichen
Beeintrachtigung fuhren. In zwei Drittel der Félle manifestiert sich die MS zwischen dem 20.
und 40. Lebensjahr (SCHONFELDER und POHLAU 2016). Da das adulte ZNS dem Verlust von axo-
nalen und neuronalen Strukturen nicht durch Zellteilung entgegenwirken kann, resultieren
haufig bleibende Behinderungen.

Zu friheren Zeiten flihrten Léhmungen und Verluste der renalen und respiratorischen Homo-
ostase nicht selten zum Tod, dank des medizinischen Fortschritts ist die Lebenserwartung von
MS-Patienten heutzutage jedoch nur wenig reduziert — im Durchschnitt um sechs Jahre
(MUMENTHALER und MATTLE 2011). Therapeutisch erfuhr die Schubprophylaxe mittels Immun-
modulation und -suppression in den vergangenen Jahren eine deutliche Entwicklung. Bei den
hauptsachlich durch die Neurodegeneration bedingten chronisch-progredienten Verldufen
bleibt ein zufriedenstellender therapeutischer Ansatz gegenwartig noch aus. Hier liegt der
Fokus auf der Erforschung neuroprotektiver Behandlungen zur Prophylaxe bleibender Behin-

derungen.

1.1.2 ATIOLOGIE

Uber die Jahre wurden zahlreiche Hypothesen (ber die Entstehung der MS aufgestellt, wovon
jedoch letztlich keine bewiesen werden konnte. Der Ausldser wird im pathogenetischen Drei-
eck vermutet. Dieses umfasst das Genom, Umwelteinflisse und das Immunsystem. Auch Vi-
ren werden immer wieder als atiologische Faktoren diskutiert.

Die Beteiligung genetischer Faktoren ist allgemein anerkannt. Die Konkordanzrate bzgl. der
Entstehung der MS unter monozygoten Zwillingen betragt 30 %. Dagegen konnte eine Uber-
einstimmung der Erkrankung bei heterozygoten Zwillingen in gerade mal 3 % und bei Ge-
schwistern in 2 % der Falle nachgewiesen werden (SADOVNICK und EBERS 1995; OKSENBERG und
BARCELLOS 2000).

Zudem konnten Nachforschungen zum Einfluss des humanen Leukozytenantigen-Systems
eine Verbindung des Major-Histocompatibility-Complex-Klasse-II-Allels HLA-DR2 mit der Ent-

stehung der MS zeigen (MADSEN et al. 1999). Daher wird vermutet, dass Genprodukte, die die
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Reaktionsweise des Immunsystems kontrollieren, eine Bedeutung fir die Entstehung der Er-
krankung haben.

Auch Umweltfaktoren scheinen einen Einfluss auf die Erkrankungshaufigkeit zu nehmen. In
der dquatorialen Zone ist das Erkrankungsrisiko signifikant geringer als in den nérdlichen und
sudlichen Breitengraden. Die Pravalenz ist in Nord- und Mitteleuropa, Russland, Stidkanada
und den nordlichen USA, Neuseeland und Stidwestaustralien am hochsten (MUMENTHALER
und MATTLE 2002). Ob diese geographische Verteilung mit der Exposition bestimmter Infekti-
onen oder mit den Bedingungen der Erndhrungs- und Lebensweise zusammenhangt, ist nicht
endgultig geklart (HACKE und POECK 2006). Migrationsstudien konnten zeigen, dass eine Um-
siedlung von Menschen aus einer Hochrisiko- in eine Niedrigrisikoregion zu einer Aneignung
des Risikos der neuen Region fiihrte. In umgekehrten Fallen tendierten die Menschen jedoch
dazu, ihr geringes Risiko beizubehalten (GALE und MARTYN 1995).

Andere Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Infektion unterschiedlicher
Viren mit der Entstehung einer MS hin. Eine frihe Infektion mit dem Humanen Herpesvirus 6
(CHALLONER et al. 1995; SOLDAN et al. 1997), dem Eppstein-Barr-Virus (ASCHERIO und MUNCH
2000) oder dem Masernvirus (BURGOON et al. 1999) ist mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko
assoziiert. Ein Gberzeugender Nachweis eines spezifischen Erregers erfolgte bisher noch nicht.
Gegen die Mdaglichkeit einer direkten Ubertragung eines spezifischen Erregers sprechen Stu-
dien an Adoptiv- und Stiefkindern von MS-Erkrankten. Hier konnte keine erhdhte Erkran-

kungswahrscheinlichkeit nachgewiesen werden (KATSNELSON 2010; DYMENT et al. 2006).

1.1.3 PATHOPHYSIOLOGIE

Derzeit ist noch nicht gesichert, ob es sich bei der Multiplen Sklerose um eine heterogene
Erkrankung mit einer komplexen Pathogenese handelt oder ob die Komplexitat der Pathoge-
nese eine einheitliche Erkrankung lediglich als heterogen erscheinen lasst. Die Multiple Skle-
rose ist auf neuropathologischer Ebene durch fokale entziindlich-entmarkende Lasionen im
zentralen Nervensystem gekennzeichnet. In den ersten Jahren des Krankheitsverlaufs sind
v. a. die autoimmun-entziindlichen Prozesse flr die klinischen Erscheinungsformen und
Schibe verantwortlich, spater stehen die degenerativen Vorgange mit Axon- und Neuronen-
untergang im Vordergrund (MUMENTHALER und MATTLE 2006). Bereits in den friihen Krank-

3
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heitsstadien werden akute axonale Schadigungen beobachtet, die sowohl mit der Entzln-
dungsreaktion als auch mit der klinischen Behinderung korrelieren (KORNEK et al. 2000). Es
kommt zu Verluststromen, da eine schnelle saltatorische Erregungsleitung ohne die Myelin-
scheide nicht mehr mdglich ist. Vermutlich wird die erste demyelinisierende Episode durch
eine Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten in der Peripherie initiiert. Der genaue Ausloser
der Aktivierung konnte bislang noch nicht sicher nachgewiesen werden. Es wird jedoch eine
Prasentation von aus dem ZNS stammenden Antigenen durch Makrophagen sowie eine
Kreuzreaktivitat mit viralen oder bakteriellen Proteinen (Molekulare Mimikry) diskutiert
(DE VOS et al. 2002; WUCHERPFENNIG und STROMINGER 1995). AnschlieBend wandern die akti-
vierten, myelinreaktiven T-Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS (HICKEY 1991).
Die Transmigration wird durch verschiedene Adhasionsmolekiile wie das ICAM-1 (Intracellu-
lar Adhesion Molecule-1), seinen Liganden das VLA-4 (Very Late Antigen-4), das ICAM-3 (In-
tracellular Adhesion Molecule-3), seinen Bindungsparter LFA-1 (Leukocyt Function Antigen-T)
sowie das VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule-1) und durch diverse Oberflachenproteine
vermittelt (DOERCK et al. 2010; MALIK et al. 2008; SIMKA 2009). Im ZNS werden die T-Lympho-
zyten von antigenprasentierenden Zellen Uber den TRC-MHC-Komplex (T-Cell-Receptor-
Major Histocompatibility Complex) erneut aktiviert, woraufhin diese Entzindungsmediatoren
sezernieren. Die MS-Antigene hierbei sind sehr vielfaltig und noch nicht ganzlich erforscht.
Ein gut untersuchtes Antigen ist dagegen das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG).
Durch die Aktivierung der T-Lymphozyten wird eine Entzindungskaskade ausgeldst, an der
sowohl Lymphozyten und Zellen des Makrophagen-Monozyten-Systems als auch Antikdrper
und Zytokine als Teil der humoralen Immunantwort beteiligt sind. CD4+-T-Helferzellen sezer-
nieren Zytokine wie das Interferon-y (INF-y), das Interleukin-2 (IL-2) und den Tumornekrose-
faktor-a (TNF-a), der apoptotisch auf Oligodendrozyten wirkt (D'Souza et al. 1996). Makro-
phagen setzen toxische Substanzen frei und phagozytieren Myelinbestandteile, wogegen
CD8+-T-Lymphozyten direkt zum Zelltod von Neuronen und Oligodendrozyten beitragen.
Auch die Antikérper-Komplement-vermittelte Demyelinisierung und die Antikorper-vermit-
telte zellulare Zytotoxizitat sind vermutlich entscheidende Bestandteile der Entziindungsreak-
tion (STORCH et al. 1998a). Ebenfalls konnten nicht-immunologische Faktoren wie Sauerstoff-
radikale, Glutamat und Stickoxide an der Zerstérung des Myelins und der Oligodendrozyten
beteiligt sein (SMITH et al. 1999). Die durch den Entziindungsprozess entstehenden Verande-
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rungen werden von einer Astrozytenproliferation begleitet, mit nachfolgender Verhartung

(Sklerose) des Gewebes.

1.14 DIAGNOSTIK

Die MS zeigt in ihrer Symptomatik und ihrem Krankheitsverlauf eine auBerordentliche Varia-
bilitdat und kann beinahe jede andere Erkrankung imitieren, die das ZNS betrifft (FISCHER
2008). Infolgedessen ist es teilweise aufwendig, sicher nachzuweisen, dass ein Mensch mit
neurologischen Symptomen an einer MS erkrankt ist. Es gibt derzeit noch keinen Test, mit
dem alleine die Diagnose MS gestellt werden kann. Vielmehr stitzt sich die Diagnostik auf
eine sorgfaltige klinisch-neurologische Untersuchung unter Zuhilfenahme von Zusatzuntersu-
chungen, z. B. einem kranialen und spinalen MRT, einer Liquordiagnostik sowie visuell evo-
zierten Potentialen. Dabei gilt es alle Daten zu beriicksichtigen, um andere mégliche Ursa-
chen fur die Symptome auszuschlieBen.

Durch die unspezifische und haufig passagere Symptomatik resultiert, dass zwischen dem
Auftreten erster Symptome und der endgultigen Stellung der Diagnose nicht selten Jahre
vergehen. In diesen Zeitrdumen kdnnen teils irreparable Schaden am Nervensystem des Pati-
enten entstehen, die durch den friihzeitigen Beginn einer geeigneten Therapie zu verhindern
waren. Ziel von Arzten und Wissenschaftlern ist es daher, diese Zeit mdglichst zu verkiirzen.
Die Diagnosekriterien werden daher laufend dem technischen Fortschritt in Form neuer Un-
tersuchungstechniken und Erkenntnissen aus der Wissenschaft angepasst.

Die MS war bis in die 1960er Jahre eine klinische Ausschlussdiagnose. SCHUMACHER und ROSE
stutzten ihre Kriterien vor allem auf anamnestisch und klinisch-neurologisch erhobene Be-
funde, wobei bereits von SCHUMACHER der auch heute noch giiltige Nachweis einer zeitlichen
und raumlichen Dissemination gefordert wurde (SCHUMACHER et al. 1965; ROSE et al. 1976).
POSER bezog anschlieBend zusatzlich Befunde des Liquors mit ein (POSER et al. 1983). Seit
2001 orientieren sich Neurologen bei der Diagnose einer MS an den sog. MCDONALD-Krite-
rien (MCDONALD et al. 2001), die klinische und paraklinische Befunde integrieren. 2010 wur-
den diese ein zweites Mal gedndert (POLMAN et al. 2011) und gelten bis heute als Standard
bei der Diagnosestellung. Durch die aktuell glltigen Diagnosekriterien ist es moglich, die

Diagnose bereits nach dem ersten Schub zu stellen (FISCHER 2008). Voraussetzung ist jedoch
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der Nachweis einer zeitlichen und raumlichen Dissemination durch die MRT. Um eine raumli-
che Dissemination zu belegen, bedarf es eindeutig definierter Bedingungen bzgl. der Lokali-
sation und der Anzahl von Hirnldsionen. Die Diagnose kann anschlieBend mittels visuell- und
somatosensorisch evozierter Potentiale sowie einer Zellvermehrung (Pleozytose) von Lym-
pho- und Monozyten, einer autochthonen Antikérperproduktion und oligoklonaler Banden in

der Liquoruntersuchung untermauert werden.

1.15 THERAPIE

Die Multiple Sklerose ist trotz des Wissens um die Erkrankung und des medizinischen und
technischen Fortschritts gegenwartig nicht heilbar. Das Ziel der Behandlung liegt in der Ge-
wahrleistung der besten erreichbaren Lebensqualitat der Patienten. Die drei Saulen der The-
rapie bestehen aus Schub-, Langzeit- und symptomatischer Therapie. In der Regel umfasst
das Therapiekonzept eine Kombination dieser drei Komponenten.

Akute Schilbe werden zumeist mit Glukokortikoiden intravends behandelt (GOODIN et al.
2002). Sie flhren durch ihre antiinflammatorische, immunsuppressive und antiodematdse
Wirkung zu einer beschleunigten Reduktion der Schubsymptomatik (BEER und KESSELRING
1991). Glukokortikoide haben jedoch, laut einer Studie, keinen Einfluss auf die Langzeitprog-
nose. Nach sechs bis zwolf Monaten lieBen sich keine Effekte mehr nachweisen (FREQUIN et al.
1994), langfristig fand sich zudem keine Verringerung der funktionellen Defizite (FREQUIN et
al. 1994; ANDERSSON und GOODKIN 1996). Eine weitere Studie zeigte, dass der Effekt einer ora-
len Gabe von Prednison nicht besser als die Gabe eines Placebos war, die intravendse Be-
handlung mit den Steroiden hingegen zu einer kurzzeitigen Besserung der Symptomatik fir
drei bis sechs Monate fiihrte (BECK et al. 1992). Es wird vermutet, dass Glukokortikoide zudem
die Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)- und Interferon-y (INF-y)-vermittelte Apoptose der Oli-
godendrozyten hemmen (MELCANGI et al. 2000).

Im Bereich der Langzeittherapie und Schubprophylaxe werden vor allem immunmodulatori-
sche und -supprimierende Substanzen eingesetzt. Die ersten flir MS zugelassenen Medika-
mente waren die rekombinanten Interferon-3 (BAYAS und GOLD 2003; RIECKMANN 2006; KLEIN-

SCHNITZ et al. 2007). Diese verlangsamen nachweislich das Fortschreiten der Erkrankung und
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vermindern sowohl die Frequenz der Schibe als auch deren Schweregrad. Darliber hinaus
gibt es mit Glatirameracetat, Dimethylfumarat und Teriflunomid weitere Medikamente in der
Therapie der milden/moderaten Verlaufsform. Mittels Natalizumab, Mitoxantron, Fingolimod
oder Alemtuzumab koénnen aggressive Verlaufsformen behandelt werden (PuTzki et al. 2010;
RIECKMANN 2009).

Die Stufentherapie der MS ist in der nachfolgenden TAB 1.1 aufgefiihrt und entspricht der
aktuellen DGN/KKNMS-Leitlinie (Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie/Kompetenznetz Mul-
tiple Sklerose) zur Diagnose und Therapie der Multiplen Sklerose (Stand: Januar 2012; Guiltig-

keit der Leitlinie nach Uberpriifung durch das Leitliniensekreteriat verlangert bis zum

29.09.2017).
INDIKATION RRMS SPMS
(relapsing-remitting ms) (secondary progressive ms)
'g c 1.Wahl: 2.Wahl: 3.Wahl: Mit Ohne
% g Alemtuzumab | Mitoxan- Experimen- aufgesetzten aufgesetzte
—~ £
% LE Fingolimod tron telle Schiiben: Schiibe:
i < | Natalizumab Verfahren
Interferon-B31a Mitoxantron

Dimethylfumarat

Glatirameracetat Interferon-B1b

Interferon-B 1a Mitoxantron

Interferon-B 1b

Verlaufsmodifizierende
Therapie

PEG-INF-B 1a (Polyethylenglycol-Interferon)

Milde /Moderate
Verlaufsform

Teriflunomid

1.Wahl:

Methylprednisolonpuls

2.Wahl:

Schub-
therapie

Plasmaseparation

TAB 1.1: STUFENTHERAPIE DER MULTIPLEN SKLEROSE

Die symptomatische Therapie richtet sich nach den individuellen Beschwerden der Patienten.
An erster Stelle steht die krankengymnastische Behandlung, aber auch ergotherapeutische,
logopadische, psychotherapeutische, medikamentdse und operative Ansatze gewinnen zu-
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nehmend an Bedeutung (RIETBERG et al. 2005; KESSELRING und BEER 2005). Sekundéare Erkran-
kungen, die vor allem bei immunsupprimierten Patienten gehauft auftreten wie Harnwegsin-
fekte, Bronchopneumonien, akute Nierenschadigungen, aber auch Lungenembolien, Throm-
bosen, Osteoporose, Dekubitalgeschwiire oder Gelenkkontrakturen bedirfen einer sorgfalti-

gen prophylaktischen Behandlung.

1.2 TIERMODELL DER MULTIPLEN SKLEROSE

Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit von menschlichem Hirngewebe wahrend der aktiven
Phasen der Erkrankung werden viele der vorliegenden Kenntnisse tiber den apoptotischen
neuronalen Zelltod und die Axondegeneration bei MS aus Studien an Tiermodellen gewon-
nen. Durch gezielte Abwandlung von Versuchen kann die Wirkung unterschiedlicher Faktoren
auf die Entstehung der Erkrankung erforscht werden — bspw. die Wirkung verschiedener Gene
und Proteine im Rahmen des Immunsystems. Auch neue Therapeutika werden zunachst an
Tieren getestet. Das wichtigste Tiermodell der Multiplen Sklerose ist die experimentelle auto-

immune Enzephalomyelitis (EAE) (CROXFORD et al. 2011).

1.2.1 MOG-INDUZIERTE EAE

Die EAE ist heutzutage das gangige Tiermodel der MS und imitiert viele der klinischen, neu-
ropathologischen und immunologischen Merkmale der menschlichen Krankheit (HOHLFELD
und WEKERLE 2001). Die Anfange der EAE gehen bereits bis ins Jahr 1925 zurlick, als KORIT-
SCHONER und SCHWEINBURG eine Paralyse und Rickenmarksentziindung durch Immunisierung
von Kaninchen mit menschlichem Riickenmarksgewebe induzierten.

Durch die Injektion verschiedener Proteine, die Bestandteil des im ZNS vorhandenen Myelins
sind, wird bei den Labortieren eine der menschlichen Multiplen Sklerose ahnliche Erkrankung
ausgeldst. Zu diesen Proteinen zahlen das basische Myelinprotein, das Proteolipid-Protein
und das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG). Der durch das Molekulare Mimikry
ausgeloste Autoimmunprozess fliihrt zum Abbau der nervalen Myelinschicht. Die folgenden
Erregungsleitungsstérungen zeigen sich in einer Reihe von wichtigen Symptomen, die denen
der Multiplen Sklerose dhneln. Zu diesen Symptomen gehoren u. a. aufsteigende Lahmungs-

8
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erscheinungen, Sensibilitdtsstorungen und Sehnervenentziindungen (Mix et al. 2010;
CROXFORD et al. 2011).

MOG ist eines der wichtigsten Antigene in der Krankheitsentstehung der demyelinisierenden
Enzephalomyelitis (LININGTON et al. 1993). Es ist auf den markbildenden Zellen des ZNS mem-
branstandig und kann daher sowohl von aktivierten T-Lymphozyten als auch von entmarken-
den Antikorpern identifiziert werden. Diese kombinierte Immunantwort findet sich auch im
histopathogenetischen Krankheitsbild von MS-Patienten wieder (LININGTON et al. 1993;
STORCH et al. 1998a).

Allerdings reproduzieren die verfiigbaren EAE-Modelle nicht jeden Aspekt der MS-Patho-
logie. Die Beteiligung von CD8+-zytotoxischen T-Zellen ist unterreprasentiert, zudem sind
keine Modelle verfligbar, die die primar progressive MS imitieren. Aus praktischen Griinden —
z. B. aufgrund der einfachen Reproduzierbarkeit der Versuche — wird die EAE hauptséachlich in
weitgehend homogenen Tieren studiert. Die genetische Heterogenitat ist mitentscheidend
fur den Verlauf der MS. Um dieser gerecht zu werden, missen unterschiedliche Modelle der
EAE parallel untersucht werden (GOLD et al. 2006).

Um Neurodegeneration unter autoimmun-entzindlichen Bedingungen zu studieren, bietet
das Rattenmodell der MOG-induzierten EAE jedoch entscheidende Vorteile. Es umfasst so-
wohl die enzephalitogene T-Zell-Aktivierung als auch die demyelinisierende humorale Im-
munantwort, die beide bei MS-Patienten vorhanden sind (STORCH et al. 1998b; STEFFERL et al.
1999). Zudem ist der axonale Schaden in der MOG-EAE qualitativ und quantitativ vergleich-
bar mit Ergebnissen von analysierten Hirnbiopsien verstorbener MS-Patienten (KORNEK et al.
2000). Etwa zwei Wochen nach der Immunisierung mit MOG entwickeln ca. 90 % der weibli-
chen Brown Norway-Ratten eine akute Optikusneuritis (STORCH et al. 1998b). 50 % der an ei-
ner Optikusneuritis erkrankten Menschen entwickeln im Verlauf eine manifeste MS. Bei der
MOG-induzierten Optikusneuritis in Brown Norway-Ratten wird die entziindliche Infiltration
und Demyelinisierung des Sehnerven von einer schweren axonalen Degeneration und einem
fortlaufenden apoptotischen Zelltod retinaler Ganglienzellen (RGC) begleitet. Diese entstehen
bereits vor der klinischen Manifestation (MEYER et al. 2001; HOBOM et al. 2004). Neben der
Blindheit manifestieren sich bei den Versuchsratten in der MOG-EAE weitere klinische Symp-

tome wie Paresen oder Ataxie — ebenfalls typische Erscheinungen der menschlichen MS.
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Schlussendlich lasst sich feststellen, dass der GroBteil unseres derzeitigen Wissens zu den
Hauptmechanismen von Gehirnentziindungen durch Studien der EAE erschlossen wurde.
Ohne dieses Wissen ware das Verstandnis der Pathogenese der MS — und folglich die Ent-

wicklung neuer Therapieansatze — praktisch nicht durchfiihrbar (GoLD et al. 2006).

1.2.2 FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Unterform der Lichtmikroskopie. Sie wurde bei der Firma
Carl Zeiss von AUGUST KOHLER und HENRY SIEDENTOPF entwickelt (PERK 2012) und erstmals 1908
als Lumineszenzmikroskopie der Offentlichkeit vorgestellt. Seit dem Ende der 1960er Jahre
werden Fluoreszenzmikroskope in der Regel als Auflichtmikroskope gebaut. Hierbei werden
die jeweiligen Objekte durch ein sammelndes optisches System (Objektiv) beleuchtet (PERK
2012). Die Auflicht- oder Fluoreszenzmikroskopie ist in der Forschung bis heute ein unver-
zichtbares Werkzeug. Mit Hilfe spezifischer Farbungen lassen sich bestimmte Strukturen in
den Zellen identifizieren, die weit unter der Aufldsungsgrenze von einfachen Lichtmikrosko-
pen liegen.

Wenn ein elektronisch angeregtes System zurlick in einen niedrigeren Energiezustand wech-
selt, erfolgt eine spontane Emission von Licht. Dieses Licht wird als Fluoreszenz bezeichnet.
Trifft elektromagnetische Strahlung einer bestimmten Anregungswellenlange auf ein Molekdil,
kommt es zur Absorption von Photonen und zur Anhebung negativ geladener Elementarteil-
chen in ein energetisch héheres Orbital. Diesen Vorgang nennt man Anregung (VOLGGER und
LICHTSCHEIDL 2008). Der Zustand mit der niedrigsten Energie ist in der Regel der stabilste, und
somit geben die Molekdle nach der Energiezufuhr die Gberschissige Energie in unterschiedli-
cher Form wieder ab (NIEDERMAYR 2010) — bspw. als Warme oder auch als chemische und
elektromagnetische Energie (entspr. dem Fluoreszenzlicht). Die angeregten Elektronen neh-
men nach kurzer Zeit (10-s sec bis 10-s sec) wieder ihren Ausgangszustand ein. Das emittierte
Licht besitzt eine groBere Wellenlange als das Anregungslicht und somit eine geringere Ener-
gie (LIN-JULICH 0. J.). Das abgestrahlte und schwache Fluoreszenzlicht im Strahlengang des
Mikroskops kann mit speziellen Filtern vom hellen Anregungslicht getrennt werden. Somit

werden nur noch die fluoreszierenden Objekte (Fluorochrome) betrachtet.
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Die derzeit gangige Mikroskopie-Methode ist die Hellfeldmikroskopie (GERLACH 1985). Hier
werden die Praparate durch Lichtabsorption bzw. gebeugtes Licht differenziert dargestellt.
Das Gesichtsfeld erscheint hell, die Objektstrukturen farbig. Im Gegensatz hierzu wird in der
Fluoreszenzmikroskopie der gesamte Bilduntergrund dunkel abgebildet, wahrend die fluores-
zierenden Strukturen aufleuchten (LIN-JULICH o. J.). Die Frage nach dem Vorhandensein einer
fluoreszierenden Substanz kann nur mit Ja oder Nein beantwortet werden, was in der medizi-
nischen Diagnostik einen erheblichen Vorteil gegentiber der Hellfeldmikroskopie darstellt.

Neben der hohen Nachweisempfindlichkeit und Sensitivitat gibt es jedoch auch eine Reihe
von Nachteilen. Die Bestrahlung eines Fluorophors mit dem Anregungslicht flihrt zum Verlust
der Fluoreszenz, da die Fluorophor-Molektle durch die Belichtung zerstért werden. Dieses
Phanomen nennt sich Photobleichung (SONG et al. 1995). Das Ausmal3 der Photobleichung
hangt von der Intensitat und Energie des Anregungslichts, von der molekularen Struktur des
Fluorophors und von dessen chemischer Umgebung ab. Daneben existieren Strukturen, die
bei Anregung von sich aus fluoreszieren ohne zuvor speziell mit einem Farbstoff fluorochro-
miert worden zu sein (genannt Primar- od. Autofluoreszenzen). Diese Effekte konnen zu Arte-
fakten und Fehlinterpretationen der Ergebnisse fiihren und missen bestmoglich minimiert

werden, bspw. durch eine geringe Belichtungszeit und/oder -energie.

1.2.3 IN-VIVO-ABBILDUNG VON AXONEN DES OPTISCHEN NERVEN

Der Optische Nerv ist der zweite Hirnnerv und stellt eine Verlaufsstrecke gebiindelter Nerven-
fasern von der Retina des Auges bis zur Sehnervenkreuzung (Chiasma opticum) dar. Er ent-
halt die Axone der retinalen Ganglienzellen und transportiert die Signale der Netzhaut an die
Nervenzellen im lateralen Kniehdcker (Corpus geniculatum laterale), von wo aus die Informa-
tionen an die primare Sehrinde weitergeleitet werden. Der Sehnerv lasst sich in drei Teile
gliedern — ein Teil ist im Augapfel gelegen (intrabulbar), ein Teil innerhalb der Augenhéhle
(intraorbital) und ein Teil im Schadel (intrakraniell). Die einzelnen Nervenfasern sind von einer
Myelinschicht aus Gliazellen (Oligodendrozyten) umhdillt. Diese Hille erhéht die Nervenleit-
geschwindigkeit der Nervenfasern (saltatorische Erregungsleitung). Im Zentrum des Sehner-
ven verlaufen die groBen arteriellen und vendsen BlutgefaBe, die den Nerven und die inneren
Netzhautschichten versorgen. Das Nervengewebe ist umgeben von der harten Hirnhaut (Du-
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ra mater), die nahtlos in die Retina (ibergeht (AXENFELD et al. 1980). Erkrankungen des Seh-
nerven, wie die Optikusneuritis, fihren zu Gesichtsfeldausfallen des betroffenen Auges. Da
der Sehnerv und die Netzhaut Teile des Gehirns sind, findet nach einer Schadigung keine
Regeneration durch Zellteilung statt.

Als in-vivo (lat. fir im Lebendigen) werden in der Wissenschaft Vorgdange beschrieben, die in
lebenden Organismen ablaufen. Im Gegensatz dazu stehen die in-vitro-Untersuchungen (lat.
fur im Glas), die in kiinstlicher Umgebung stattfinden — bspw. im Reagenzglas oder ganz all-
gemein auBerhalb lebender Organismen. In der wissenschaftlichen Praxis dienen die In-vivo-
Studien haufig der Uberpriifung von In-vitro-Ergebnissen (HEININGER 1993), denn nicht alle
Forschungsergebnisse, die unter Laborbedingungen in-vitro erforscht werden, lassen sich
unter den komplexen Bedingungen im lebenden Organismus bestatigen. In fixiertem Ner-
vengewebe verhindern Fixationsartefakte die genaue Darstellung der degenerativen Morpho-
logie, zeitliche Veranderungen kénnen nur sehr limitiert veranschaulicht werden.

Durch die In-vivo-Mikroskopie des Sehnerven ist es moglich, Neurodegeneration am leben-
den Tier Uber mehrere Stunden zu verfolgen und Prozesse zu beobachten, die sich an einzel-
nen Axonen abspielen. Der Optische Nerv ist dazu pradestiniert, die Physiologie und Patho-
logie des Zentralen Nervensystems zu studieren. Demnach sind In-vivo-Aufnahmen von Axo-
nen des Optischen Nerven die Methode der Wahl, um die Mechanismen der axonalen Dege-

neration zu studieren (KOCH et al. 2011).

1.3 AXONALE PATHOLOGIE IN DER MULTIPLEN SKLEROSE

Wenn Neurologen die Kennzeichen der MS beschreiben wollen, beziehen sie sich in der Re-
gel auf JEAN-MARTIN CHARCOT (CHARCOT 1869). Dieser fand bereits im 19. Jahrhundert Veran-
derungen in Plagues von MS-Patienten. Am AuB3enrand von Rickenmarkslasionen beschrieb
er demyelinisierte Axone mit vergréBertem Durchmesser. Im Inneren einer Plaque fand er
zudem lange Axonschwellungen und beschrieb teilweise zerstérte Axone, sodass er eine
Axondegeneration zumindest nicht ausschlieBen wollte (CHARCOT 1880). Wahrend dieser Zeit
erstellte der deutsche Pathologe CARL FROMMANN eine detaillierte Beschreibung der patholo-
gischen Veranderungen an Axonen in MS-Lasionen. Innerhalb der Lasionen kdame es nicht nur
zu Defekten in der Markscheide, sondern auch zu Zertrennungen der Axone. Ein Persistieren

12
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oder Nicht-persistieren von Axonen kdnne demnach nicht als definitives Kriterium fir die
Diagnosestellung genutzt werden (FROMMANN 1878). Nach der Durchsicht vorangegangener
Studienergebnisse notierte TRACY J. PUTNAM 1936, die damaligen Pathologen seien sich darin
einig, dass Axone in den MS-Plaques nur selten intakt, haufig sogar vollig zerstort sein und
dass die Axondegeneration in der Regel einen sekundaren Prozess darstelle. Anfang des 20.
Jahrhunderts war nicht nur das Vorhandensein axonaler Degeneration in den MS-Lasionen
etabliert, auch Veranderungen wahrend des axonalen Untergangs zu den unterschiedlichen
Erkrankungsstadien wurden bereits beschrieben: Axonschwellungen, wechselhaft Engstellen
und Erweiterungen sowie Durchtrennungen in aktiven, demyelinisierenden Lasionen und eine
Abnahme der axonalen Durchmesser in chronischen Plaques. Es war eine allgemein akzep-
tierte Meinung, dass der Hauptteil des axonalen Schadens in den friihen Krankheitsstadien
entsteht (KORNEK und LASSMANN 1999). Bis auf die morphologischen Veranderungen, war der
Verlust von Axonen in MS-Lasionen um die Jahrhundertwende ein kontrovers diskutiertes
Thema. Die meisten Forscher stimmten darin lberein, dass einige Axone in den frithen
Krankheitsstadien definitiv untergehen wiirden. Zudem wirde die axonale Degeneration mit
der Dauer der Erkrankung voranschreiten und zu ausgepragtem Axonverlust in alten Plaques
fuhren — mit gelegentlicher Entwicklung einer schweren Atrophie (KORNEK und LASSMANN
1999). Einige Autoren behaupteten, die Axone wirden trotz der morphologischen Verande-
rungen nahezu komplett erhalten bleiben (HEss 1888; UHTHOFF 1889). JOSEPH BABINSKI lieferte
1885 einen ersten Ansatz bzgl. der Atiologie von axonalen Schaden, als er die enge Assoziati-
on zwischen dem Umfang der Entziindung und dem Grad des Axonverlustes beschrieb. Da-
rauf folgend wiesen MAX FRAENKEL und ALFONS JAKOB 1913 auf die Assoziation zwischen
akuten axonalen Veranderungen und der Makrophageninfiltration hin. Die Frage nach einer
axonalen Regeneration war schon vor tber 100 Jahren strittig. Teilweise wurde spekuliert, ob
die Entstehung neuer Axone der Ausldser fir klinische Remissionen sei und ob die degenera-
tiven Schwellungen nicht vielmehr regenerative Phanomene sein. Eine signifikante Regenera-
tion wurde jedoch nie allgemein akzeptiert. Neuere Studien auf diesem Gebiet trugen eine
weitere Dimension zum Verstandnis dieses Problems bei, indem sie exakte quantitative Daten
von axonalen Schaden (FERGUSON et al. 1997; TRAPP et al. 1998) und eine direkte Korrelation
mit Veranderungen von MRT-Parametern erstellten (BRUCK et al. 1997; VAN WALDERVEEN et al.
1995). Die zur Degeneration von Axonen fiihrenden Mechanismen sind nach wie vor nicht
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ganzlich entschlisselt. Daher werden geeignete Tiermodelle verwendet, um die Pathophysio-
logie des axonalen Schadens zu studieren und um protektive Strategien zu testen (KORNEK

und LASSMANN 1999).

1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Axonale Degeneration ist ein zentrales pathologisches Kennzeichen vieler neurologischer
Erkrankungen und geht haufig dem neuronalen Zelltod und den ersten klinischen Manifesta-
tionen voraus (COLEMAN 2005). Um die MS zu verstehen ist es daher unabdingbar, die axonale
Degeneration genauer zu untersuchen. In diesen Versuchen wurde die In-vivo-Mikroskopie
des Optischen Nerven — wie sie an Lewis Ratten in einem traumatischen Modell bereits an-
gewandt wurde — in einem Tiermodell der Multiplen Sklerose etabliert.

Die bisher zur Verfiigung stehenden Therapien bei MS richten sich gegen die Entziindung,
kénnen den Verlust von Neuronen und Axonen jedoch nur unzureichend beeinflussen. Eine
Therapie, die spezifisch hier ansetzt, ist nicht bekannt. Sie ware aber von weittragender Be-
deutung, da hiermit das Ausmal3 der Behinderung bei MS-Patienten begrenzt werden kénnte.
Fur die Entwicklung neuroprotektiver Therapien ist ein detailliertes Verstandnis der zu neuro-
nalem Zelltod fihrenden Mechanismen nétig, sowohl in der MS als auch in seinem Tiermo-
dell EAE.

Ein wesentliches Ziel der Arbeit liegt in der Quantifizierung der akuten Axondegeneration im
Tiermodell der MS. Darliber hinaus mdchten wir die fluoreszenzmikroskopisch-morphologi-
schen Veranderungen an den degenerierenden Axonen genauer untersuchen. Hierzu sollen
die Versuche zunachst zeigen, ob es generell mdglich ist, Axone des Optischen Nerven im
Rahmen der EAE an lebenden Ratten liber einen Zeitraum von sechs Stunden fluoreszenzmik-
roskopisch darzustellen. Gelingt dies, sollen die morphologischen, neurodegenerativen Ver-
anderungen an den einzelnen Axonen dargestellt und quantifiziert werden. Ferner sollen
mogliche Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der MOG-EAE er-
mittelt werden. Da der Ablauf der Neurodegeneration nach wie vor nicht sicher geklart ist,
mochten wir die zeitlichen Ablaufe sowie die Auspragung des Axonzerfalls im Rahmen der
EAE genauer untersuchen. Hierzu sollen die Resultate aus den fluoreszenzmikroskopischen

Darstellungen und den histopathologischen Farbungen mit einflieBen. Sofern es liberdies
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gelingen sollte, einzelne, zunachst intakte Axone am Beginn ihres Degenerationsprozesses
darzustellen, soll auBerdem die Anderung ihrer axonalen Integritét (iber eine Zeitdauer von
mehreren Stunden gemessen werden. Schlussendlich stellt sich die Frage, inwieweit allein die
Praparation des Optischen Nerven zu einer Axondegeneration beitragt. Hierflir werden
scheinimmunisierte Kontrolltiere untersucht. Uber immunhistologische Farbungen sollen zu-
dem die Infiltration von Makrophagen und T-Lymphozyten, der akute und chronische axona-
le Schaden und das Ausmal der Demyelinisierung, sowohl der operativ freigelegten als auch

der gegenuberliegenden Nerven, immunhistochemisch untersucht werden.
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MATERIAL UND METHODEN

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIALEN ZUR DURCHFUHRUNG DER TIEREXPERIMENTELLEN UNTERSUCHUNGEN

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Sigma (Seelze, D.),
Merck (Darmstadt, D.) oder Roth (Karlsruhe, D.) bezogen. Zum Ansetzen der L6sungen wurde
deionisiertes Wasser verwendet. Plastik-Verbrauchsmaterialien, Zellstofftupfer etc. wurden,
soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Braun (Melsungen, D.), Eppendorf (Hamburg,

D.) oder Roth (Karlsruhe, D.) bezogen.

2.1.1 REAGENZIEN

CHEMIKALIE BEZUGSQUELLE

Isofluran Abbot GmbH & Co. KG, Mannheim, D.
SDS Merck KGaA, Darmstadt, D.

MOG CHRISTINE STADELMANN, Gdttingen, D.

Freud’s Adjuvant, Incomplete
Ringer-Injektionslésung
NaCl (Natriumchlorid)

HCI (Salzsaure)

NaOH (Natriummonoxid)
Glucose/Sterofundin

Glycerol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D.
Merck KGaA, Darmstadt, D. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, D.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D.
Merck KGaA, Darmstadt, D.

TAB 2.1: REAGENZIEN FUR DIE IN-VIVO-MIKROSKOPIE
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CHEMIKALIE

BEZUGSQUELLE

Ammoniak 32 %

BSA

Citratpuffer (Citronsaure)
Einschlussmittel Rotie Histokitt |l
Essigsaure/Eisessig
Ethanol (reinst)

Ethanol (vergallt)
Paraformaldehyd
Hamalaun
Lithiumcarbonat
Perjodsaureldsung 1 %
Sepharose Fast Flow
Salpetersaure 65 %
Salzsaure, rauchend 37 %
SchiffsReagenz
Silbernitrat

Solvent Blue 38
Natriumthiosulfat 2 %
Wasserstoffperoxid 30 %
Xylol (Isomere)

Pferdeserum

Merck KGaA, Darmstadt, D. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, D. Merck KGaA,
Darmstadt, D.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D.
Merck KGaA, Darmstadt, D.

Merck KGaA, Darmstadt, D.
Chemie-Vertrieb, Hannover, D.

Merck KGaA, Darmstadt, D.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Merck KGaA, Darmstadt, D.

Merck KGaA, Darmstadt, D.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D.
Merck KGaA, Darmstadt, D.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D.
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

TAB 2.2: REAGENZIEN FUR DIE IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNGEN
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2.1.2 LOSUNGEN UND PUFFER

LOSUNG/PUFFER ENTHALTENE CHEMIKALIEN

PBS (Phosphate-Buffered Saline) 138 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
2 mM Potassiumphosphat

PFA (Paraformaldehyd) 4 % PFA gel6st in PBS, pH 7,4

Ketamin/Xylazin-L6sung Ketamin (95 mg kg-1 Kérpergewicht)

Xylazin (7 mg kg-1 Korpergewicht)

LFB-LAsung 1g LFB (=solvent blue 38)

(Luxol Fast Blue-L6sung) 1000 ml EtOH (Ethanol) 96 % (v/v)
0,5 ml Eisessig

Entwickler fiir Bielschowsky- 10 ml Formalin

Silberfarbung 50 ml Aqua dest.

1,3 mM Citronsaure

2 Tropfen 65 % Salpetersaure

Silbernitrat 20 % 10 g Silbernitrat in 50 ml Aqua dest.
Citratpuffer 0,2 %, pH 6,0
Pferdeserum/PBS/BSA-Ldsung 10 % Pferdeserum

2 % BSA in PBS

PBS/Wasserstoffperoxid-Losung 45 ml PBS
5 ml 30 % Wasserstoffperoxid

TAB 2.3: LOSUNGEN UND PUFFER
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2.1.3 MIKROORGANISMEN

MIKROORGANISMUS BEZUGSQUELLE

Mycobacterium tuberculosis, Hitze-inaktiviert (H37 RA) Difco Laboratories, Detroit, USA

TAB 2.4: MIKROORGANISMEN

2.14 ANTIKORPER

ANTIKORPER SPEZIES | VERDUNNUNG BEZUGSQUELLE

a-B-APP IgG Maus 1:1000 Millipore, Billerica, USA Biozol
a-CD3 Maus 1:500 Diagnostica, Eching, D.

a-ED1 (Anti Ratte, CD68) Maus 1:500 Serotec, Oxford, UK

TAB 2.5: PRIMARANTIKORPER

ANTIKORPER | KONJUGAT SPEZIES VERDUNNUNG | BEZUGSQUELLE

a-Maus Biotin Pferd 1:200 Vector, Burlingame, CA, USA

TAB 2.6: SEKUNDARANTIKORPER

2.1.5 KITS
KIT BEZUGSQUELLE
Diaminobenzidin-Kit (DAB) Vector, Burlingame, CA, USA
Vectastain ABC-Kit Vector, Burlingame, CA, USA
TAB 2.7: KITS
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2.1.6 EQUIPMENT

MATERIAL UND METHODEN

MATERIAL

BEZUGSQUELLE

Bohrer
Netzgerat fur Bohrer (Micromot NG 2/S)
Hamilton Spritze (model 701 RN, 26s gauge/51 mm)

Spritze (1 ml) fir i. p. Anasthesie

(Omnian 40 30G x 2 in)

Rattenkopfhalter (RA-6N rat head holding adaptor,
fixiert auf einem Plastikbrett)

5 Operationshaken

Skalpell (size 70)

Pinzette (Dumont no. 5 mirror finish forceps)

Federschere fir Nervenpraperation (Cohan-Vannas
spring scissors — 6 mm blades)

Thermokoagulator

Heizpad (Homeothermic Warming System,
Serial # SB0621)
Pulsoxymeter (Model 2500A VET)

Stereomikroskop (f170) Fluoreszenzmikroskop
(Examiner.Z1) Objektivwarmer (tempcontrol
mini) Rattenpositionierer (Typ SCAN 100x100 — 2
mm) Personal Computer (Z800 Workstation)
Software fir Bilderaufnahmen (Zen 2011)

Schlauchpumpe

Proxxon, Féhren, D.

Proxxon, Fohren, D.

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, D.

Narishige

Sonderanfertigung
Bard-Parker, Caledonia
Fine Science Tools,
Heidelberg, D.

Fine Science Tools,
Heidelberg, D.

Aaron Medical Industries,
St. Petersburg, Russland
Kent Scientific Corporation,

Torrington, USA

Nonin Medical, INC. Plymouth, MN

USA

Carl Zeiss, Jena, D.

Carl Zeiss, Jena, D.

Pecon GmbH, Langenhagen, D.
Marzhauser Wetzlar, Wetzlar, D.
HP Company, Palo Alto, USA
Carl Zeiss, Jena, D.

IDEX Health & Science,
Wertheim, D.
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Mikroskop flr die Retinapraparation (Stemi 2000) Carl Zeiss, Jena, D.

Schlittenmikrotom (SM2000 R) Leica, Solms, D.

Waage (BL 210 S) Sartorius, Gottingen, D.

AxioVision SE64 Rel.4.8 Carl Zeiss, Jena, D.

Corel Draw Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Image) http://imagej.nih.gov/ij/
download.html

Wasserbad Karlheinz Dosch, Heidelberg, D.

Wasserimmersionsobjektiv (W Plan-APOCHOMAT) Carl Zeiss, Jena, D.

Kamera (AxioCam MRm) Carl Zeiss, Jena, D.

Objektivzahlplatte (PI 10x/18; 44 41 32) Carl Zeiss, Jena, D.

TAB 2.8: EQUIPMENT

2.1.7 VERSUCHSTIERE

Als Versuchstiere wurden acht bis zehn Wochen alte weibliche Ratten der Rasse Brown-
Norway aus der Zucht der Charles River GmbH in Sulzfeld verwendet. Die Tiere wurden unter
kontrollierten und artgerechten Umweltbedingungen unter Ausschluss von Pathogenen ge-
halten und taglich von Tierpflegern vor Ort versorgt. Die Ausnahmegenehmigung zur Durch-
fuhrung von Eingriffen an Wirbeltieren wurde vom Niedersachsischen Landesamt fur Ver-
braucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) gemaB § 9 Abs. 1 Satz 4 des Tierschutz-
gesetzes (TierSchG) erteilt. Relevante Gesetze und institutionelle Richtlinien wurden befolgt.

Die Nummer des Tierversuchsantrags (TVA-Nummer) lautet: G11.474.

2.1.8 IMMUNOGEN

Zur Induktion der EAE wurde das rekombinante Ratten-Myelin-Oligodendrozyten-Glykopro-
teinigd (rrMOGigd) verwendet, welches von CHRISTINE STADELMANN (Abt. Neuropathologie, Uni-
versitatsmedizin Gottingen) zur Verfligung gestellt wurde. Es entspricht der N-terminalen

Aminosauresequenz von rrMOGigd (Aminosaure 1-125). Die Expression des Proteins fand in
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Escheria coli statt und wurde mit Hilfe einer Metallchelatchromatographie aufgereinigt (WEIs-
SERT et al. 1998). Hierbei wurde das Produkt zur Homogenitat durch den Einsatz des Kom-
plexbildners Sepharose Fast Flow in 8 M Harnstoff gereinigt, wobei ein kontinuierlicher pH-
Gradient verwendet wurde (AMOR et al. 1994). AnschlieBend wurde das Protein in 6 M Harn-
stoff gelost, gegen 0,01 % Natriumacetat dialysiert und schlieBlich bei einer Temperatur von
- 80 °C gelagert (SCHEUMANN 2010).

Zur Immunisierung erfolgte eine Emulgierung von 100 pg rrMOGigd in PBS. AbschlieBend
wurde die Emulsion mit komplettem Freud’s Adjuvant (inkomplettes Freud’s Adjuvant + 200
Mg Hitze-inaktiviertes Mycobacterium tuberculosis) der gleichen Menge vermischt (SCHEU-

MANN 2010).

2.19 VIRALER VEKTOR UND FLUORESZENZ-FARBSTOFF

Als viraler Vektor fur die Expression der Fluoreszenz-Proteine wurde der Serotyp 1/2 eines
Adeno-assoziierten Virus (AAV-1/2) verwendet, da dieses nahezu ausschlieBlich selektiv re-
tinale Ganglienzellen transduziert. Das Virus wurde freundlicherweise von UWE MICHEL (Abt.
Neurologie der UMG) zur Verfigung gestellt. Die Plasmidkarte des Virus mit dem Fluores-

zenzfarbstoff mCherrv ist nachfolaend daraestellt:

lott (TR

““BAAV-CB-mCherry-WPRE-:bG
6054 bps ,.,.-ma‘

EcoNl~ |

Sspl % 20C / SexA

ABB 2.1: PLASMIDKARTE AAV-1/2 MIT DEM FLUORESZENZFARBSTOFF MCHERRY
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2.2 DURCHFUHRUNG DER TIEREXPERIMENTELLEN UNTERSUCHUNGEN

2.2.1 VERSUCHSAUFBAU

Zur Untersuchung von neurodegenerativen Prozessen wurde eine Versuchsreihe mit 25
Brown Norway-Ratten geplant. Die Tiere wurden zufallig einer von fiinf Gruppen zugeteilt,
wobei jede Gruppe einem unterschiedlichen Zeitpunkt der EAE entsprach. Demnach wurde
jeweils eine Gruppe am Tag 8, 10, 12 und 14 nach Induktion der MOG-EAE (p. i, post injectio-
nem) untersucht. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine Scheinimmunisierung und prag-
ten keine Symptome der EAE aus. Jeder Ratte wurde eine Nummer zugeteilt, die keinen Riick-
schluss auf den Untersuchungszeitpunkt erlaubte. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte
blind und objektiv. Es wurde nur der linke der beiden Optischen Nerven operativ freiprapa-
riert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Von diesen Optischen Nerven wurden jeweils
sieben fluoreszenzmikroskopische Bilder aufgenommen — ein Bild unmittelbar nach der Be-
endigung der Operation und anschlieBend ein Bild stiindlich fir sechs aufeinanderfolgende
Stunden. AnschlieBend wurden die Optischen Nerven beider Augen fir die Durchfiihrung
histopathologischer Untersuchungen entnommen. Mit Hilfe spezieller Farbetechniken konnte
das AusmaB der Demyelinisierung, der Makrophagen- und T-Lymphozyteninfiltration sowie
des akuten und chronischen axonalen Schadens ermittelt und objektiviert werden. Die unter-
schiedliche Auspragung der EAE bei verschiedenen Tieren ist eine entscheidende Variable in
der Beurteilung des Grades der Axondegeneration. Um diesem Umstand gerecht zu werden,
wurden der linke und der rechte Nerv separat untersucht und die Ergebnisse miteinander

verglichen. Der genaue Ablauf der Untersuchungen wird im Folgenden beschrieben.

2.2.2 IN-VIVO-MIKROSKOPIE

2.2.2.1 INTRAVITREALE INJEKTION DES VIRALEN VEKTORS

Die Axone wurden durch die intravitreale Injektion eines viralen Vektors markiert, der nach-
folgend zu einer Expression von Fluoreszenzproteinen in den RGC fiihrte. Die Zeit bis zur vira-

len Transduktion der RGC betrug ca. zwei Wochen. Nach Ablauf dieser Zeit konnten die Axo-
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ne fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden. Auf der Basis bisheriger Erfahrungen ist die
transgene Expression durch das AAV mindestens ein Jahr anhaltend (KOcH et al. 2011). Die
Ratten wurden zwecks Anasthesie und Ruhigstellung, durchgangig mit dem Inhalationsnar-
kotikum Isofluran anasthesiert — sowohl unmittelbar vor als auch wahrend der Injektion des
viralen Vektors. Eine Hamilton Spritze wurde 2 mm hinter den unteren temporalen Limbus
eingeflhrt und innerhalb des Glaskdrpers zum oberen nasalen Quadranten der Retina vorge-
schoben. AnschlieBend wurden 4 pl der AAV-L6sung langsam injiziert. Die Spritze wurde nach
der Verwendung mit SDS, EtOH 70 % (v/v) und Aqua dest. von Resten des Virus gereinigt und
desinfiziert. Die intravitreale Injektion der Vektoren stellte einen kleinen Eingriff ohne syste-

mische Auswirkungen dar, es entstand kein sichtbarer Schaden an den behandelten Augen.

2.2.2.2 INDUKTION DER MOG-EAE

Nachdem die Tiere mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran anasthesiert wurden, konnten
200 pl der rrMOGigd-L8sung in das proximale Ende des Rattenschwanzes injiziert werden. Die
Kontrolltiere erhielten dagegen eine Scheinimmunisierung. Der Eingriff dauerte ca. 30 sec pro
Tier, die Ratten erwachten nach etwa einer Minute und zeigten keine Auffalligkeiten. Es han-
delte sich insgesamt um eine geringe Belastung fiir die Tiere. Im Verlauf der folgenden Tage
entwickelte sich gelegentlich ein Ulcus am Schwanz, das in den meisten Fallen folgenlos aus-

heilte.
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2.2.2.3 BEURTEILUNG DES KRANKHEITSVERLAUFS UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

Die Versuchstiere wurden zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs taglich gewogen und nach
klinischen Zeichen der EAE bewertet. Diese werden in der nachfolgenden TAB 2.9 beschrie-

ben.

PUNKTE SYMPTOME
0 keine Symptome
0,5 Parese am distalen Schwanz
1 Paralyse des gesamten Schwanzes
1,5 Parese des gesamten Schwanzes und milde Form der Hinterbeinparese
2 unilaterale, schwere Hinterbeinparese
2,5 bilaterale, schwere Hinterbeinparese
3 komplette, bilaterale Hinterbeinparalyse
35 komplette, bilaterale Hinterbeinparalyse und Parese eines Vorderbeines
4 komplette Paralyse (Tetraplegie) oder Tod im Rahmen der EAE

TAB 2.9: BEWERTUNGSSKALA DER KLINISCHEN SYMPTOME

Die ersten Symptome traten zwischen Tag 9 und 12 nach der MOG-Immunisierung auf, wo-
bei es neben Paresen zu Ataxie kommen konnte. Sofern die Tiere einen Gewichtsverlust erlit-
ten, erhielten sie eine subkutane Glucose/Sterofundin-Injektion. Zu den Ausschlusskriterien
zahlten ein Gewichtsverlust von 20 % gegeniiber dem maximal zuvor gemessenen Gewicht
und/oder das Erreichen von 3,5 Punkten im o.g. Score und/oder eine schwere Ataxie — jeweils
anhaltend fur mind. 48 Stunden. Demzufolge verblieb kein Tier mit Lahmungen der Vorder-
beine im Experiment. Die Lahmung der Hinterbeine konnte erfahrungsgemaB durch die Plat-
zierung von Futter in Bodennahe gut kompensiert werden. Relevant bzgl. des Allgemeinzu-
standes der Ratten war vor allem der Gewichtsverlust, den auch Tiere mit vergleichsweise
schwach ausgepragten Paresen erlitten. Ebenfalls aus der Auswertung genommen wurden
Tiere, die vor Beendigung der Live-Aufnahmen verstarben. Griinde hierfiir waren u. a. Kompli-
kationen wahrend der Anasthesie oder der Praparation der Nerven. Auch eine mangelhafte
Bildqualitat fiihrte zum Ausschluss aus den Experimenten.
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2.2.2.4 PRAPARATION DES OPTISCHEN NERVEN

Das Versuchstier wurde durch eine intraperitoneale Injektion einer Ketamin/Xylazin-Losung
tief anasthesiert und fir 15 min in einen dunkel gehaltenen Kafig gelegt. AnschlieBend wurde
eine nicht-invasive Puls- und Sauerstoffmessung angeschlossen und die Tiefe der Narkose
mittels Schmerz-Test klinisch Gberwacht. Um die Narkose aufrecht zu erhalten wurde jede
Stunde ein Drittel der o. g. Ketamin/Xylazin-Losung mit NaCl im Verhaltnis 1:5 vermengt und
intraperitoneal verabreicht. Bei mangelnder Narkosetiefe — anhand Klinik, Puls- oder Sauer-
stoffmessung — wurde friihzeitig nachanasthesiert. AnschlieBend konnte die Ratte in den
Kopfhalter eingespannt werden. Eine Warmevorrichtung maB tber einen rektalen Zugang
kontinuierlich die Korpertemperatur und hielt das Tier auf konstant 37 °C. Fur gelegentliche
Spulungen des Operationsgebiets wurde eine Ringerlésung in einem Wasserbad ebenfalls
auf 37 °C gehalten.

Zu Beginn der Operation wurde das Kopffell zwischen den Augen mit Hilfe einer kleinen
Haarschere entfernt und das Gebiet mit einer 70 % Ethanol-L6sung desinfiziert. Mit einem
Skalpell wurde ein 2,5 cm langer rostrokaudaler Hautschnitt mittig der beiden Augen durch-
gefuhrt, der 1 cm rostral einer gedachten Linie zwischen den Augen ansetzte. Um einen bes-
seren Blick auf das Operationsgebiet zu ermdglichen, wurde das Tier um ca. 30° zur rechten
Seite gekippt. Durch Zug an vier Haken wurde die Haut zu beiden Seiten auseinandergezo-
gen, um das Operationsgebiet offenzuhalten. Das Bindegewebe wurde anschlieBend mit ei-
nem Thermokoagulator entlang des kranialen Randes der Orbita zertrennt, bis die Tranen-
drise sichtbar wurde. Diese wurde als Vorbereitung fir den nachfolgenden Schritt mit Zell-
stofftupfern bedeckt. Um ausreichend Platz fir das Objektiv des Fluoreszenzmikroskops zu
schaffen, wurde mit einem Bohrer der vorstehende Teil des kranialen Orbitarandes abge-
schliffen. Die Zellstofftupfer wurden entfernt und das Operationsgebiet mehrfach mit Ringer-
|6sung gespllt. Der Nervus- und die Vena supraorbitales, die an der kaudalen Spitze der Tra-
nendrise verlaufen, wurden mit dem Thermokoagulator zertrennt. Die Tranendriise konnte
dann mit einer Pinzette nach kaudal gezogen und mit dem Thermokoagulator horizontal
mittig durchtrennt werden. Um den Musculus rectus superior freizulegen, wurde der dariiber-
liegende Musculus levator palpebrae superioris mit Hilfe zweier Pinzetten stumpf zertrennt.

AnschlieBend wurde der Musculus rectus superior gefasst und so weit nach oben gezogen, bis
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dieser sich von seinem sehnigen Ursprung l6ste. Daraufhin wurde der Muskel an der lateralen
Seite der Ratte platziert, wodurch sich der Bulbus nach unten drehte. Um den Bulbus in dieser
Position zu fixieren, wurde ein flnfter Haken in unmittelbarer Nahe des Ansatzes des Muscu-
lus rectus superior angebracht. Die vier weiteren Haken wurden nun entfernt. Alle folgenden
Schritte mussten mit besonderer Sorgfalt durchgefiihrt werden, da eine Verletzung des Opti-
schen Nerven den sofortigen Abbruch des Experiments zur Folge gehabt hatte. Der Nerv ist
in Binde- und Fettgewebe eingebettet. Mit zwei stumpfen Pinzetten wurde dieses vorsichtig
und Schicht fur Schicht entfernt. Dann wurde mit einer kleinen Federschere ein Langsschnitt
in die den Nerven umgebende Dura mater, parallel zu der Arteria- und Vena opthalmica, ge-
schnitten. Hierbei durften die BlutgefaBe keinesfalls verletzt werden, da eine retinale Ischamie
zur Degeneration der Axone hatte beitragen kdnnen. Um den Nerven an dieser Stelle voll-
ends freizulegen, wurde die Dura mater daraufhin, zusammen mit den opthalmischen Blutge-
faBen, zu beiden Seiten des Nerven verlagert. Nach dem Durchspilen mit der Ringerlésung
aus dem Wasserbad, wurde der Tragertisch samt narkotisierter Ratte in der Halte- und War-
mevorrichtung unter dem Objektiv des Fluoreszenzmikroskops befestigt. SchlieBlich konnten
die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit Hilfe eines speziellen Wasserimmersionsob-

jektives durchgefiihrt werden (s. ABB 2.4, S. 30).

ABB 2.2: OPERATIONSEQUIPMENT
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ABB 2.3: PRAPARATION DES OPTISCHEN NERVEN
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2.2.2.5 AUFNAHME DER AXONE UND NACHBEARBEITUNG DER BILDER

Durch die In-vivo-Mikroskopie des Sehnerven ist es mdglich, Neurodegeneration am leben-
den Tier Gber mehrere Stunden zu verfolgen und Prozesse zu beobachten, die sich wahrend-
dessen an einzelnen Axonen abspielen. Um die Ergebnisse der Aufnahmen spater vergleichen
zu konnen, wurde stets der gleiche Bereich der Optischen Nerven belichtet. Dieser befand
sich unmittelbar am Eintritt des Nerven in den Bulbus oculi. Die Bilder wurden mit der Mikro-
skopie-Software ZEN der Firma Carl Zeiss aufgenommen. Um den Verlauf der Axone in den
konvex gekrimmten Nerven darstellen zu kénnen, wurden Schichtbilder von 50 bis 150 ein-
zelnen Bildern in einem Abstand von 1 pm zueinander aufgenommen (s. ABB 2.6, S. 30). Hier-
zu wurden via Z-Stacks die Ober- und Untergrenze (X- und Y-Stacks) des Nerven ermittelt.
Nach der Aufnahme wurden Storfaktoren aus dem Hintergrund im Histogram tber den But-
ton ,Best fit" minimiert.

Der Verlauf einzelner Axone innerhalb des Optischen Nerven ist sehr variabel. Dies ist sche-
matisch auf der ABB 2.6 (S. 30) dargestellt. Um jedoch die Anzahl und die Verdanderungen
beurteilen zu kénnen — bspw. eine beginnende Degeneration von Axonen — mussten die in
unterschiedlichen Ebenen verlaufenden Axone auf einer zweidimensionalen Ebene dargestellt
werden. Dies gelang durch einen ZVI-Export der Carl Zeiss Image-Bilddateien (.czi) mit der
Software ZEN und der anschlieBenden Bildbearbeitung mit der Software AxioVision. Die je-
weils sieben 2D-Bilder jedes Nerven wurden anschlieBend als JPEG exportiert und zur weite-
ren Analyse in das Grafikprogramm Coral Draw eingepflegt. Uber Anwendung des Plugins
NeuronJ der Bildverarbeitungs-Software Image) wurden die einzelnen Axone schlieB3lich aus-

gezahlt und -gemessen.

Die ABB 2.2, ABB 2.3 sowie die nachfolgenden ABB 2.4, ABB 2.5 und ABB 2.6 wurden freundli-
cherweise von JAN KOCH (Abt. Neurologie der UMG) zur Verfliigung gestellt. Die Abbildungen
zeigen Bilder von Lewis-Ratten als Versuchstiere. Fir diese Arbeit wurde das gleiche Verfah-

ren angewandt, es wurden jedoch Brown Norway-Ratten verwendet.

29



MATERIAL UND METHODEN

ABB 2.5 IN-VIVO-MIKROSKOPIE

ABB 2.6: SCHEMATISCHER VERLAUF EINES AXONS
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2.2.2.6 AUSWERTUNG DER IN-VIVO-MIKROSKOPIE

Der erste Teil der Auswertung bezieht sich auf die Anzahl sowohl der intakten als auch der
bereits degenerierten Axone zum Zeitpunkt Null (unmittelbar nach der operativen Freilegung
der Optischen Nerven). AusschlieBlich diese Axone wurden im weiteren Verlauf auf degenera-
tive Veranderungen hin untersucht. Axone, die sich erst im Verlauf darstellen lieBen, wurden
in der Statistik nicht berlcksichtigt.

Die Axone wurden zu Beginn der Aufnahmen in die Untergruppen ,intakte Axone gut dar-
stellbar”, ,intakte Axone teilweise darstellbar”, ,degenerierte Axone gut darstellbar” und
.degenerierte Axone teilweise darstellbar” aufgeteilt. Aufgrund des Effekts der Photoblei-
chung (s. KAr 1.2.2, S. 10 f.) wurde die Anzahl der Anregungs- und Emissionszyklen auf sieben
begrenzt. Nach jeder der sechs Stunden (Zeitpunkte Eins bis Sechs) wurde Gberprift, inwie-
weit die zum Zeitpunkt Null noch intakten Axone ,gut darstellbar”, ,teilweise darstellbar”
oder ,nicht mehr darstellbar” waren. Zunachst intakte Axone, die im Verlauf Degenerationser-
scheinungen zeigten, wurden der Gruppe ,Degeneration beginnt” zugeordnet.

Die zum Zeitpunkt Null bereits degenerierten bzw. noch degenerierenden Axone wurden,
aquivalent zu den intakten Axonen, zu jeder Stunde in ,gut darstellbar”, ,teilweise darstellbar”
und ,nicht mehr darstellbar” eingruppiert (s. Kap 3.2.1, S. 46 ff.).

Versuche, bei denen aufgrund mangelhafter Bildqualitat vor Abschluss der Aufnahmen keine

Axone mehr darstellbar waren, wurden aus der Wertung gestrichen.
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Da es aufgrund der zum Teil sehr groBen Anzahl an sichtbaren Axonen haufig nicht moglich

war samtliche Axone eindeutig voneinander abzugrenzen (s. bspw. Bild C der ABB 2.7, S. 33),

musste der Anteil der bereits degenerierten Axone abgeschatzt werden. Hierflir wurde der

nachfolgende fluoreszenzmikroskopische Score verwendet. Der Score bezieht sich ausschlief3-

lich auf die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zum Zeitpunkt Null.

PUNKTE

ANTEIL DER DEGENERATION

0

Keine Degeneration:
Eindeutig nur intakte Axone; ggf. einige Strukturen, die eher keine degenerierten

Axone darstellen

< 10 % Degeneration:

Degeneration an einzelnen Axonen und in sehr geringem Umfang

10-50 % Degeneration:
Anzahl der degenerierten Axone kann nicht sicher bestimmt werden; intakte

Axone sind eindeutig in der Mehrzahl

> 50-90 % Degeneration:
Der GrofBteil der Axone ist degeneriert; einige Axone sind noch eindeutig mor-

phologisch intakt

> 90 % Degeneration:
V. a. Axonfragmente und Degenerationsabbauprodukte; intakte Strukturen sind

allenfalls teilweise zu erkennen

TAB 2.10: FLUORESZENZMIKROSKOPISCHER SCORE
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Die ABB 2.7 zeigt vier unterschiedliche Optische Nerven, die einen von A bis D ansteigendes
Ausmal3 der Axondegeneration aufweisen. Die Axone auf dem Bild A erscheinen vollig intakt,
auf dem Bild B findet sich eine maBige Degeneration, Bild C zeigt deutliche Zerfallszeichen

mit teilweise intakten Axonen und Bild D nahezu ausschlieBlich Axontrimmer.

ABB 2.7: BEISPIELBILDER — VERSCHIEDENE ERKRANKUNGSSTADIEN

Die nachfolgenden Beispielbilder der ABB 2.8 (S. 34) zeigen die Veranderungen von Axonen
eines Optischen Nerven im Zeitverlauf von sechs Stunden. Das Bild A entspricht dem Zeit-

punkt Null, alle weiteren Bilder wurden jeweils stiindlich aufeinanderfolgend aufgenommen.
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Die ABB 2.9 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Axonen eines Optischen Nerven
im Abstand von jeweils einer Stunde. Die wiederholte Belichtung fiihrte zu einer zunehmen-
den Zerstorung der Fluorophor-Molekdle — die Bildqualitat verschlechterte sich infolgedessen
mit jeder Aufnahme. Eine deutlich ausgepragte Photobleichung fiihrte zum Ausschluss aus

dem Experiment (s. KAP 2.2.2.3, S. 25)

ABB 2.9: BEISPIELBILDER — PHOTOBLEICHUNG

Ein weiterer Teil der Auswertung betraf die Ausmessung derjenigen Axone, die sich zunachst
in einem morphologisch intakten Zustand befanden und Uber die Dauer der Aufnahmen zu-
nehmend degenerierten. Mit der Software Image) konnte die die Lange der betreffenden
Axone ausgemessen werden. Die Auswertung der Degeneration betrifft die Anzahl und Lange

der einzelnen Fragmente sowie die Gesamtlange der noch darstellbaren Axonanteile.
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Die ABB 2.10 zeigt ein Axon, das wahrend der Aufnahmen zunehmend degenerierte. Die Bil-
der A bis C zeigen Originalaufnahmen, auf den Bildern a bis c ist das degenerierende Axon
farblich hervorgehoben. Wahrend das Axon auf dem Bild A (a) noch vollig unversehrt er-

scheint, zeigt es sich auf den nachfolgenden Aufnahmen zunehmend degeneriert.

ABB 2.10: BEISPIELBILDER — DEGENERATION IM ZEITVERLAUF

2.2.3 HISTOPATHOLOGIE

2.2.3.1 PERFUSION DER RATTEN, GEWEBEENTNAHME UND FIXATION DER NERVEN

Nach Beendigung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden die Ratten mit einer
inhalativen Uberdosis CO2im narkotisierten Zustand getétet. Unmittelbar nach Eintritt des
Todes wurde der Thorax mit einer Schere er6ffnet und die linke Herzkammer sowie der rech-
te Vorhof perforiert. Durch die Offnung im linken Ventrikel wurde eine Sonde iiber den linken
Vorhof in die Aorta ascendens vorgeschoben. Um das Tier weitgehend vom Blut zu befreien,
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wurden die BlutgefaBe fir 10 min mit PBS durchspiilt. AnschlieBend wurde das Tier, ebenfalls
Uber die Zeitdauer von 10 min, mit einer 4 % Paraformaldehyd-L6sung perfundiert. Nach
Entnahme beider Optischer Nerven wurden diese fur 24 Stunden in einer 4 % PFA-LOsung

fixiert. SchlieBlich wurden die Nerven zur langerfristigen Aufbewahrung in PBS gelagert.

2.2.3.2 HERSTELLUNG DER PARAFFINSCHNITTE

Nach Durchtrennung der Optischen Nerven in jeweils etwa drei gleich grof3e Teile, erfolgte
die vertikale Einbettung der Anschnitte in Paraffin. Die ausgeharteten Paraffinbldcke wurden
im Anschluss mit einem Mikrotom in 1 um schmale Schnitte (Ausnahme: 0,5 pm fir die Biel-
schowsky-Silberfarbung) verarbeitet und auf Objekttrager aufgetragen. Zur Trocknung und
Fixierung wurden diese fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 60 °C gelagert (SCHEUMANN
2010). Auf jedem Objekttrager fanden sich somit neun Anschnitte jedes Optischen Nerven,
wobei stets drei Anschnitte zu einem der drei Teile des Nerven gehdrten und folglich ein

ahnliches Farbeverhalten wie die anderen zwei Schnitte aufwiesen.

2.2.3.3 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN

Das Prinzip von immunhistochemischen Farbungen beruht auf der Antigen-Antikorper-Reak-
tion. Im Idealfall kommt es zu einer ausreichend starken Bindung zwischen Antikdrper und
Epitop. Hierbei handelt es sich in den meisten Fallen um Oberflachenproteine bestimmter
Zellen. Der Antikorper ist wiederum an ein Detektionssystem gekoppelt, an dessen Ende die
Oberflachenstrukturen farblich markiert werden.

Vor jedem Farbevorgang wurden die Anschnitte in einer Alkoholreihe mit absteigender Kon-
zentration entparaffiniert (zweimal fir jeweils 10 min in Xylol 100 % (v/v), zweimal fir 3 min in
100 % Ethanol (v/v) und einmal fir 3 min in 96 % Ethanol (v/v)). Nach der Farbung erfolgte
die Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (EtOH 50 % (v/v) bis EtOH 100 % (v/v))
bis hin zum Xylol. AbschlieBend wurden die gefarbten Anschnitte mit einem nicht-wasserlds-

lichen Eindeckelmedium bedeckt und lichtmikroskopisch ausgewertet (SCHEUMANN 2010).
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2.2.3.4 LFB-FARBUNG

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte in einer LFB-Losung (Luxol Fast Blue-Losung)
bei 60 °C fur 12 bis 24 Stunden inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte durch aufeinander-
folgendes Eintunken in EtOH 90 % (v/v), 0,05 % Lithiumcarbonat, EtOH 70 % (v/v) und Aqua
dest. von Dunkelblau bis Hellblau differenziert. AnschlieBend wurde das Gewebe fir finf Mi-
nuten in 1 % Perjodsaure inkubiert und erneut fiinf Minuten lang in Leitungswasser geblaut.
Nach kurzzeitigem Absptlen mit destilliertem Wasser wurden die Anschnitte zur Inkubation
eine halbe Minute lang mit Schiffs Reagenz behandelt und erneut fir finf Minuten in Lei-
tungswasser geblaut. Zur Darstellung der Zellkerne folgte die Farbung Uber sieben Minuten
mit Hadmatoxylin nach MAYER (Hamalaun). Nach kurzzeitiger Ablagerung in destilliertem Was-
ser konnten die Anschnitte schlieBlich entwassert, eingedeckelt und ausgewertet werden

(SCHEUMANN 2010).

2.2.3.5 BIELSCHOWSKY-SILBERFARBUNG

Auf die Entparaffinierung folgte eine Inkubation Giber 20 min in 20 % Silbernitrat und das
Stoppen dieser Reaktion in destilliertem Wasser. Wahrend dieses Vorgangs wurde Ammoniak
tropfenweise hinzugegeben, bis der Niederschlag nicht mehr sichtbar war. Unter Lichtschutz
wurden die Anschnitte eine Viertelstunde lang in der o. g. Losung inkubiert. Dann wurden die
Préparate in einer mit destilliertem Wasser und drei Tropfen 32 % Ammoniak gefillten Ku-
vette geschwenkt. Derweil wurden sechs bis acht Tropfen Entwickler zur Losung hinzugefligt.
Die Anschnitte wurden daraufhin drei bis flinf Minuten lang in dieser Lésung inkubiert. Der
Vorgang wurde beendet, sobald sich die Anschnitte schwarz und der Hintergrund braun farb-
ten. Es folgte eine Waschung in destilliertem Wasser sowie eine Inkubation lber zwei Minu-
ten in 2 % Natriumthiosulfat. Vor der abschlieBenden Entwasserung und Eindeckelung wur-

den die Praparate in Leitungswasser gewaschen (LOCKSTAED 2013).
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2.2.3.6 ED1-,3-APP-UND CD3-FARBUNG

Nach der Entparaffinierung durch Xylol und Ethanol wurden die Schnitte in Aqua dest. Uber-
fuhrt und zur Antigenmaskierung flinfmal drei Minuten lang in 10 mM 0,2 % Citratpuffer auf-
gekocht. Nach 30-minUtiger Abkiihlung des Citratpuffers folgte eine 20-mindtige Blockierung
der endogenen Peroxidase durch eine PBS/Wasserstoffperoxid-Losung. Die Reaktion wurde
in PBS gestoppt. Dann wurden die Schnitte in einen Spacer eingelegt und dreimal mit PBS
gewaschen. Die Blockierung des unspezifischen Hintergrunds erfolgte mit einer Pferdese-
rum/PBS/BSA-L6sung Uber einen Zeitraum von einer Stunde. Die Inkubation mit dem jeweili-
gen Primarantikorper (s. TAB 2.5, S. 19) erfolgte Uiber Nacht bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag
wurden die Schnitte, nach dreimaliger Waschung mit PBS, eine Stunde lang mit einem bioti-
nylierten Sekundarantiképer (s. TAB 2.6, S. 19) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer er-
neuten dreimaligen Waschung mit PBS wurden die Schnitte mit Avidin-Peroxidase eine Stun-
de lang behandelt. Nach einer letzten dreimaligen Waschung mit PBS folgte die Entwicklung
mittels einer 1- bis 10-mindtigen Inkubation mit DAB. Die Reaktion wurde mit Aqua dest.
gestoppt. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte zehn Minuten lang mit Hdmalaun behan-
delt. Um den pH-Wert zu erhdhen, wurden sie anschlieBend zehn Minuten lang in Leitungs-

wasser geblaut. Es folgte die Entwasserung, Eindeckelung und Auswertung.

2.2.3.7 AUSWERTUNG DER ED1-FARBUNG

Der Marker ED1 wird stark auf den Membranen von Lysosomen und schwach auf den Zell-
membranen von myeloiden Zellen wie Makrophagen, Monozyten, Dendritischen Zellen und
peripheren Blutgranulozyten exprimiert (DIKSTRA et al. 1985). ED1 kennzeichnet spezifisch
mobile bzw. eingewanderte Makrophagen, die hauptsachlich in der Friihphase einer inflam-
matorischen Reaktion vorkommen (GERDPRASERT et al. 2002; SCHMIDT et al. 2007).

Fur die Auswertung der ED1-Farbungen wurden von jedem Sehnervenpraparat jeweils drei
Anschnitte aus unterschiedlichen Hohen des Optischen Nerven beurteilt. Das Ausmal der
Einwanderung wurde anhand des folgenden Scores in flinf Schweregrade eingeteilt
(s. TAB 2.11, S. 40). Hierflr wurden die angefarbten Nervenquerschnitte in 100-facher Vergro-

Berung unter einem Lichtmikroskop betrachtet.
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PUNKTE | ANZAHL ED1+-ZELLEN / SEHNERVENANSCHNITT

0 Keine ED1+-Zelle

1 > 0-10 ED1+-Zellen

2 > 10-100 ED1+-Zellen
3 > 100-500 ED1+-Zellen

4 > 500 ED1+-Zellen

TaAB 2.11: ED1-SCORE

2.2.3.8 AUSWERTUNG DER B-APP-FARBUNG

Das Beta-Amyloid-Precursor-Protein (B-APP) ist ein transmembrandses Glykoprotein. Es wird
nach der Synthese axonal transportiert. Eine Lasion des axonalen Zytoskeletts fiihrt zu einer
Beeintrachtigung der Membranpermeabilitat und des axonalen Transports, infolgedessen es
zu einer Ansammlung von B-APP proximal des Lasionsorts kommt (OEHMICHEN et al. 1998;
SHERRIFF et al. 1994). Demnach dient B-APP als Marker fir den Nachweis von akuten Axon-
schaden in der weilen Hirnsubstanz.

Fir die Auswertung der B-APP-Farbungen wurden von jedem Sehnerven jeweils drei An-
schnitte aus drei unterschiedlichen Schnitthohen lichtmikroskopisch betrachtet und deren

B-APP+-Axone ausgezahlt.

2.2.3.9 AUSWERTUNG DER CD3-FARBUNG

CD3 ist Teil eines oberflachlichen Proteinkomplexes, Uber den T-Lymphozyten aktiviert wer-
den. Die Anfarbung von CD3 erlaubt folglich eine Darstellung dieser Zellen in den Optischen

Nerven.
Um das Ausmal3 der Einwanderung von CD3+-Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten der EAE
beurteilen zu kénnen, wurden die angefarbten Zellen in jedem der neun Anschnitte jedes

Optischen Nerven unter einem Lichtmikroskop in 100-facher VergréBerung ausgezahlt.
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2.2.3.10 AUSWERTUNG DER BIELSCHOWSKY-SILBERFARBUNG

Mit der Silberimpragnationsmethode nach dem deutschen Neuropathologen MAX BIEL-
SCHOWSKY kann ein chronischer axonaler Schaden nachgewiesen werden.

Die Auswertung der Bielschowsky-Silberfarbung erfolgte lichtmikroskopisch in 1000-facher
VergréBerung in Ol-Immersion. Mit der Software Axiovision wurden drei Bilder aus jeweils
drei Blickfeldern zu jedem der neun Sehnervenanschnitte eines Nerven aufgenommen. Intak-
te Axone entsprechen den schwarzen Strukturen auf den angefarbten Schnitten (s. bspw.
Bild B der ABB 2.11). Mit einer speziellen Okularzadhlplatte konnte der relative Anteil an intak-
ten Axonen der jeweiligen Nervenanschnitte abgeschatzt werden. Die Okularzahlplatte ent-
hielt 25 vertikale und 6 horizontale Striche, die in einem festen Abstand zueinander Gber das
Sichtfeld verteilt waren (s. Bild A der ABB 2.11). Sofern ein vertikaler Strich ein intaktes Axon
Uberdeckte, wurde ein Punkt vergeben. Demnach konnten fir die neun Anschnitte von jedem
Nerven maximal 225 Punkte gezahlt werden. Der Optische Nerv besteht jedoch nur zu einem
kleinen Teil aus Nervenzellen bzw. Axonen. Neben den Nervenzellen enthélt er auch Gliazel-
len und die Extrazellularmatrix. Somit ist ein Wert von 225 intakten Axonen keine notwendige
Bedingung fur die vollige Unversehrtheit eines Nerven. Ein vergleichsweise hoher Wert

spricht flr einen geringeren chronischen axonalen Schaden.

ABB 2.11: SK1ZZE DER OKULARZAHLPLATTE
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22311 AUSWERTUNG DER LFB-FARBUNG

Mit Hilfe der LFB-Farbung kann die axonale Demyelinisierung als Folge inflammatorischer
Prozesse am Optischen Nerven nachgewiesen und quantifiziert werden. Die spezifische blaue
Farbung beruht auf der Markierung von Lipiden in der Myelinschicht. Sofern diese durch ent-
zlindliche Prozesse von Makrophagen phagozytiert wird, erscheinen die entsprechenden
Stellen rosafarben. Es lassen sich folglich blaue (myelinisierte) von rosa (demyelinisierten)
Arealen unterscheiden.

Die demyelinisierte Flache wurde im Verhaltnis zur GesamtgroBe des Sehnerven-Querschnitts
als Grad der Demyelinisierung in Prozent angegeben. Hierzu wurden Bilder mit der Software
Axiovision in 100-facher VergréBerung von den neun Anschnitten jedes Nerven aufgenom-
men und anschlieBend die Gesamtflache der Anschnitte ausgemessen. Daraufhin wurde die
myelinisierte Flache gemessen. Die Differenz der beiden Werte entsprach folglich dem de-
myelinisierten Areal. Fir jeden der drei Werte wurde der Mittelwert aller Anschnitte eines
Nerven berechnet. SchlieBlich konnte der prozentuale Anteil, sowohl der myelinisierten als

auch der deymelinisierten Flache, von der Gesamtflache der Nerven errechnet werden.
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3 ERGEBNISSE

Fir die Versuche wurden insgesamt 60 Tiere verwendet. 24 Tiere konnten aufgrund unter-
schiedlicher Probleme bei der Bilderstellung und -verarbeitung nicht ausgewertet werden. Bei
sieben Ratten wurde der Optische Nerv wahrend der Praparation mechanisch beschadigt, vier
Ratten verstarben an den Folgen der EAE. Somit wurden 25 Ratten (5 Kontrolltiere und jeweils
5amTag 8, 10, 12 und 14 p. i.) in die finale Auswertung aufgenommen. Es konnten jedoch
nicht alle darstellbaren Axone in samtliche Analysen integriert werden — bspw. aufgrund
Uberlappender Axone oder aufgrund von Axonen, bei denen nur ein kleiner Anteil fluores-
zenzmikroskopisch darstellbar war.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Versuche detailliert dargestellt.
Das KAP 3.1 gibt eine Auflistung der Ergebnisse von unterschiedlichen Untersuchungen zu
jeder der 25 Ratten. Hier findet sich auch eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse bzgl.
der Korrelation zwischen den fluoreszenzmikroskopischen und klinischen Scores. In dem
KaAP 3.2 (S. 46 ff.) sind zunachst die Ergebnisse der Axonauszahlung und anschlieBend die der
Axondegeneration dargestellt. Das KAp 3.3 (S. 60 ff.) beinhaltet Darstellungen zu den funf
histopathologischen Untersuchungen, mit dem Hauptaugenmerk auf einem Vergleich des
rechten und linken Nerven. AbschlieBend sind im Kar 3.4 (S. 69 f.) die Hauptergebnisse

noch einmal zusammengefasst dargelegt.

3.1 UBERSICHT UBER DIE ERGEBNISSE

Die TAB 3.1 (S. 45) zeigt eine Auflistung aller in die Auswertung aufgenommener Ratten, mit
dem Vergleich des klinischen (KL.) und fluoreszenzmikroskopischen (FL.) Scores sowie der
Ergebnisse der histopathologischen Farbungen. Die Kriterien fiir die Vergabe von Score-
Punkten finden sich in den TAB 2.9 (S. 25) sowie TAB 2.10 (S. 32). Verglichen wird hierbei der

rechte (RE) mit dem linken (L1) Nerven. Nur der linke Nerv wurde operativ freigelegt und
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Uber sechs Stunden fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Tiernummer setzt sich zusam-
men aus dem Tag post injectionem (bzw. einem c fiir die Kontrolltiere) und einer Zahl von eins
bis funf flir eine genaue Zuweisung eines Tieres innerhalb der jeweiligen Gruppe. Diese
Nummern wurden den Tieren erst nach der Auswertung der Ergebnisse zugeteilt und ent-
sprechen somit ausdricklich nicht den (fortlaufenden) Nummern, die den Tieren vor Beginn
der Untersuchungen zugewiesen wurden. Die Auswertung der Untersuchungen wurde blind
durchgefihrt.

Wie aus der nachfolgenden TAB 3.1 (S. 45) hervorgeht, zeigten die Kontrolltiere und die Tiere
der Gruppe Tag 8 p. i. keine klinischen Symptome in Form von Paresen. AnschlieBend blieb
Uber die Halfte der Ratten, bis einschlieBlich Tag 14 p. i, klinisch unauffallig. Der andere Teil
zeigte leichte bis zum Teil sehr stark ausgepragte Paresen. Einzelne, degenerierende
Axone, konnten dagegen zu jedem Zeitpunkt festgestellt werden. Eine maBige Axondegene-
ration (1 Punkt im fluoreszenzmikroskopischen Score; < 10 % Degeneration) fand sich bei vier
von fiinf Ratten am Tag 8 p. i, eine unterschiedlich stark ausgepragte Degeneration am Tag
10 p. i. und zumeist sehr starker Axonzerfall ab Tag 12 p. L.

Bei samtlichen klinisch auffalligen Tieren zeigte der GroBteil der Axone fluoreszenzmikrosko-
pische Zeichen der Degeneration. Andersherum fiel jede Ratte, die 4 Punkte im fluoreszenz-
mikroskopischen Score aufwies (> 90 % Degeneration), zuvor auch mit Paresen auf. Der Kor-
relationskoeffizient zwischen den klinischen und fluoreszenzmikroskopischen Score-Punkten
betragt 0,66 (fir p < 0,05). Alle Tiere, die > 2 Punkte im fluoreszenzmikroskopischen Score
hatten, zeigten auch in mindestens einem Optischen Nerven immunhistochemische Zeichen
einer Entziindungsreaktion und/oder eine unterschiedlich stark ausgepragte Axondegenera-

tion.
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SCORE LFB BIELSCH. ED1 R-APP CD3
KL. | FL. RE L1 RE Li RE Li RE LI RE L1
#c1 0 0 0 0 167 167 | O 0 0 0| O 0
#c.2 0 0 0 0O nm. nm. 0 1 0 0 0 0
#c.3 0 0 0 0| 189 178 | O 0 0 0, 0 0
#c4 0 0 0 0| 182 178 | O 0 0 0, 0 0
#c.5 0 1 0 0| 153 83 0 1 0 0 0 0
#8.1 0 1 0 0 164 95 0 1 0 39, 0 0
#8.2 0 1 0 0 169 182 0 0 0 0 0 0
#8.3 0 1 0 0| 155 106 | O 1 0 0, 0 0
#8.4 0 1 0 0| 176 185 | 1 0 0 0, 0 0
#8.5 0 0 0 0| 155 86 0 1 0 0 0 0
#10.1 1 3 0 131 176 144 | 0 2 0 83| 0 0
#10.2 0 0 0 0 164 90 0 1 0 0 0 0
#10.3 0 1 0 0| 153 171 0 1 0 0 0 0
#104 0 2 0 0 182 117 0 1 0 4 0 0
#10.5 0 1 0 0 162 126 1 1 10 0 0 0
#12.1 0 3 0 0| 155 182 0 1 0 0 0 0
#12.2 1 3 33 37 86 72 3 3| 76 62 0 3
#12.3 0 3 44 44 54 68 3 3| 82 69 0 0
#12.4 3 4 75 78 20 47 4 4| 93 0 2 2
#12.5 3 4 58 73 79 20 3 4 135 0 1 3
#1411 O 2 58 0] 99 9 3 2| 37 71 0 0
#14.2 | 15 4 80 100 | 18 2| 4 5 38 129 0 0
#143| 03 3 17 0 146 160 2 2 0 0, 0 0
#1441 0 3 73 64 | 56 59| 4 5| 50 69| 2 2
#14.5 3 0 0 140 122 0 0 0 0 0 0

TAB 3.1: UBERSICHT UBER DIE ERGEBNISSE
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3.2 ERGEBNISSE DER IN-VIVO-MIKROSKOPIE

3.21 AXONAUSZAHLUNG

In allen Optischen Nerven konnte eine unterschiedliche Anzahl an Axonen voneinander ab-
gegrenzt und Uber sechs Stunden abgebildet werden. Ausgenommen hiervon ist der Opti-
sche Nerv des Kontrolltieres #c.1. Hier war es aufgrund der groBen Anzahl der dargestellten
Axone unmaglich, einzelne Axone voneinander abzugrenzen. Bereits zu Beginn der Aufnah-
men befanden sich Axone in unterschiedlichen Stadien der Degeneration.

Bei 14 von 20 Nerven der immunisierten Tiere konnte eine anhaltende Degeneration festge-
stellt werden. Dies entspricht, bei einer Summe von drei bis elf Axonen in jeder immunisierten
Gruppe, einem Mittelwert von 0,8 degenerierten Axonen pro Nerv. Der Anteil an degenerier-
ten Axonen war zu den spateren Zeitpunkten Tag 12 p. i. (0,73) und 14 p. i. (0,35) deutlich
hoher als an den Tagen 8 p. . (0,12) und 10 p. i. (0,06).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Axonauszahlung dargestellt — beginnend mit den

Kontrolltieren und anschlieBend in chronologischer Reihenfolge zum Zeitpunkt ihrer Erfas-

sung nach der MOG-Immunisierung.
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KONTROLLTIERE STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER | +FUNF | +SECHS

NuLL STD. STD. STD. STD. STD. STD.

Intakte Axone 26
gutdarstellbar 3 3 2 4 4 2 2
teilweise darstellbar 23 16 10 15 14 15 12
nicht mehr darstellbar 7 14 7 8 9 12

Degeneration beginnt

Degenerierte Axone 1
gutdarstellbar 1
teilweise darstellbar

nicht mehr darstellbar

TAB 3.2: AXONAUSZAHLUNG — KONTROLLTIER

Bei den Kontrollratten waren Gber den gesamten Zeitraum von sechs Stunden samtliche Axo-
ne intakt. Die einzige Ausnahme hiervon stellte das Tier #c.5 dar, bei dem bereits zum Zeit-
punkt Null ein Axon Zeichen der Degeneration aufwies und im Verlauf fortschreitend dege-
nerierte. Nach sechs Stunden waren noch 14 von anfénglich 26 Axonen fluoreszenzmikrosko-

pisch darstellbar (& 54 %).
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TAG8P.I. STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER | +FUNF | +SECHS
NuLL STD. STD. STD. STD. STD. STD.
Intakte Axone 42
gutdarstellbar 30 29 19 16 16 16 14
teilweise darstellbar 12 10 6 9 5 5 5
nicht mehr darstellbar 3 16 14 16 16 17
Degeneration beginnt 1 3 5 5 6
Degenerierte Axone 5
gutdarstellbar 5 5 2 3 2 2
teilweise darstellbar 1 1 1 1 3
nicht mehr darstellbar 2 1 2 2 2

TAB 3.3: AXONAUSZAHLUNG — TAG 8 P. I.

Am Tag 8 p. i. zeigte nur ein Nerv keine Zeichen eines Axonzerfalls, wahrend sich bei dem
GroBteil der anderen Nerven bereits zu Beginn der Aufnahmen an einzelnen Axonen Zeichen
der Degeneration fanden. Im Verhaltnis zu den intakten Axonen waren diese jedoch deutlich
in der Minderzahl. Nach sechs Stunden waren noch 60 % der zuvor 42 intakten Axone aus-
zdhlbar, 14 % wiesen im Zeitverlauf Zeichen des Zerfalls auf. Von den fiinf gut darstellbaren
und sich bereits in der Degeneration befindlichen Axonen waren am Ende der Aufnahmen
noch drei teilweise darstellbar. Eines dieser Axone war bereits eine Stunde nachdem es sich

noch gut darstellen lieB, fluoreszenzmikroskopisch nicht mehr nachweisbar.
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TAG10P. 1. STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER | +FUNF | +SECHS
NuLL STD. STD. STD. STD. STD. STD.
Intakte Axone 50
gutdarstellbar 37 29 29 24 23 21 19
teilweise darstellbar 13 11 1 8 11 14 13
nicht mehr darstellbar 64 64 14 11 10 13
Degeneration beginnt 4 5 5 5
Degenerierte Axone 3
gutdarstellbar 3 3 2 1 1
teilweise darstellbar 1 2 1 1
nicht mehr darstellbar 1 2 3

TAB 3.4: AXONAUSZAHLUNG — TAG 10 P. I.

Auch am Tag 10 p. i. fanden sich an den meisten Nerven Zeichen der Axondegeneration, wo-

bei ein Nerv keine und ein Nerv schwere Zeichen der Degeneration zeigte. 74 % der zum

Zeitpunkt Null intakten Axone waren auch nach sechs Stunden noch darstellbar. 38 % aller

intakten Axone lieBen sich Uber den gesamten Zeitverlauf gut darstellen, 26 % waren nach

sechs Stunden nicht mehr darstellbar. Jedes zehnte Axon zeigte bereits nach vier Stunden

erste Zeichen eines Zerfalls. Die drei bereits in der Degeneration befindlichen Axone zum

Zeitpunkt Null waren nach sechs Stunden nicht mehr sichtbar.
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TAG12P. 1. STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER | +FUNF | +SECHS
NuLL STD. STD. STD. STD. STD. STD.
Intakte Axone 15
gutdarstellbar 6 3 4 1 1 1 21
teilweise darstellbar 9 7 4 3 4 4 11
nicht mehr darstellbar 5 7 10 9 9 1
Degeneration beginnt 1 1 1
Degenerierte Axone 1
gutdarstellbar 3 3 2 2 1
teilweise darstellbar 8 4 7 4 5 3 2
nicht mehr darstellbar 4 2 5 5 8 9

TAB 3.5: AXONAUSZAHLUNG — TAG 12 P. I.

Ab dem Tag 12 p. i. waren an samtlichen Nerven zumindest moderate Zeichen der Degenera-
tion nachweisbar. In den Optischen Nerven mit schwerer bis kompletter Degeneration konn-
ten einzelne Axone meist nicht voneinander abgegrenzt werden. Hier konnte haufig nur das
Vorliegen von Axontrimmern festgestellt werden. Insgesamt waren einzelne Axone in den
Nerven mit nur leichter Degeneration deutlich besser voneinander abgrenzbar als in denen
mit schwerer Degeneration. Entsprechend lieBen sich bei den fiinf Nerven vom Tag 12 p. i.
nur 15 intakte Axone verfolgen, wobei sich der GroBteil nur teilweise darstellen lieB3. Bei der
letzten Aufnahme waren hiervon nur noch 20 % darstellbar. 42 % aller Axone zeigten bereits
zu Beginn der Aufnahmen Zeichen des Zerfalls. Nach sechs Stunden waren blo3 noch zwei

von anfanglich 15 Axonen nachweisbar (& 18 %).
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Tac1l4pP. 1. STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER | +FUNF | +SECHS
NuLL STD. STD. STD. STD. STD. STD.
Intakte Axone 20
gutdarstellbar 7 8 6 4 4 3 3
teilweise darstellbar 13 7 5 5 3 5 6
nicht mehr darstellbar 3 5 7 8 7 6
Degeneration beginnt 2 4 4 5 5 5
Degenerierte Axone 7
gutdarstellbar 4
teilweise darstellbar 3 5 4 4 4 4 4
nicht mehr darstellbar 2 3 3 3 3 3

TAB 3.6: AXONAUSZAHLUNG — TAG 14 P. I.

Diejenigen Tiere, die die Erkrankung nicht Uberlebten, verstarben ausnahmslos zwischen den
Tagen 12 und 14 p. i. bzw. wahrend der Praparation des Optischen Nerven oder der fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahmen. Bei allen anderen Tieren am Tag 14 p. i. fanden sich unter-
schiedlich stark ausgepragte Zeichen eines Axonzerfalls. Durch die Zelltrimmer wurde die
Differenzierung einzelner Axone deutlich erschwert. Immerhin waren 45 % der zu Anfang
intakten Axone auch nach sechs Stunden noch intakt und ausreichend gut darstellbar, 25 %
zerfielen spatestens vier Stunden nach Beginn der Aufnahmen. 26 % aller Axone befanden
sich zum Zeitpunkt Null bereits im Prozess der Degeneration. Etwas mehr als die Halfte dieser

Axone lieB sich auch nach sechs Stunden noch teilweise darstellen.
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3.2.2 AXONDEGENERATION

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse derjenigen Axone dargestellt, die wahrend der
Aufnahmephase begannen zu degenerieren. In dem KAP 3.2.2.1 werden zundchst einige aus-
gewahlte fluoreszenzmikroskopische Bilder von Axonen dargestellt, anschlieBend finden sich
im KAP 3.2.2.2 (S. 55 ff.) die Ergebnisse der Axonausmessungen.

Degenerierende Axone bildeten zunachst Bulbus-ahnliche Axonschwellungen aus, gefolgt
von zeitabhangigen Briichen der axonalen Unversehrtheit mit kontinuierlichem Zerfall Gber
die Zeit (s. bspw. ABB 3.1, S. 53). Daneben konnten auch Axone mit Axonschwellungen beo-
bachtet werden, die, hinsichtlich ihrer Kontinuitat, iber die gesamte Dauer intakt blieben
(s. bspw. ABB 3.3, S. 55). Bezliglich der Morphologie, lieBen sich an den zerfallenen Axonen

keine Unterschiede zu den unterschiedlichen Zeitpunkten feststellen.

3.2.2.1 BEISPIELAUFNAHMEN DER AXONDEGENERATION

Nachfolgend werden einige Beispielaufnahmen von (scheinbar) degenerierenden Axonen
und konstanten Axonschwellungen gezeigt. Die nachfolgende ABB 3.1 (S. 53) zeigt die fluo-
reszenzmikroskopisch-morphologischen Veranderungen zweier Axone uber den Zeitraum
von ca. drei Stunden an einem Beispiel des Tieres #14.2. Die Axone waren zum Zeitpunkt Null
fluoreszenzmikroskopisch noch véllig intakt, nach etwa einer Stunde konnten erste Briiche in
der axonalen Kontinuitat mit deutlichen Axonschwellungen beobachtet werden. Zwei weitere

Stunden spater fanden sich Axontrimmer als Ausdruck einer weitgehenden Degeneration.
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0 h — Intaktes Axon

ca. 1 h — Axonschwellungen

ca. 3 h — Axontrimmer

ABB 3.1: AXONDEGENERATION
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Einige Axone schienen zunachst zu degenerieren, im Verlauf konnten diese jedoch haufig
wieder kontinuierlich verfolgt werden. Die Ursache findet sich am ehesten in Schwankungen
der Bildqualitat. Oftmals konnte eine sichere Unterscheidung zwischen intakten und degene-
rierenden Axonen nur mit der Durchsicht der einzelnen Stapelbilder (Stacks) gewahrleistet
werden (s. KAP2.2.2.5,S. 29 f.).

Die ABB 3.2 zeigt ein Beispiel fur eine scheinbare Degeneration. Das angefarbte Axon schien
bei Betrachtung der 2D-Bilder zundchst zu zerfallen, auf der letzten Aufnahme wirkt es dage-

gen wieder intakt. Auffallend ist die zwischenzeitlich verminderte Bildqualitat (s. bspw. Bild C).

ABB 3.2: SCHEINBARE AXONDEGENERATION
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Die nachfolgende ABB 3.3 zeigt Axone Uber die Zeitdauer von sechs Stunden, die sich in die-
ser Zeit morphologisch unwesentlich veranderten und keine axonalen Zersetzungen aufwie-
sen, obwohl zum Zeitpunkt Null (entspr. Bild A) bereits Axonschwellungen vorlagen. Inwie-

weit die Schwellungen Ausdruck eines degenerativen Prozesses waren, bleibt unklar.

ABB 3.3: KONSTANTE AXONSCHWELLUNGEN

3.2.2.2 AXONALE INTEGRITAT

Von den 18 Axonen, die zum Zeitpunkt Null intakt waren und im Anschluss Zeichen der De-
generation aufwiesen, begannen sechs Axone bereits eine oder zwei Stunden nach Beginn
der Aufnahmen zu zerfallen. Bei diesen Axonen konnte der Ablauf des Zerfalls Giber einen
Zeitraum von bis zu vier Stunden beobachtet werden.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Messungen fir diese sechs Axone (# 1 bis # 6) dar-
gestellt. Der Zeitpunkt STD. NULL bezieht sich auf die letzte Aufnahme, an dem das jeweilige
Axon in einem unfragmentierten Zustand fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden konn-
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Anzahl der Axonfragmente

AbB 3.4: ANZAHL DER AXONFRAGMENTE

ERGEBNISSE

te. Die weiteren Bilder wurden stiindlich aufgenommen. Im Folgenden werden die Verande-

rung sowohl der Anzahl als auch der durchschnittlichen Lange jedes Axons sowie der Ge-

samtléange aller Axonfragmente im Zeitverlauf von vier Stunden dargestellt. In den nachfol-

genden ABB 3.4, ABB 3.5 und ABB 3.6 sind die Werte zur STD. NULL nicht integriert, da zu

diesem Zeitpunkt noch keine Axonfragmente sichtbar waren. Die entsprechenden Werte sind

jedoch zum Vergleich in den dazugehdrigen Tabellen aufgefihrt.

ANZAHL DER AXONFRAGMENTE

20

15t

10 t

StD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER
NuLL STD. STD. STD. STD.
#1 1 6 12 7 7
#2 1 14 20 24
#3 1 9 10 6
#4 1 11 99 5 9
#5 1 10 8 11 7
#6 1 7 8 9
TAB 3.7: ANZAHL DER AXONFRAGMENTE
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AbB 3.5: LANGE PRO AXONFRAGMENT
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ABB 3.6: GESAMTLANGE DER AXON-

Gesamtlange der Axonfragmente

FRAGMENTE
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(IN ANZAHL DER PIXEL)

STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER

NuLL STD. STD. STD. STD.
#1 264 20 6 9 7
#2 695 35 15 11
#3 400 14 10 8 17
#4 388 25 23 35 13
#5 356 17 17 10 6
#6 292 24 13 7
TAB 3.8: LANGE PRO AXONFRAGMENT

GESAMTLANGE DER
AXONFRAGMENTE
(IN ANZAHL DER PIXEL)

STD. +EINE | +ZWEI | +DREI | +VIER

NuLL STD. STD. STD. STD.
#1 264 122 80 64 52
#2 695 485 305 261
#3 | 400 123 102 49
#4| 388 276 208 173 155
#51 356 165 156 112 93
#6 | 292 171 102 57 55

TAB 3.9: GESAMTLANGE DER AXONFRAGMENTE

ERGEBNISSE
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Bei vier der sechs Axone konnte der Ablauf der Degeneration Uber eine Dauer von vier Stun-
den, bei zwei Axonen von drei Stunden, fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden. Im
Durchschnitt zeigte sich die Anzahl der axonalen Briiche im Zeitverlauf nahezu unverandert.
Die Léangen der einzelnen Fragmente nahmen dagegen kontinuierlich ab, sodass sich die Ge-
samtlange der Axone stetig verringerte.

Die nachfolgende axonale Integritdtsrate beziffert das Verhaltnis der Gesamtlange der Axon-
fragmente zu dem zuvor intakten Axon. Ein Wert von 1,0 steht somit fur ein intaktes Axon
ohne Zeichen der Zersetzung. Dagegen bedeutet ein Wert von bspw. 0,7, dass, infolge der
Degeneration, von diesem Axon nur noch 70 % der urspriinglichen Lange fluoreszenzmikro-

skopisch darstellbar war.

AXONALE INTEGRITATSRATE
STD. NuLL + EINE STD. + ZWEI STD. + DREI STD. + VIER STD.
#1 10 046 0,30 0,24 0,20
#2 1,0 0,70 044 0,38
#3 10 0,31 0,26 0,12
#4 1,0 0,70 0,54 045 0,40
#5 1,0 0,46 0,44 0,31 0,25
#6 1,0 0,59 0,35 0,20 0,19

TAB 3.10: AXONALE INTEGRITATSRATE
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ABB 3.7: AXONALE INTEGRITATSRATE

Aus der ABB 3.7 wird deutlich, dass die axonale Integritdt der degenerierenden Nervenzellen
kontinuierlich abnimmt. Nachdem die Axone (ber die gesamte Strecke kontinuierlich verfolgt
werden konnten, waren nach einer Stunde im Durchschnitt nur noch 54 % der Axone ange-
farbt. In den darauffolgenden zwei Stunden verminderte sich die axonale Integritat weiter,
jedoch deutlich langsamer als zu Beginn. Wahrend der vierten Stunde der Beobachtung blieb
die Rate im Durchschnitt unverandert. Nach vier Stunden waren im Mittel noch ca. 30 % der

Axone fluoreszenzmikroskopisch angefarbt.
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3.3 ERGEBNISSE DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBUNGEN

Zu jeder Farbung werden einige Beispielbilder gezeigt. Diese Bilder sind Originalaufnahmen
von Optischen Nerven der hier untersuchten Ratten. Das Bild A zeigt stets einen gesunden
Sehnervenanschnitt, das Bild B einen maBig und das Bild C einen stark betroffenen Anschnitt.
Ausgenommen hiervon sind die Aufnahmen der CD3- und B-APP-Farbung. Im Anschluss
folgt die Darstellung und Aufarbeitung der histopathologischen Ergebnisse mit dem Haupt-
augenmerk auf dem Vergleich der rechten und linken Nerven zu den unterschiedlichen Tagen

nach der Induktion der MOG-Immunisierung.

3.3.1 MAKROPHAGENINFILTRATION

Makrophagen wandern bereits in der Frihphase der Entzindungsreaktion in das befallene
Gewebe ein. Uber den Marker ED1 kénnen diverse Immunzellen in den Sehnervenanschnitten
angefarbt und somit das AusmaB der Einwanderung quantifiziert werden. Zur Differenzierung
des Ausmales wurde ein semiquantitativer Score angewandt, um den der Grad der Makro-
phageninfiltration in sechs Schweregrade einzuteilen (s. TAB 2.11, S. 40). Die ABB 2.9 (S. 61)
gibt eine Ubersicht (iber die Score-Punkte fiir den rechten und linken Nerven zu den unter-

schiedlichen Zeitpunkten p. i.

T
-5 .

ABB 3.8: BEISPIELBILDER — ED1-FARBUNG
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ABB 3.9: MAKROPHAGENINFILTRATION

ED1+-Zellen konnten zu jedem Zeitpunkt in ansteigender Menge nachgewiesen werden.
Wahrend die Tiere an den Tagen 8 und 10 p. i. nur eine maBige Infiltration von ED1+-Zellen
zeigten, wurde an den Tagen 12 und 14 p. i. eine massive Einwanderung beobachtet. Ein ho-
her Wert von lber 100 eingewanderten Abwehrzellen pro Sehnervenanschnitt, wurde friihes-
tens am Tag 12 p. i. nachgewiesen. Mit zwei Ausnahmen lagen die Werte zuvor zwischen null
und zehn ED1+-Zellen pro Nervenanschnitt. Zu den spateren Zeitpunkten (Tag 12 und 14 p. i)
fanden sich in nur drei der 20 Nerven keine Makrophageninfiltration, 13 Nerven wurden mas-
siv infiltriert. Drei der 25 operierten Nerven enthielten Makrophagen, ohne das Zeichen der
Degeneration in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nachweisbar waren. Dagegen
wiesen am Tag 8 p. i. zwei Nerven eindeutig degenerierte Axone auf, jedoch keine ED1+-
Zellen. Zwischen dem Ausmal3 der Makrophageninfiltration und dem der Axondegeneration
in der Fluoreszenzmikroskopie bestand dennoch eine auffallend hohe Korrelation (Korrelati-

onskoeffizient 0,77 fir p < 0,05).

3.3.2 INFILTRATION VON T-LYMPHOZYTEN

Die Einwanderung aktivierter T-Lymphozyten ins ZNS ist ein zentrales Ereignis in der Patho-

genese der Multiplen Sklerose (s. KAp 1.1.3, S. 3 f.). Das Ausmal3 der Einwanderung dieser
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Abwehrzellen wurde Uber die immunhistochemische Farbung des Oberflachenrezeptors CD3
ermittelt.

Der schwarze Pfeil auf der nachfolgenden ABB 3.10 zeigt auf einen braun angefarbten, akti-
vierten T-Lymphozyten (in 630-facher VergréBerung). In der ABB 3.11 wird die Anzahl der ein-
gewanderten CD3.-Zellen dargestellt, die aufsummiert in den jeweils neun Sehnervenan-

schnitten pro Nerven nachgewiesen werden konnten.

ABB 3.10: BEISPIELBILD — CD3-FARBUNG
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ABB 3.11: ANZAHL T-LYMPHOZYTEN
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Bei den Kontrolltieren und zu den frilhen Zeitpunkten p. i. fanden sich keine eingewanderten
T-Lymphozyten. Am Tag 12 p. i. zeigten sich bei drei der fiinf Tiere CD3+-Zellen, am Tag
14 p. i. bei einem Tier. Jedes dieser vier Tiere wies mindestens 3 Punkte im fluoreszenzmikro-
skopischen Score auf (> 50 % Degeneration) und zeigte auch klinisch unterschiedlich stark
ausgepragte Paresen. Insgesamt konnten in den Optischen Nerven des linken Auges etwas

mehr eingewanderte T-Lymphozyten als in denen des rechten Auges nachgewiesen werden.

3.3.3 AKUTER AXONALER SCHADEN

Mit der Anfarbung des Markers B-APP lassen sich Lasionen des axonalen Zytoskeletts, mit
nachfolgender Stérung des axonalen Transports, nachweisen. Das AusmaB der mit 3-APP-
angereicherten Axone gibt somit Aufschluss Uber akute Axonschaden.

Die braun angefarbten Strukturen auf der nachfolgenden ABB 3.12 entsprechen B-APP+-
Axonen. Das Bild zeigt einen Querschnitt eines Optischen Nerven in 630-facher VergréBe-

rung.

ABB 3.12: BEISPIELBILD — RB-APP-FARBUNG

63



ERGEBNISSE

In der nachfolgenden TAB 3.11 wird das Ausmal des akuten axonalen Schadens, der an den
linken und rechten Nerven an den unterschiedlichen Tagen p. i. entstanden ist, miteinander
verglichen. Hierzu wurden die gezdhlten B-APP+-Axone in den Sehnervenanschnitten des

rechten Nerven von denen des linken Nerven abgezogen und nachfolgende statistische Wer-

te ermittelt:
ZEIT- MITTEL STANDARD- STANDARD- 95 %-KONFIDENZ-
PUNKT -WERT ABWEICHUNG FEHLER INTERVALL
VON BIS
Kontrolle 0 0 0 0 078
8p. L -7.8 17,44 78 -234 18,7
10p. L -15,4 38,1 171 -49,5 104,4
12p.i 51,0 59,7 26,7 24 24,65
14p.iQ -16,0 454 20,3 -56,65
TAB 3.11: 3-APP-FARBUNG — DIFFERENZ ZWISCHEN RECHTEM UND LINKEM NERVEN
Rechter Nerv Linker Nerv
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ABB 3.13: AUSMAR DER AKUTEN AXONSCHADIGUNG
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Mit der steigenden Dauer p. i. ging eine vermehrte Axonschadigung einher. Sdmtliche Kon-
trolltiere waren frei von 3-APP+-Axonen. Am Tag 8 p. i. fand sich ein Nerv, der Schdden an
den Axonen aufwies, am Tag 10 p. i. waren es drei Nerven. Zu den spateren Zeitpunkten war
die Mehrzahl der Nerven betroffen. Der rechte (nicht-freipraparierte) Nerv war insgesamt
etwas starker geschadigt als der gegenilberliegende (freipraparierte) Nerv. Nerven mit
B-APP+-Axonen zeigten immer auch degenerierte Axone in der fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung. Andersherum wiesen einige Optische Nerven mit ausschlieBlich B-APP-
negativen Axonen einen teilweise hohen Grad an Axondegeneration in der Fluoreszenzmikro-
skopie auf. Bei zwei der drei Tiere mit 4 Punkten im fluoreszenzmikroskopischen Score
(> 90 % Degeneration) waren keine B-APP+-Axone nachweisbar. Dass die linken Nerven ge-
nerell ausgepragtere axonale Schaden davongetragen haben als die rechten Nerven — bspw.
durch ein mogliches operatives Trauma — kann mit den vorliegenden Daten nicht bestatigt

werden.

3.34 CHRONISCHER AXONALER SCHADEN

Das Ausmal3 des chronischen axonalen Schadens wurde Uber die Silberfarbung neuronaler
Strukturen nach BIELSCHOWSKY nachgewiesen. Die nachfolgende ABB 3.14 zeigt drei Blickfelder

unterschiedlicher Nerven mit von Bild A bis C ansteigendem chronischen axonalen Schaden.
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ZEIT- MITTEL- STANDARD- STANDARD- 95 %-KONFIDENZ-
PUNKT WERT ABWEICHUNG FEHLER INTERVALL
VON BIS
Kontrolle 17 30,0 134 -98 43,8
8p. L 33 41,0 18,3 -3,7 70,0
10p. i 37.8 36,1 16,1 5.6 70,1
12 p. 0. 1 36,5 16,3 -31,6 33,7
14p.i 5.2 13,5 6,0 69 17,3

TAB 3.12: BIELSCHOWSKY-SILBERFARBUNG — DIFFERENZ ZWISCHEN RECHTEM UND LINKEM NERVEN

Rechter Nerv Linker Nerv
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ABB 3.15: CHRONISCHER AXONALER SCHADEN

Zeichen eines chronischen axonalen Schadens konnte bei einem Kontrolltier, bei drei Tieren
am Tag 8 p. i. und bei samtlichen Tieren an den Tagen 10 bis 14 p. i. nachgewiesen werden.

Insgesamt war der Schaden an den Tagen 8 und 10 p. i. in den meisten Fallen nur maBig aus-
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gepragt, zu den spaten Zeitpunkten zumeist massiv. V. a. die drei Tiere mit 4 Punkten im fluo-
reszenzmikroskopischen Score zeigten eine ausgepragte chronische Axonschadigung. Die
Differenz der Messwerte zwischen den beiden Nerven war zu jedem Zeitpunkt gering. Einzig
auffallig waren die Werte der am Tag 10 p. i. operierten Tiere. Hier zeigte sich bei vier der finf
Tiere im linken Nerven ein groBerer chronischer Schaden gegentiber dem dazugehdrigen
rechten Nerven. Ein signifikanter Unterschied lasst sich aufgrund der niedrigen Fallzahlen an

untersuchten Tieren jedoch nicht sicher nachweisen.

3.3.5 GRAD DER AXONALEN DEMYELINISIERUNG

Der Grad der axonalen Demyelinisierung wurde durch die Auswertung der LFB-Farbung be-
stimmt. In der ABB 3.17 (S. 68) ist der Grad der demyelinisierten Flache als prozentualer Anteil
zur Gesamtflache aufgetragen.

Das Bild A der nachfolgenden ABB 3.16 zeigt einen gesunden Nervenanschnitt, das Bild B
teilweise demyelinisierte Areale, das Bild C zeigt einen véllig deymelinisierten Nerven-

anschnitt.

ABB 3.16: BEISPIELBILDER — LFB-FARBUNG
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ZEIT- MITTEL- STANDARD- STANDARD- 95 %-KONFIDENZ-
PUNKT WERT ABWEICHUNG FEHLER INTERVALL
VON BIS
Kontrolle 0 0 0 0 0
8p.i 0 0 0 0 0
10p. i 26 .58 2,6 78 2,6
12p. L -4,4 6,2 2,8 -9,9 11
14p.i 12,8 2838 12,9 -13,0 38,6
TAB 3.13: LFB-FARBUNG — DIFFERENZ ZWISCHEN RECHTEM UND LINKEM NERVEN
Rechter Nerv Linker Nerv
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ABB 3.17: GRAD DER AXONALEN DEMYELINISIERUNG
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Sowohl die Kontrolltiere als auch die Tiere an Tag 8 p. i. zeigten keine demyelinisierten Area-

le, am Tag 10 p. i. wies nur einer von zehn Nerven einen kleinen Anteil demyelinisierter Axone

auf. Dagegen lieB sich bei jeweils vier der flinf Tiere an den Tagen 12 und 14 p. i. an mindes-

tens einem Nerven Demyelinisierung nachweisen. Das AusmaB der Demyelinisierung betraf
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an diesen Tagen im Schnitt fast die Halfte der Gesamtflache. Die Unterschiede zwischen den
linken und rechten Nerven waren nur marginal. Auffallend war die hohe Korrelation zwischen
dem AusmaB der Makrophageninfiltration und dem Grad der axonalen Demyelinisierung. Fir
den rechten Nerven besteht diesbezliglich ein Korrelationskoeffizient von 0,93, flir den linken

Nerven von 0,86 (fir p < 0,05).

3.4 ZUSAMMENFASSUNG DER HAUPTERGEBNISSE

In dieser Arbeit wurden Axone des Optischen Nerven bei lebenden Brown Norway-Ratten
Uber den Zeitraum von sechs Stunden fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. 25 Ratten wur-
den hierfir in finf Gruppen zu je fiinf Tieren eingeteilt. Jede Gruppe wurde zu einem be-
stimmten Zeitpunkt nach Induktion der MOG-EAE untersucht, eine weitere Gruppe diente als
Kontrolle.

Es gelang uns, Axone des Optischen Nerven im Rahmen der EAE an lebenden Ratten tGber
eine Zeitdauer von sechs Stunden fluoreszenzmikroskopisch darzustellen. In samtlichen Ner-
ven konnte eine unterschiedliche Anzahl an Axonen dargestellt werden. Bei fast jedem Tier
konnten zudem einzelne Axone voneinander abgegrenzt und ausgezahlt werden.

Es lieBen sich zudem morphologische, degenerative Veranderungen an einzelnen Axonen
darstellen. Bereits zu Beginn der Aufnahmen fanden sich Axone in unterschiedlichen Stadien
der Neurodegeneration. Uber den Zeitraum von sechs Stunden konnte bei einem GroBteil
der Nerven eine anhaltende Degeneration festgestellt werden. Degenerierende Axone zeig-
ten zunachst Axonschwellungen, gefolgt von zunehmenden Briichen der axonalen Kontinui-
tat. Der Anteil an degenerierten Axonen, im Verhaltnis zu den intakten, war hierbei zu den
spateren Zeitpunkten nach der Immunisierung deutlich héher als zu den friiheren.

Beziiglich des Ablaufs der Neurodegeneration fanden wir Hinweise, dass die Axondegenera-
tion moglicherweise bereits vor dem Auftreten der Demyelinisierung und vor der Auspragung
erster klinischer Symptome einsetzte.

Von sechs degenerierenden Axonen konnte die Anzahl und Lange der Axonfragmente sowie
die durchschnittliche Lange tGber mehrere Stunden ausgemessen werden. Im Durchschnitt
zeigte sich die Anzahl der axonalen Briiche im Zeitverlauf nahezu unverandert, die Langen
der einzelnen Fragmente nahmen dagegen im Durchschnitt kontinuierlich ab, sodass sich
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auch die Gesamtlange der Axone stetig verringerte. Die axonale Integritat der untersuchten
degenerierenden Nervenzellen nahm entsprechend kontinuierlich ab.

Eine durch die OP hervorgerufene Schadigung der Axone konnten wir weitestgehend aus-
schlieBen. Weder bei dem Grad der Makrophagen- und T-Lymphozyteninfiltration noch bei
der Untersuchung des akuten und chronischen Schadens noch bei dem AusmalR der axonalen
Demyelinisierung konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den freipraparierten und

nicht-freipraparierten Nerven sicher nachgewiesen werden.
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4 DISKUSSION

In diesem Kapitel werden die angewandten Methoden und die Ergebnisse der Untersuchun-
gen kritisch diskutiert. Im KAP 4.1 werden die Methoden detailliert hinterfragt und die Vor-
und Nachteile gegeniber alternativen Methoden dargelegt. Darauf folgend werden die Er-
gebnisse im Kontext der aktuellen Forschung diskutiert (s. KApP 4.2, S. 75 ff.), bevor abschlie-

Bend ein Ausblick Gber mogliche kiinftige Untersuchungen gegeben wird (s. KAP 4.3, S. 81).

4.1 DISKUSSION DER METHODEN

4.1.1 IN-VIVO-UNTERSUCHUNGEN DES OPTISCHEN NERVEN

Der Optische Nerv ist derzeit im Fokus verschiedener klinischer Untersuchungen. Er ist bei
einer Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen betroffen, wie bei der Optikusneuritis, im Rah-
men eines Glaukoms oder der Leberschen Optikusatrophie (WILKINS et al. 2010; MUNEMASA et
al. 2010; CARELLI et al. 2009). Dabei ist der Optische Nerv hervorragend geeignet, die Physio-
logie und Pathologie von Axonen des zentralen Nervensystems zu studieren (MAIER et al.
2007; OHLSSON et al. 2004). Er lasst sich, im Vergleich zum GroBteil des zentralen Nervensys-
tems, problemlos chirurgisch freilegen (s. KAP 2.2.2.4, S. 26 ff.). Seine Anatomie ist hierbei gut
von dem umgebenden Gewebe abgrenzbar (KOCH et al. 2011). Zudem lassen sich die retina-
len Ganglienzellen — deren Axone den Optischen Nerven bilden — durch intravitreale Injektio-
nen von pharmakologischen Substanzen, schnell und sicher manipulieren (WILKINS et al. 2010;
KocH et al. 2011; DIEM et al. 2005). Der Optische Nerv bietet somit optimale Bedingungen zur
Untersuchung der akuten axonalen Degeneration.

Die MOG-induzierte EAE ist eine Variante der aktiven EAE. Durch die Immunisierung mit dem
Myelin-Antigen MOG zeigt sie eine ausgepragte neurodegenerative Komponente und ist

daher besonders gut zur Erforschung der akuten Axondegeneration geeignet (SATTLER et al.
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2008). Dagegen bildet die passive EAE (adoptive-transfer EAE) vor allem die entziindliche
Komponente ab (FLUGEL et al. 2001) und ist demzufolge fiir die Untersuchung der neurode-
generativer Prozesse weniger tauglich.

Ein Ziel der Untersuchungen war die Darstellung morphologischer Veranderungen an einzel-
nen Axonen im Zuge ihres Degenerationsprozesses. Untersuchungen in einer kiinstlichen
Umgebung, auBerhalb eines lebenden Organismus (in-vitro), waren fir dieses Vorhaben un-
geeignet gewesen. In fixiertem Nervengewebe wiirden Fixationsartefakte die genaue Darstel-
lung der degenerativen Morphologie unmdéglich machen (KocH et al. 2011). Veranderungen,
die innerhalb kirzester Zeit an einzelnen Axonen entstehen, waren ohne den Stoffwechsel
lebender Organismen nur unzureichend beurteilbar. Auch weitergehende Forschungen, wie
bspw. Untersuchungen des axonalen Transports, von mitochondrialen Funktionen oder der
intraaxonalen Kalziumhomdostase als Schllsselereignisse in der Pathogenese der axonalen
Degeneration (COLEMAN 2005) kdnnen nur in vitalem Gewebe hinreichend untersucht werden.
Demzufolge sind In-vivo-Untersuchungen die Methode der Wahl, um die Mechanismen der

axonalen Degeneration zu studieren (NIKIC et al. 2011; HEIN et al. 2012).

4.1.2 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE LIVE-AUFNAHMEN

In der Vergangenheit wurden verschiedene experimentelle Modelle beschrieben, die sich auf
In-vivo-Live-Aufnahmen stitzten. Einige Beispiele fir deren Anwendung finden sich in der
Entschlisselung physiologischer Prozesse innerhalb des ZNS, bspw. von Kalzium-Signalen im
visuellen Cortex (OHKI et al. 2005) oder der zerebralen Himodynamik (LINDVERE et al. 2010).
Die Darstellung von Axonen des Rickenmarks wurde im Vorfeld bereits an transgenen Mau-
sen demonstriert, die GFP (Green Fluorescent Protein) oder Varianten von GFP in sensorischen
Neuronen exprimierten (MISGELD et al. 2007). Auch Live-Aufnahmen der Retina von lebenden
Tieren wurden zuvor in diversen Modellen angewandst, in denen jedoch allesamt die CLSO
(Confocal Laser Scanning Ophthalmoscopy) Verwendung fand. MARIA FRANCESCA CORDEIRO
etablierte 2004 eine In-vivo-Aufnahmetechnik, die auf intravitreale Injektionen von FITC An-
nexin V (Fluorescein Isothiocyanate Annexin 5) basierte und somit die Detektion von apoptoti-
schen Zellen in der Retina lebender Ratten erméglichte. Die Axone der retinalen Ganglienzel-
len lassen mit dieser Technik jedoch nicht darstellen. In ahnlicher Weise wurde eine Kombina-
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tion einer intravitrealen Injektion eines Chloromethyl-Derivats von Fluoresceindiacetat und
einer CLSO der Rattenretina angewandt (KANAMORI et al. 2010). Diese Methode erlaubt zwar
die Darstellung von Axonblndeln in-vivo, jedoch nicht die Abgrenzung einzelner Axone von-
einander. Zudem erlaubt der permanente Verlust des fluoreszierenden Farbstoffs keinen aus-
reichend langen Beobachtungszeitraum.

Die Erstellung von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen — wie sie in dieser Arbeit Anwen-
dung fanden — basieren auf einer Arbeit von JAN KOCH aus dem Jahr 2011. Dieser etablierte
eine Technik fur In-vivo-Live-Aufnahmen, die eine Darstellung von einzelnen Axonen Uber
einen Zeitraum von bis zu acht Stunden ermdglicht. Die Anfarbung der axonalen Strukturen
wird Uber eine intravitreale Injektion viraler Vektoren erreicht. Diese Vektoren induzieren in
der Folge eine Expression von Fluoreszenzproteinen in den retinalen Ganglienzellen der Ver-
suchstiere. Der herausragende Vorteil dieser Methode liegt darin, dass keine speziellen trans-
genen Ratten verwendet werden mussen. Grundsatzlich kdnnen tber die Anwendung unter-
schiedlicher Virus-Serotypen verschiedenste Zellarten angefarbt werden. In diesem Fall wurde
als Vektor das Virus AAV-1/2 verwendet, das nahezu ausschlieBlich in retinalen Ganglienzel-
len transduziert wird. Zusatzlich kann der Untersucher eine breite Auswahl an unterschiedli-
chen Fluorophores verwenden. Die Entscheidung fiir oder gegen ein bestimmtes Fluorophor
ist hierbei abhangig von dem jeweiligen viralen Vektor und den spezifischen Anforderungen
des verwendeten Fluoreszenzmikroskops. In den hier dargestellten Untersuchungen wurde
mCherry verwendet. Die Anwendung dieser Methode ermdglichte uns die Darstellung einzel-
ner Axone, bei einem vergleichsweise geringen Verlust des fluoreszierenden Farbstoffs und
erlaubte uns somit die wiederholte Erstellung von Aufnahmen tber den Zeitraum mehrerer

Stunden.

4.1.3 FORSCHUNGSDESIGN — MOGLICHKEITEN UND PROBLEME

Zur Untersuchung neurodegenerativer Prozesse an Axonen des Optischen Nerven wurde eine
laborexperimentelle Versuchsreihe mit 25 weiblichen Brown Norway-Ratten geplant, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion der MOG-EAE fluoreszenzmikroskopisch un-
tersucht wurden. Nach Beendigung der Aufnahmen wurden von beiden Optische Nerven
immunhistochemische Farbungen erstellt.
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Die Ergebnisse wurden durch ein standardisiertes Verfahren bzgl. Immunisierung, Anasthesie,
Praparationsablauf, technischer Konfiguration und immunhistochemischer Farbungen ver-
gleichbar gemacht. Die relativ schlichte Anatomie des Optischen Nerven erleichtert einerseits
die Beurteilung der Ergebnisse und andererseits eine etwaige Manipulation des nervalen Sys-
tems. Dieses Verfahren bietet somit eine Vielzahl an Untersuchungsmaoglichkeiten. Denkbare
nachfolgende Untersuchungen werden im KAr 4.3 (S. 81) dargestellt.

Die Durchfiihrung der tierexperimentellen Eingriffe ist jedoch teilweise duBerst anspruchsvoll
und untersucherabhangig, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Untersu-
cher einschrankt. Das handwerklich anspruchsvollste Verfahren findet sich zweifelsohne in der
Praparation der Optischen Nerven — insbesondere bei der Verwendung der verhaltnismaBig
kleinen Brown Norway-Ratten (im Vergleich zu Wistar- und Lewis-Ratten). Entziindete Nerven
sind stark durchblutet, geschwollen und auBerordentlich vulnerabel. An einer Optikusneuritis
erkrankte Tiere stellen, bzgl. der Praparation des Optischen Nerven, eine besondere Heraus-
forderung an den Untersucher. Die Operation bedarf einer speziellen Sorgfalt, damit der Nerv
nicht vor Beginn der Aufnahmen mechanisch verletzt wird. Ferner erfordert die Durchfiihrung
dieser tierexperimentellen Verfahren Erfahrung in der Handhabung mit Versuchstieren sowie
in der Uberwachung und Beurteilung von Vitalzeichen wéahrend der Anésthesie. Neben diesen
untersucherabhangigen Fertigkeiten muss auch die kostenintensive technische Ausstattung
erwahnt werden. Hervorzuheben ist diesbezliglich vor allem die Anschaffung eines Fluores-
zenzmikroskops samt Anwendungs-Software.

Die Auspragung der EAE ist interindividuell unterschiedlich und somit eine entscheidende
Variable in der Beurteilung des Grades der Axondegeneration. Daher ist es wenig sinnvoll,
unterschiedliche Tiere miteinander zu vergleichen. Aussagekraftiger ist die separate Untersu-
chung beider Optischer Nerven jeweils eines Tieres. Nur 90 % der weiblichen Brown Norway-
Ratten entwickeln nach der Immunisierung mit MOG eine akute Optikusneuritis (STORCH et al.
1998b). Bei jedem zehnten Tier bleibt demnach der gewiinschte Effekt aus. Auch bei denjeni-
gen Tieren, die eine Optikusneuritis entwickeln, ist die Auspragung keinesfalls einheitlich. Mit
der Dauer und Schwere der Erkrankung stieg auch die Mortalitat der Tiere wahrend der Un-
tersuchungen an. Vier Ratten verstarben vor oder wahrend der Praparation des Optischen
Nerven — bzw. wahrend der Erstellung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen — an den
Folgen der EAE. Samtliche dieser Versuchstiere verstarben nach dem Tag 12 p. i. und wurden
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anschlieBend von der Auswertung ausgeschlossen. Da der Versuchsplan flinf Tiere pro Tag
p. i. vorsah, wurden entsprechend vier Ratten nachtraglich immunisiert und am Tag 14 p. L.
untersucht. Der Umstand, dass nur diese nachimmunisierten Tiere in die Auswertung aufge-
nommen werden konnten — und nicht die verstorbenen Tiere — kdnnte zu einer Unterschat-
zung des AusmaBes der Erkrankung am Tag 14 p. i. gefuhrt oder zumindest beigetragen ha-

ben (s. Kap4.2.2,S. 77 f).

4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Zunachst wird diskutiert, ob die operative Freilegung der Optischen Nerven moéglicherweise
einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung der Axondegeneration hatte. AnschlieBend
werden die Ergebnisse der Axonauszahlung (s. KAP 3.2.1, S. 46 ff.) diskutiert — sowohl im Hin-
blick auf die Ergebnisse als auch auf mogliche Fehlerquellen beim Versuchsaufbau. Anschlie-
Bend wird der Ablauf der axonalen Degeneration, auf der Grundlage der fluoreszenzmikro-
skopischen Aufnahmen (s. KAP 3.2, S. 46 ff.) sowie der Ergebnisse der immunhistochemischen
Farbungen (s. KAP 3.3, S. 60 ff.), im Kontext des aktuellen Stands der Forschungen dargestellt.
AbschlieBend wird der Verlust der axonalen Integritat im Rahmen der Axondegeneration be-

urteilt (s. KAP 3.2.2.2, S. 55 ff.).

4.2.1 AUSSCHLUSS VON TRAUMATA ALS AUSLOSER DER NEURODEGENERATION

An den freipraparierten Optischen Nerven konnten zweifelsohne neurodegenerative Prozesse
beobachtet werden. Da bei den Tieren im Vorfeld die MOG-EAE induziert wurde, liegt die
Annahme zunachst einmal nah, dass die ausgepragte Entziindung ursachlich fir den Zelltod
war. Es hatten jedoch auch durch die Operation entstandene Traumata zu dem Zelluntergang
beigetragen haben kénnen. Hierbei missten die Axone nicht zwingend direkt geschadigt
worden sein. Allein die Verletzung von BlutgefaBen hatte ausreichen kénnen, um die Degene-
ration einzelner Axone auszulésen oder zumindest zu beschleunigen. Sowohl aktivierte
Mikroglia als auch aus verletzten BlutgefaBen austretende I6sliche Stoffe wie Zytokine oder

Antikorper korrelieren nachweislich mit dem Beginn der Degeneration retinaler Ganglienzel-
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len (SOTO ET AL. 2011). Es ist also denkbar, dass beide Vorfélle eine Rolle im Degenerations-
prozess gespielt haben. Auch ein sich selbst verstarkender Circulus vitiosus kann nicht ausge-
schlossen werden.

Zur Uberpriifung, ob die beobachtete Neurodegeneration eine Folge der EAE oder eines
Traumas durch die Praparation der Nerven war, wurden sowohl der freipraparierte als auch
der gegeniberliegende Optische Nerv immunhistochemisch untersucht. Verglichen wurde
das Ausmal3 des akuten und chronischen axonalen Schadens, der Infiltration von T-Lympho-
zyten und Makrophagen sowie der Grad der Demyelinisierung. AnschlieBend wurde von je-
dem Tier die Differenz der Werte des linken und rechten Nerven ermittelt und das 95%-
Konfidenzintervall errechnet. Der wahre Wert der Abweichung zwischen beiden Nerven eines
Tieres befindet sich mit hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb dieses Intervalls. Nach Auswer-
tung der Ergebnisse konnte die Nullhypothese nicht verworfen werden. Fiir einen genaueren
Vorhersagewert musste die Anzahl der Versuchstiere jedoch massiv erhoht werden. Bei der
relativ geringen Anzahl an Tieren in dieser Untersuchungsreihe konnte ein signifikanter Un-
terschied zwischen den freipraparierten und den gegeniberliegenden Nerven nicht sicher
nachgewiesen werden. Es gilt jedoch zu beachten, dass der linke und der rechte Nerv nicht
eins zu eins miteinander verglichen werden kdnnen. Als eine Besonderheit dieses Tiermodells
entwickeln die Ratten zwar in den meisten Fallen eine beidseitige Optikusneuritis, diese ver-
lauft jedoch nicht immer vollig identisch.

Als Qualitatssicherung dienten u. a. die Kontrolltiere. Die Optischen Nerven konnten, trotz der
besonderen Herausforderung bei deren Praparation (s. KAp 4.1.3, S. 73 ff.), technisch ein-
wandfrei freigelegt werden. Bei allen fiinf Kontrolltieren waren tber den gesamten Zeitraum
von sechs Stunden samtliche Axone intakt. Eine einzige Ausnahme fand sich bei dem Tier
#c.5, bei dem bereits zum Zeitpunkt Null ein Axon Zeichen der Axondegeneration aufwies
und im Verlauf fortschreitend degenerierte. Dieses Tier zeigte jedoch auch in der Auswertung
der histopathologischen Farbungen als einziges Kontrolltier Zeichen eines chronischen axo-
nalen Schadens sowie eine Einwanderung von Makrophagen. Demyelinisierte Axone oder
akute axonale Schaden waren nicht nachweisbar. Darliber hinaus fand sich keine Infiltration
von T-Lymphozyten in dem betroffenen Nerven. Es ist demnach sehr unwahrscheinlich, dass
ein etwaiges Operationstrauma zu der Degeneration dieses einen Axons gefiihrt hat. Warum
dieses Tier trotz einer Scheinimmunisierung einen axonalen Schaden erlitt und von Makro-
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phagen infiltriert wurde, kann nur spekulativ beantwortet werden. Als Ursache sind z. B. un-
terschwellige krankhafte Veranderungen denkbar. Subklinische Veranderungen unterschiedli-
cher Genese im Bereich des proximalen Optischen Nerven kénnen nachweislich eine Degene-
ration in der Retina hervorrufen (SOTO et al. 2011). Die fortgeschrittene Einwanderung von
Immunzellen in Kombination mit einem chronischen axonalen Schaden sprechen jedoch eher
fur eine von der Operation unabhangige Entziindungsreaktion. Zusammenfassend betrachtet
liegen keine gesicherten Hinweise vor, dass mogliche Operationstraumata als Ursache fir die

Neurodegeneration in Frage kamen.

422 QUANTIFIZIERUNG DER AXONE

Es gelang uns, in samtlichen freipraparierten Optischen Nerven (bis auf einem) eine unter-
schiedliche Anzahl an Axonen voneinander abzugrenzen und Uber einen Zeitraum von sechs
Stunden fluoreszenzmikroskopisch abzubilden. Der Anteil an degenerierten Axonen, im Ver-
haltnis zu den intakten, war zu den spateren Zeitpunkten Tag 12 p. i. (0,73) und 14 p. i. (0,35)
deutlich héher als an den Tagen 8 p. . (0,12) und 10 p. i. (0,06). Auffallig hierbei ist, dass die-
ser Anteil am Tag 12 p. i. mehr als doppelt so hoch wie der am Tag 14 p. i. war. Zu erwarten
ware dagegen ein mit der Dauer nach Induktion der MOG-EAE ansteigender Wert. Zudem
weisen die Tiere aus der Gruppe Tag 12 p. i. insgesamt auch héhere Punktzahlen in den klini-
schen und fluoreszenzmikroskopischen Scores gegentiber den am Tag 14 p. i. untersuchten
Tieren auf (s. TAB 3.1, S. 45). Dieses Phanomen lasst sich am ehesten durch die Tiermodell-
bedingte Variabilitat erklaren. Zudem wurden diejenigen Tiere, die an den Folgen der EAE
verstorbenen sind — und mutmaBlich eine ausgepragte Degeneration gezeigt hatten — von
der Auswertung ausgeschlossen und durch nachtraglich immunisierte Tiere ersetzt
(s. KAP4.1.3,S. 73 ff.).

Nicht alle Axone lieBen sich Giber den Zeitraum von sechs Stunden fluoreszenzmikroskopisch
darstellen. Der Grund hierflr lasst sich, neben der Axondegeneration, vor allem mit dem Ef-
fekt der Photobleichung erklaren (s. KAp 1.2.2, S. 10 f. und ABB 2.9, S. 35). Das Ausmal} dieses
Effekts lasst sich am besten durch die Betrachtung der Axone gesunder Tiere darstellen. Von
den anfanglich 26 Axonen in der Kontrollgruppe waren nach sechs Stunden nur noch 14

Axone fluoreszenzmikroskopisch darstellbar.
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Flr eine moglichst genaue Quantifizierung der Axone mussten sich diese voneinander ab-
grenzen lassen. Dies gelang zu den friihen Zeitpunkten nach Injektion der MOG-EAE deutlich
problemloser als zu den spateren Zeitpunkten. Bestehende Axontrimmer erschwerten die
Auszahlung der Axone in erheblichem MaBe. Infolgedessen war es bei schwer kranken Tieren

teilweise unmoglich, einzelne Axone voneinander abzugrenzen.

4.2.3 ABLAUF DER NEURODEGENERATION IN DER EAE

Die Neurodegeneration scheint der bestimmende Faktor fir bleibende Behinderungen in der
MS zu sein. Traditionell wird sie als sekundarer Bestandteil angesehen, mit der entziindungs-
induzierten Demyelinisierung als treibende Kraft. Die Beziehung zwischen der Entziindung
und dem Entstehen der Neurodegeneration ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Da
die MS viele Jahre als primér entziindlich-demyelinisierende Erkrankung angesehen wurde,
lag der Fokus lange Zeit auf der Erforschung des Ablaufs der Entziindungsreaktion im Bereich
der weilen Hirnsubstanz. Als Hauptdiagnoseinstrument der MS diente Uber viele Jahre die
MRT-Untersuchung, da sie zuverlassig Entziindungsherde in der weilen Substanz detektierte.
Die Fokussierung auf dieses Nachweisverfahren fiihrte zu der Annahme, die Demyelinisierung
sei das vorherrschende Charakteristikum der MS (FISHER et al. 2007). Diese allgemeine Sicht
wurde jedoch durch histologische Darstellungen in Post-mortem-Untersuchungen verandert.
Es zeigte sich, dass axonale Durchtrennungen und axonaler Verlust bereits frihzeitig in der
Erkrankung auftreten. Es liegt somit nah, dass eine ausgepragte neurodegenerative Kompo-
nente einen weitaus groBeren Anteil in der Pathogenese der MS einnimmt, als zunachst an-
genommen (FERGUSON et al. 1997; TRAPP et al. 1998). Zudem zeigen neue MRT-Parameter
eine teilweise deutlich ausgepragte Atrophie der grauen Substanz von MS-Patienten (MILLER
et al. 2002). Diese kann bereits in friihen Erkrankungsstadien entstehen und teilweise Lasio-
nen in der weiBBen Substanz vorausgehen (CHARD und MILLER 2009). Zudem konnte bei den
Patienten eine Verminderung von N-Acetyl-Aspartat (NAA) — als ein Zeichen fiir eine neuro-
nale Dysfunktion und Destruktion — beobachtet werden (BJARTMAR et al. 2000). Beide Aspekte
zeigen eine hohe Korrelation mit dem Grad der Behinderung (STEFANO et al. 1998; OBERT et al.
2016). Auch wenn axonale Degeneration hauptsachlich in demyelinisierten Lasionen gefun-
den wurden (KORNEK et al. 2000) und diese mit dem AusmaB der Entziindung korrelierten
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(FRISCHER et al. 2009; TRAPP et al. 1998), gibt es liberzeugende Daten fir die Entstehung von
immunvermittelten axonalen Schaden, unabhangig von aktiven demyelinisierenden Prozes-
sen (BITSCH et al. 2000; DELUCA et al. 2006).

Daten zur Kinetik der Neurodegeneration in der MOG-EAE wurden 2004 von einer Arbeits-
gruppe um MURIEL HOBOM beschrieben, die eine elektrophysiologische /n-vivo-Auswertung
der optischen Leitungsbahn mit einer Untersuchung der Anzahl der RGC kombinierte. Hier
zeigte sich, dass die Optikusneuritis zur Apoptose der RGC fuhrt und dass der neuronale Zell-
tod bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome eintritt. Sie stellten die Hypothese auf,
dass der Hauptgrund fir den Verlust von RGC im Rahmen der MOG-EAE in der Entziindung
liegt, das Absterben der RGC jedoch auch unabhangig von histopathologischen Veranderun-
gen stattfindet.

RICHARD FAIRLESS gelang es 2012 diese Daten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie zu bestati-
gen. Bereits sieben Tage nach der Induktion der MOG-EAE konnten erste ultrastrukturelle
Zeichen der Axondegeneration nachgewiesen werden. Zu diesem Zeitpunkt — ca. eine Woche
vor Beginn der klinischen Symptome — wurde erstmals eine signifikante Reduktion der RGC
festgestellt. Auch friihe Entziindungszeichen entstanden in der Retina bereits bevor deutliche
histopathologische Zeichen in den Optischen Nerven manifest wurden. Ferner wurde eine
frihe Aktivierung von Mikroglia-Zellen in der Retina beobachtet. Der grof3te Anteil an akti-
vierter Mikroglia wurde hierbei im Bereich der Lamina cribrosa festgestellt. Von dieser Stelle
des Nerven wurden auch in der vorliegenden Arbeit die fluoreszenzmikroskopischen Bilder
aufgenommen. Demyelinisierungen und axonale Verluste fanden sich erst mit dem Ausbruch
klinischer Symptome. Hieraus lasst sich schlieBen, dass der Ausldser des Axonzerfalls még-
licherweise nicht in einer sekundaren Verletzung des Optischen Nerven, sondern in der Retina
zu suchen ist.

Bei der Betrachtung unserer Ergebnisse fallt auf, dass jedes Tier, das am Tag der fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen bereits klinische Symptome in Form von Paresen zeigte,
sowohl demyelinisierte Areale (gemessen durch die LFB-Farbung) als auch in der fluores-
zenzmikroskopischen Darstellung akute Axondegeneration aufwies (s. TAB 3.1, S. 45). Gleich-
zeitig zeigten samtliche Tiere mit demyelinisierten Arealen im Optischen Nerven, auch Axon-
degeneration in der Fluoreszenzmikroskopie. Es fanden sich jedoch auch Tiere, die aus-
schlieBlich fluoreszenzmikroskopisch Axondegeneration aufwiesen, ohne zuvor klinisch auf-
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fallig geworden zu sein und ohne Demyelinisierungen in den Optischen Nerven — vor allem
zu den friihen Zeitpunkten post injectionem. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass erste Axon-
degenerationen bereits vor dem Prozess der Demyelinisierung und der Entstehung von
Paresen auftraten. Zu diesen Zeitpunkten war das Ausmal des Axonzerfalls zumeist schon in
einem fortgeschrittenen Stadium. Es gilt jedoch zu bedenken, dass die Tiere nicht repetitiv
fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden konnten. Folglich lasst sich bei denjenigen Tie-
ren, die sowohl klinisch auffdllig waren als auch Demyelinisierungen und Axondegeneratio-
nen zeigten, der o. g. Ablauf nicht sicher belegen. Ferner ist zu berticksichtigen, dass wir uns
bei der Bewertung der klinischen Symptome ausschlieBlich auf die Entstehung von Paresen
bezogen haben. Ob die Tiere auBerhalb dieser Bewertungsskala klinische Symptome zeigten,
bspw. in Form von Sehstdrungen oder Sensibilitatsausfallen, 1asst sich nicht ausschlieen.
Insgesamt deutet jedoch vieles darauf hin, dass die Axondegeneration nicht sekundar auf-
grund von Demyelinisierung entstand, sondern ein sehr friihes Ereignis darstellte und bereits
vor dem Einsetzen der Demyelinisierung auftrat. Unsere Ergebnisse decken sich diesbeziiglich
mit den Ergebnissen von RICHARD FAIRLESS.

Drei der 25 freipraparierten Nerven enthielten Makrophagen ohne Zeichen der Axondegene-
ration in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Dagegen zeigten am Tag 8 p. i. zwei
Nerven eindeutig degenerierte Axone, ohne dass hier eine Makrophageninfiltration belegt
werden konnte. Es ist somit aus den Daten nicht eindeutig zu erlesen, ob die Makropha-
geninfiltration der Axondegeneration vorausgeht oder umgekehrt. Eine hohe Korrelation zwi-

schen beiden Vorgangen besteht jedoch zweifelsfrei (s. KAP 3.3.1, S. 60 f.).

424 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG DER AXONDEGENERATION

Der fluoreszenzmikroskopisch-morphologische Ablauf der Axondegeneration wurde in der
Vergangenheit bereits in unterschiedlichen Modellen beobachtet und beschrieben. Der Ver-
lauf umfasst charakteristische aufeinanderfolgende Stufen, beginnend mit fokalen Axon-
schwellungen, die nach unterschiedlicher Dauer in Axonfragmenten miinden. Diesen Verlauf
zeigten u.a. fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen in einem EAE-Modell an Axonen des
Rickenmarks von Ratten (NIKIC et al. 2011). Hierbei wurde zudem beobachtet, dass auf die
Phase der Axonschwellungen nicht immer eine Axonfragmentation folgte. Einige Axone zeig-

80



DISKUSSION

ten teilweise tagelang unveranderte Schwellungen, andere erholten sich sogar wieder und
degenerierten in der Folge nicht. Die entscheidende ultrastrukturelle Charakteristik von Axo-
nen mit Schwellungen scheint dabei das Vorliegen von dysmorphen, geschwollenen Mito-
chondrien zu sein (NIKIC et al. 2011).

Der Ablauf der Axondegeneration war auch in unserem EAE-Modell uneinheitlich. Einige
Axone entwickelten Axonschwellungen ohne anschlieBende Zersetzungen, andere Axone
wiederum zeigten Zersetzungen ohne zuvor Axonschwellungen auszubilden. Was die Mor-
phologie der zerfallenen Axone betraf, so lieBen sich keine Unterschiede an den verschiede-
nen Tagen p. (. feststellen (s. KAP 3.2.2, S. 52 ff. und ABB 3.1, S. 53). Warum jedoch einige
Axone bereits wenige Stunden nach der Entstehung von Axonschwellungen zerfielen, andere
hingegen konstant blieben, ist nach wie vor ungeklart.

Die axonale Integritatsrate, wie sie in der vorliegenden Arbeit berechnet wurde (s. KAP 3.2.2.2,
S. 55 ff.), basiert auf einer Arbeit zur Untersuchung der akuten axonalen Degeneration von
JOHANNA KNOFERLE aus dem Jahr 2010. In diesem rein neurodegenerativen Modell wurde die
axonale Integritat jedoch nicht im Rahmen der MOG-EAE, sondern durch einen mechanischen
Druck in Form einer Quetschung auf den Optischen Nerven, gestort. Der fluoreszenzmikro-
skopisch-morphologische Ablauf weist jedoch zwischen beiden Modellen deutliche Parallelen
auf. In beiden Modellen entwickelten sich zunachst Bulbus-ahnliche Axonschwellungen, die
im Zeitverlauf zahlenmaBig zunahmen und von zeitabhdngigen Briichen der axonalen Unver-
sehrtheit, mit kontinuierlichem Zerfall Gber die Zeit, begleitet wurden. Vergleicht man die
Entwicklung der axonalen Integritdt Uber die Dauer mehrerer Stunden, so fallen auch hier
offensichtliche Ahnlichkeiten auf. Die Endstrecke der Axondegeneration scheint Noxen-
unabhangig zu sein — unerheblich ob eine Entziindung oder ein Trauma ursachlich ist. Es gibt
Hinweise darauf, dass sich die Endstrecke der intrazellular angeworfenen Kaskaden gleicht,
sobald der Zelltod einmal eingeleitet wurde (KOEBERLE und BAHR 2004). Dies wiirde die auffal-

lend ahnliche Kinetik des RGC-Verlustes in beiden Modellen hinreichend erklaren.

4.3 AUSBLICK

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen stellen einen Anfang dar, mit denen die Ablaufe der

akuten Axondegeneration erforscht werden konnen. Das angewandte Verfahren, gezielt Axo-
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ne anzufarben und anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch darzustellen, ist theoretisch belie-
big erweiterbar. Die retinalen Ganglienzellen kénnen lber eine intravitreale Injektion viraler
Vektoren problemlos manipuliert werden. Fir weitergehende Untersuchungen kdnnten auch
pharmakologische Substanzen intravitreal oder nach Freilegung des Optischen Nerven appli-
ziert werden, bspw. zur Testung neuroprotektiver oder immunmodulatorischer Substanzen
in-vivo. Um das Einsetzen der Axondegeneration und ihren Verlauf noch praziser bestimmen
zu kénnen, ware es interessant, die Aufnahmen nicht stindlich, sondern repetitivim Abstand
weniger Tage zu erstellen. Um den Informationsgehalt der fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen weiter zu erhéhen, ware es zudem spannend, neben den Axonen weitere Strukturen
gleichzeitig anzufarben. Durch den Einsatz unterschiedlicher Vektoren kénnten z. B. zuséatzlich
eingewanderte Immunzellen dargestellt werden. Ferner lieBen sich im Rahmen der Live-
Aufnahmetechnik weitere axonale Pathologien im ZNS in-vivo analysieren. Hierzu gehoéren
u. a. traumatische Verletzungen durch eine mechanische Axotomie oder chemischer Stress
durch die Applikation von Toxinen. Auch Augenerkrankungen, die zu einem sekundaren axo-
nalen Schaden fuhren, kdnnten im Rahmen dieses Modells untersucht werden.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen nervaler Strukturen in-vivo bieten folglich eine
Vielzahl an Untersuchungsmaoglichkeiten, sowohl in der Erforschung der EAE als auch in der

Untersuchung der Pathogenese weiterer Krankheitsbilder.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung des zentralen Ner-
vensystems und betrifft vor allem junge erwachsene Menschen. Im Verlauf der Erkrankung
entstehen vielfach entziindlich-entmarkende Lasionen in der weifen Substanz des ZNS — ver-
ursacht durch den Angriff des kdrpereigenen Immunsystems, insbesondere auf die Myelin-
scheiden und Axone. Die hieraus resultierende Axondegeneration ist bereits in den Frihsta-
dien der Erkrankung nachweisbar und korreliert mit der Entwicklung irreversibler neurologi-
scher Defizite. Die bisher zur Verfligung stehenden Therapien richten sich gegen die Entzilin-
dung, kénnen den Verlust von Neuronen und Axonen jedoch nur unzureichend beeinflussen.
Nur durch das detaillierte Verstandnis der zum neuronalen Zelltod fihrenden Mechanismen,
wird die Entwicklung neuroprotektiver Therapien fiir MS-Patienten méglich werden.

Die akute Axondegeneration ist ein zentrales Ereignis in der Pathogenese der Multiplen Skle-
rose. Es gelang uns, diese, in einem Tiermodell der EAE an lebenden Ratten, zu quantifizieren
und dartber hinaus die fluoreszenzmikroskopisch-morphologischen Verdanderungen an den
degenerierenden Axonen — hinsichtlich des Ablaufs der Axondegeneration — zu untersuchen.
Die Experimente wurden hierbei an den Optischen Nerven der Tiere durchgefiihrt, da diese
hervorragend dazu geeignet sind, die Physiologie und Pathologie von Axonen des zentralen
Nervensystems zu studieren.

In sdmtlichen Nerven konnten wir eine unterschiedliche Anzahl an Axonen fluoreszenzmikro-
skopisch darstellen. Bereits zu Beginn der Aufnahmen lieBen sich Axone beobachten, die sich
in unterschiedlichen Stadien der Neurodegeneration befanden. Uber den Zeitraum von sechs
Stunden konnten wir bei einem Grofteil der Nerven eine anhaltende Degeneration feststel-
len. Weder bei dem Grad der Makrophagen- und T-Lymphozyteninfiltration noch bei dem
Grad der axonalen Demyelinisierung noch bei der Untersuchung des akuten und chronischen

axonalen Schadens lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen den freipraparierten und
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nicht-freipraparierten Nerven nachweisen. Dass ein operatives Trauma als Ausldser der Axon-
degeneration in Frage kommt, ist sehr unwahrscheinlich.

Der Ablauf der Neurodegeneration — vor allem die Beziehung zwischen der Immunantwort
und dem Fortgang der Neurodegeneration — ist nach wie vor nicht sicher geklart. Bei der
Auswertung unserer Untersuchungen fanden wir jedoch Hinweise, dass die Axondegenerati-
on nicht sekundar aufgrund von histopathologisch nachweisbaren Demyelinisierungen ent-
standen ist, sondern bereits vor deren Auftreten und vor der Auspragung erster klinischer
Symptome einsetzte. Der Hergang der Axondegeneration verlief hierbei interindividuell un-
terschiedlich. Der GroBteil der degenerierenden Axone bildete zundchst Bulbus-ahnliche
Axonschwellungen aus, gefolgt von zeitabhangigen Briichen der axonalen Unversehrtheit mit
kontinuierlichem Zerfall Gber die Zeit. Daneben konnten wir auch Axone mit Axonschwellun-
gen beobachten, die, hinsichtlich ihrer Kontinuitat, Gber die gesamte Dauer intakt blieben.
Andere Axone dagegen zeigten Zersetzungen, ohne eine vorherige Ausbildung von Axon-
schwellungen. Was die Morphologie der zerfallenen Axone betraf, so lieRen sich keine Unter-
schiede an den verschiedenen Tagen nach Induktion der MOG-EAE feststellen. Die Analyse
der axonalen Integritdtsrate von degenerierenden Axonen stiitz zudem unsere Vermutung,
dass die Endstrecke der Axondegeneration Noxen-unabhangig stattfindet, unerheblich ob
Entziindungen oder Traumata ursachlich sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen Beitrag zur Entschlisselung der Beziehung zwi-
schen der Immunantwort und dem Fortgang der Neurodegeneration im Tiermodell der Mul-
tiplen Sklerose. Die Ergebnisse unterstreichen jedoch auch die Notwendigkeit weiterer klini-
scher und experimenteller Studien, um Uber das Verstandnis der Axondegeneration bei der

Entwicklung neuroprotektiver Therapieoptionen mitzuwirken.
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