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1 Einleitung

1.1  Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch inflammatorische Entmarkungserkrankung des
Zentralen Nervensystems (ZNS). Sie zahlt zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen
des ZNS bei jungen Erwachsenen (Hemmer et al. 2003; Saguil et al. 2014).

Die morphologischen Kennzeichen der MS-Lasionen sind neben der Entziindung und der
Demyelinisierung  auch  die  Gliose und die axonale Schidigung. Der
Entstehungsmechanismus ist noch nicht genau geklirt. Aus Studien zur
Oligodendrozytenpathologie wird eine heterogene Pathogenese angenommen (Briick et al.
1997; Kieseier und Hartung 2003).

Die demyelinisierten Plaques finden sich im gesamten ZNS, wobel sie bevorzugt im
Hirnstamm, Nervus opticus, Riickenmark und periventrikularer weiller Substanz anzutreffen
sind (Lucchinetti et al. 1998).

1.1.1  Epidemiologie

Die globale Verbreitung der MS gleicht einem Nord-Siid-Gefille auf der Nordhalbkugel und
auf der Stidhalbkugel einem Stid-Nord-Gefille. Demnach ist die Verbreitung am Aquator,
d. h. in tropischen wie subtropischen Gebieten am geringsten. Die hochste Pravalenz an MS
zu erkranken besteht in Europa, Nordamerika, Stidaustralien und Neuseeland, nachfolgend
Stideuropa, Stden der USA und der nordliche Teil Australiens. Bei negrider und
mongoloider Abstammung sowie in den noérdlichen Regionen Asiens und in Afrika, au3er

der weiBlen Gruppe in Stidafrika, tritt die MS seltener auf (Kurtzke 1980).

Laut epidemiologischer Studien wird von einer Erkrankungsrate von etwa 2,5 Million
Menschen weltweit ausgegangen, wobei das Manifestationsalter zwischen 17 und 65 Jahren
liegt und im 20. bis 40. Lebensjahr gipfelt. Die Inzidenz ist generell bei Frauen ungefihr
doppelt so hoch wie bei Mannern. In Deutschland gibt es ca. 122.000 Patient*innen. Somit
ergibt sich eine Privalenzrate von 149,1 auf 100.000 Einwohner (Hein und Hopfenmiller
2000; Boiko et al. 2002; Kantarcia und Wingerchukb 2006; Ransohoff 2012).

1.1.2  Atiologie

Die Erstbeschreibung des Krankheitsverlaufes der MS erfolgte durch Jean-Martin Charcot
im Jahr 1868. Er arbeitete als Neurologe des Hopital de Salpétriere und hat die MS als ,,I.a

sclérose en plaques” definiert. Er machte die drei zuverlassigsten Indikatoren, den



1 Einleitung 2

Intentionstremor, Nystagmus und Dysarthrie aus, die demnach als Charcot-Trias benannt
wurden (Orrell 2005).

Nach heutigem Wissensstand ist MS eine Autoimmunerkrankung, bei der die T-
Lymphozyten eine tragende Rolle spielen, wobei genetische und Umweltfaktoren ebenfalls

als Pridispositionsfaktoren einwirken (Zamvil und Steinman 2003).

1.1.2.1 Genetische Faktoren

Die genetischen Faktoren spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MS, wie es sich
bei Familienstudien zeigte. Bei Vergleichsstudien von monozygoten sowie dizygoten
Zwillingen wurde eine Konkordanz von 30 — 35% der Monozygoten gegeniiber 2 — 5% der
Dizygoten ermittelt. Verwandte ersten Grades von MS-Patient*innen haben ein zehn- bis

zwanzigfaches Risiko zu erkranken (Zamvil und Steinman 2003).

Es ist  aufgrund  genetischer = Analyse eine  gewisse  Assoziation  des
Haupthistokompatibilititskomplexes (major histocompatibility complex/MHC), speziell des
Humanen Leukozytenantigens (HLA) auf dem sechsten Chromosom (6p21), mit MS
bekannt (Herrera und Ebers 2003).

Somit wird die MS am haufigsten mit dem Chromosom 6p21 in Bezichung gebracht. Das

Chromosom enthalt Gene, die fiir Molekiile des HILA-D kodieren. Diese hochpolymorphen
Molekile prasentieren den CD4+ T-Zellen die Peptidantigene.

Das Risiko an MS zu erkranken, ist bei Menschen mit dem Allel HLA-DR2 um das drei- bis
vierfache erhoht. Genombasierte Studien zeigten jedoch, dass das Zusammenwirken
mehrerer Gene, sowohl innerhalb als auch auB3erhalb des HLA-Komplexes, das Risiko fur
MS erhohen kénnen. So kann man bei der MS von einer Polygenie sprechen (Zamvil und
Steinman 2003).

Eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS) zeigte u. a., dass genetische Merkmale der MS
auch bei organspezifischen Entziindungskrankheiten, z. B. der rheumatoiden Arthritis und

bei entziindlichen Darmerkrankungen zu finden sind (Ransohoff 2012).

1.1.2.2 Umweltfaktoren

Dass auch Umweltfaktoren eine Rolle bei der MS spielen, zeigt sich durch Migrationsstudien.
Eine lie erkennen, dass Kinder, die vor dem 15. Lebensjahr von einem niedrigen in ein Land
mit hohem MS-Risiko zogen, das Risiko des Einreiselandes annahmen bzw. umgekehrt,

wobei ein Umzug im Erwachsenenalter keine Verdnderung mehr bewirkt (Kurtzke 2000).

Als weitere Umweltfaktoren werden z. B. der geringe Vitamin-D-Spiegel aufgrund von
mangelhafter Sonnenlichtexposition und Rauchen genannt. Eine Assoziation mit viralen
Infekten, beispielsweise eine Epstein-Barr-Virus-Infektion, in Beziehung zur MS wird

angenommen (Ascherio et al. 2012).
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Hinsichtlich genetischer wie epidemiologischer Erkenntnisse miissen ein oder mehrere
Umweltfaktoren bzw. infektiose Agenzien ebenfalls an der Krankheitsentstehung beteiligt

sein.

1.1.3 Klinik der MS

1.1.3.1 Symptome

MS ist durch das Auftreten von demyelinisierenden Lisionen im ZNS gekennzeichnet.
Physiologisch wirkt das Myelin als elektrischer Isolator. Es ummantelt das Axon und
ermoglicht, durch die sogenannten Ranvier‘schen Schnirringe bedingt, eine saltatorische
Weiterleitung der Aktionspotentiale. Aufgrund der fortschreitenden Demyelinisierung
kommt es zu einer Leitungsverlangsamung wund bisweilen zum Verlust der
Erregungsfortleitung, was die neurologische Stérung der MS-Patient*innen ausmacht (Nave
2010a; Nave 2010b).

Durch Schidigung des ZNS (Hirnnerven, Pyramidenbahnen, sensibles System und
Kleinhirn) treten die neurologischen Ausfille in Folge des Lasionsortes auf, wodurch die
Symptome der MS vielgestaltig sind. Haufig wird der Nervus opticus von Plaques befallen.
Es kommt oft zu einer zentralen Visusminderung und Doppelbildern. Weitere Symptome
sind Paresen und Spastiken, die fiir die motorische Behinderung der Patient*innen
verantwortlich sind. Hierbei werden Gang- und Extremititenataxien beobachtet. Der
Babinski-Reflex ist in sehr vielen Fillen positiv. Des Weiteren werden von den Fingern und
FiBen ausgehend Paristhesien wahrgenommen. Koordinationsstorungen werden aufgrund
zerebellirer Funktionsstérungen hervorgerufen. Hierzu zahlen beispielsweise die Dysarthrie
und der Blickrichtungsnystagmus. Von Funktionsstorungen des vegetativen Nervensystems,
in Form von Blasen- und Darmstérungen sowie Sexualstérungen, wird berichtet. Die
kognitiven Fihigkeiten, wie Konzentrationsfahigkeit und Auffassungsgabe, sind haufig
beeintrichtigt. Weiterhin klagen die Patient*innen oft Uber Midigkeit, die sogenannte
Fatigue, und Schmerzen. Zusammenfassend ist jedoch zu beachten, dass die Anamnese der

Patient*innen individuell ausfillt (Kesselring 2005).

1.1.3.2 Verlaufsformen

Laut der Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie hilt ein Schub mindestens 24
Stunden an, wobei ein Zeitintervall von =30 Tagen zum letzten Auftreten von Schubzeichen
gegeben sein muss. Aullerdem darf der Schub nicht durch Koérpertemperaturinderungen
(Uhthoff-Phinomen) oder Infektionen begriindet sein (Leitlinien 31 2012 Diagnose und
Therapie der Multiplen Sklerose).

Die unterschiedlichen Verlaufsformen der MS wurden 1996 von der ,,National Multiple
Sclerosis Society (NMSS)“ in den USA folgendermalien beschrieben:
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Schubformig-remittierende MS (relapsing-remitting, RR-MS): Nach einem Schub kénnen sich

die Symptome teilweise oder komplett zurtickbilden, bevor der nichste Schub beginnt.

Sekundir chronisch-progrediente MS (secondary-progressive, SP-MS): Bei einem groBen Teil der
Patient*innen wandelt sich der schubférmig-remittierende in einen sekundir chronisch-

progredienten Verlauf mit oder ohne gelegentliche Schube.

Primir chronisch-progrediente MS  (primary-progressive, PP-MS):  Stetig ansteigender

Krankheitsverlauf ohne Schiibe und Remissionen.

Schubférmig-progrediente  MS  (progressive-relapsing, PR-MS): Ein stetig ansteigender

Krankheitsverlauf in Kombination mit Schiiben und partiellen Remissionen.
(Lublin und Reingold 1996)

90% und damit die meisten Patient*innen leiden unter dem schubférmig-remittierenden
Verlauf. Davon gehen 50% in den sekundir chronisch-progredienten Verlauf Gber. Den
primiér chronisch-progredienten und schubférmig-progredienten Verlauf machen 10% der

Patient*innen aus (Saguil et al. 2014).

Diese Verlaufsformen werden seit 2013 durch das klinisch isolierte Syndrom (CIS) erginzt.
Es erfillt zwar noch nicht die Diagnosckriterien der MS, aber es prisentieren sich schon
erste klinische Anzeichen. Wogegen das radiologisch isolierte Syndrom (RIS) kein klinisches
Anzeichen erkennen ldsst, jedoch der radiologische Zufallsbefund MS-positiv ausfillt
(Lublin et al. 2014).

Die sogenannte EDSS (Expanded Disability Status Scale) ist eine Einstufung der klinischen
Stadien der MS. Sie verlduft in Halbdezimalschritten von 0 bis 10, wobei 10 den Tod durch
MS bedeutet (Kurtzke 1983).

Jedoch sind tber die Hilfte der Todesursachen sekundire Komplikationen, z. B.
Bronchopneumonie, Sepsis, Herzinfarkt, Lungenembolie und Suizid (Phadke 1987;
Feinstein 2002).

1.1.4 Diagnose

Die ersten Diagnosekriterien gehen auf Schumacher 1965 zurtick, welche sich ausschlieflich

auf klinische Befunde stlitzten (Schumacher et al. 1965).

Hiernach folgte man seit 1982 den Empfehlungen nach Poser, welche 2001 durch neue
internationale Kriterien unter McDonald mit der Einbeziehung des MRT ersetzt wurden. So
zihlen neben den klinischen auch die paraklinischen Kriterien wie das MRT, evozierte
Potentiale durch elektrophysiologische Untersuchungen und Liquoruntersuchungen. Die
spezifischsten und sensitivsten Ergebnisse erreicht man aus bildgebenden Verfahren (MRT),
welche somit den hdéchsten Stellenwert haben. Bei den evozierten Potentialen wird
insbesondere das visuell evozierte Potential (VEP) untersucht. Die Liquoruntersuchungen

geben die Information iiber entziindliche und immunologische Stérungen. Hierbei werden
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oligoklonale IgG-Banden oder ein erhohter IgG-Index nachgewiesen, der bei MS-Fillen
tber 0,7 liegt. Berechnung: [(IgG im Liquor/IgG im Serum)/(Albumin im Liquor/Albumin
im Serum)] (Poser et al. 1983; Mehta 1991; McDonald et al. 2001).

Die Kriterien wurden 2005, 2010 und zuletzt 2017 Gberarbeitet, um eine schnelle und genaue
Diagnosestellung zu ermoglichen. Wobei 2017 darauf hingewiesen wird, dass potentielle
Gefahren von Fehldiagnosen bei der groBen Anzahl von Behandlungsoptionen

berticksichtigt werden sollen (Polman et al. 2005; Polman et al. 2011; Thompson et al. 2018).

1.1.5 Therapie

Als Therapie stehen immunmodulierende und immunsuppressive Substanzen zur

Verfugung. Dazu findet die symptomatische Therapie ihre Anwendung.

Als Langzeittherapie und Schubprophylaxe werden immunmodulierende Substanzen
eingesetzt, da sie spezifisch und selektiv in das Immunsystem eingreifen. Als Basistherapie
stchen Interferon B-Priparate (Avonex®, Rebif® und Betaferon®) zur Verfiigung. Sie
werden bei der schubférmig-remittierenden Verlaufsform eingesetzt. Die antiviral wirkenden
Interferone gehéren zur Gruppe der Zytokine. Der Nachweis einer Reduktion der Schubrate
von bis zu ca. 30% und der Reduktion der Lisionen von bis zu 80% im
Kernspintomographen wurde unter Medikation von Interferon (-Priparaten in einer

placebokontrollierten Studie nachgewiesen.

Eine dhnliche Schubfrequenzreduktion wie Interferon J-Priparate erzielte bei
Therapiestudien das Glatirameracetat (Copaxone®). Es ist ein synthetisches Tetrapeptid.
Eine der Wirkungsweisen ist eine Verschiebung der proinflammatorischen TH1- zu einer

antiinflammatorischen TH2-Antwort.

Neben den immunmodulierenden gibt es auch immunsuppressive Substanzen. Zu dieser
Kategorie zihlen die das Immunsystem hemmenden Priparate Azathioprin, Mitoxantron,
Methotrexat und Cyclophosphamid. Die Wirkung des oral einzunehmenden und mit vielen
Nebenwirkungen behafteten Azathioprin setzt nach relativ langer Latenz erst nach drei bis
sechs Monaten ein. Alternativ kann Mitoxantron bei progredienten Verldufen per Infusion
verabreicht werden, welches jedoch stark kardiotoxisch ist. Vorteilhaft ist nach Absetzen eine
Wirkzeit von bis zu einem Jahr. Besonders bei sekundir chronisch-progredienten MS-
Verldufen wird das oral einzunehmende Methotrexat verschrieben. Die Vertriglichkeit ist
neben Kopf- und Muskelschmerzen allgemein gut. Bei raschen Verlaufsformen der
chronisch-progredienten MS kommt das urotoxische Cyclophosphamid zum Einsatz, wenn
alternative Praparate wirkungslos sind (Comi et al. 2001; Gold und Rieckmann 2004; Ruggieri
et al. 2007).

Natalizumab (Tysabri®), zugelassen seit 2006, ist ein Medikament, das nach strenger
Indikation bei sehr aktiven schubférmigen MS-Verldufen zum Einsatz kommt. Es verringert

die Schubrate und die Krankheitsprogression. Jedoch erkrankten bei diesem Medikament in
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Phase-III-Studien Patient*innen an progressiver multifokaler Leukenzephalopathie (PML)
aufgrund einer JC-Virus-Infektion, was teils todlich endete (Steinman 2005; Polman et al.
20006; Vosoughi und Freedman 2010).

Eine Alternative hierzu ist das oral einzunehmende Fingolimod (Gilenya®). Es verspricht
ebenfalls eine Verlangsamung der Progression, dennoch wurden in Studien neben anderen
Nebenwirkungen, wie einem AV-Block, zwei tédliche Fille in Folge von Varizella zoster und
Herpes-simplex-Enzephalitis dokumentiert (Cohen et al. 2010; Vosoughi und Freedman
2010).

Als neue orale Medikamente fur MS wurde 2013 zum einen Teriflunomid (Aubagio®)
zugelassen. In Zulassungsstudien reduzierte es die Schubrate, die Behinderungsprogression
und die entziindlichen Herde im MRT. Zum anderen fand 2014 der Wirkstoff
Dimethylfumarat/BG-12 (Tecfidera®) seine Zulassung. Es ergaben sich in Studien eine
Reduktion der Hiufigkeit der Schiibe, eine Verlangsamung der Progression sowie eine
Reduzierung von Lisionen im MRT (O’connor et al. 2011; Gold et al. 2012; Kamm und
Mattle 2014).

Einen wichtigen Fortschritt in der Behandlung von Patient*innen mit aktiver schubférmiger
oder friher primir progredienter Verlaufsform bietet das seit Januar 2018 zugelassene
Medikament Ocrevus® mit dem Wirkstoff Ocrelizumab von Roche. Die Verabreichung
erfolgt per Infusion alle sechs Monate, was eine Therapieerleichterung fiir die Patient*innen
darstellt. Infektionen der oberen Atemwege sind als mogliche bis zu mittelschwer
verlaufende Nebenwirkungen einzustufen. Durchgefithrte Phase-III-Studien bewirkten eine
EU-Zulassung und berichteten von einer Verlangsamung der Krankheitsprogression und
Schubfreiheit bei 80% der Patient*innen (OCREVUS (Ocrelizumab) von Roche erhilt
Zulassung in der Europdischen Union fiir schubférmige Multiple Sklerose und primir

progrediente Multiple Sklerose).

Die symptomatische Therapie hat die Privention einer moglichen Behinderung und die
Reduktion der die Lebensqualitit negativ beeinflussenden Funktionsstorungen zum Ziel.
Hierbei kommen medikamentése und physiotherapeutische Behandlungen zum Einsatz
(Henze 2004).

Da die Verlaufsformen der MS in Zeit und Intensitit und daraus folgend auch die
Behandlungserfolge unterschiedlich sein kdnnen, ldsst sich daraus eine pathogenetische

Heterogenitit folgern (Cepok 2001).

1.1.6 Histopathologie

Histologische ZNS-Schnitte dienen der Analyse der Lisionsverteilung, des Mal3es der
Demyelinisierung und somit des Schweregrades der Entziindung (Stromnes und Goverman
2000).
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1.1.6.1 Histologische Klassifizierungen der MS-Lisionen

Es gibt eine Reihe von histologischen Klassifizierungen der MS-Lisionen, wie beispielsweise
das  Bo/Trapp-System, die De  Groot/van der Valk-Modifikation,  das
Lucchinetti/Lassmann/Briick-System und das Wiener Konsensussystem (Kuhlmann et al.
2017).

Kuhlmann et al. schlugen 2017 folgende Einteilung vor, um die Pathogenese der Krankheit

besser zu verstehen und die Lisionen besser vergleichen zu koénnen:

Die aktive, die kombiniert aktive/inaktive und die inaktive Lision mit oder ohne anhaltende
Demyelinisierung. Die aktiven Lisionen sind durch schaumzellige Makrophagen und
Mikroglia im gesamten Lasionsbereich gekennzeichnet, wohingegen diese Zellen bei der
kombiniert aktiven/inaktiven Ldsion dezentral hauptsichlich auf die Randbereiche verteilt
sind. Bei inaktiven Lisionen fehlen Makrophagen und Mikroglia fast vollstindig. Weiterhin
konnen die aktive und die kombiniert aktive /inaktive unterteilt werden in demyelinisierende
und post-demyelinisierende Lisionen. Die Zerstorung des Myelins hat bei post-
demyelinisierenden Lisionen aufgehort, Makrophagen sind aber noch vorhanden. Aktive
demyelinisierende Lisionen kénnen aullerdem in frithe und spite unterteilt werden, wobei
die frithen Liasionen durch die Anwesenheit von simtlichen Hauptbestandteilen des Myelins
in Makrophagen, wie der Cyclonukleotid-Phosphodiesterase (CNP), dem Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG)
gekennzeichnet sind. Die spiten Lasionen weisen nur Makrophagen mit Myelin-basischem
Protein (MBP) oder Proteolipid-Protein (PLP) auf (Kuhlmann et al. 2017).

1.1.6.2 Makrophagen in MS-Lisionen

Makrophagen im ZNS kénnen entweder aus infiltrierenden Monozyten aus dem Blut oder
aus der ansassigen Mikroglia abgeleitet werden (Yamasaki et al. 2014). Um die Mikroglia beim
Menschen zu identifizieren, erweisen sich z. B. die Marker P2Y1, und TMEM119 als nutzlich
(Satoh et al. 20106; Mildner et al. 2017).

Beziiglich der MS besitzen Makrophagen und Mikroglia viele Aufgaben. Sie férdern zum
einen die neuroinflammatorischen Abldufe der MS. Andererseits helfen sie bei der Reparatur
des ZNS (Bogie et al. 2014).

Dementsprechend gibt es unter den Makrophagen und der Mikroglia klassisch die
Untergruppen  M1- und M2-Phinotypen, welche 2zwei der vielen Pole der
Makrophagendifferenzierug darstellen. Wihrend M1 proinflammatorische und M2
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben werden, nimmt man an, dass eine
Balance zwischen den Phinotypen wihrend des Krankheitsverlaufes besteht und damit beide
eine wichtige Rolle einnehmen. Hierbei wird dem M1-Phinotyp eine Beteiligung an der
Antigenprasentation, der Zytotoxizitit sowie eine Gewebeschidigung bei der

Neurodegeneration zugeschrieben. Der M2-Phinotyp hingegen spielt eine Rolle bei der
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Immunregulation, den Uberlebenssignalen der Zellen, der Auflésung von Entzindungen
und der Gewebereparatur (Morandi et al. 2015; Chu et al. 2018).

Brick et al. untersuchten Makrophagen in humanen MS-Lisionen wihrend verschiedener
Stadien der Erkrankung. Anhand von Makrophagenmarkern konnte festgestellt werden, dass
die hochste Anzahl der Makrophagen bei aktiv demyelinisierenden und frih
remyelinisierenden Lisionen zu verzeichnen war. Bei inaktiven demyelinisierten oder spit
remyelinisierten Lisionen konnte eine geringere Anzahl an Makrophagen beobachtet
werden. Zugleich konnte festgestellt werden, dass in akuten MS-Fillen die
Makrophageninfiltration am héchsten war. In frithen und spiten chronischen MS-Fallen war
das Aufkommen geringer. Daraus ldsst sich erkennen, dass bzgl. Makrophagenaktivitit das

Stadium der Demyelinisierung mit dem Krankheitsstadium korreliert (Briick et al. 1996).

Zudem konnte aber auch beobachtet werden, dass vollstindig remyelinisierte Lasionen einer
wiederholten aktiven Demyelinisierung ausgesetzt sein koénnen, was sich in akutem

Myelinabbau und hoher Prisenz an Makrophagen widerspiegelt (Brick et al. 2003).

1.1.6.3 Marker fiir Makrophagen
Calprotectin (S100A8/S100A9):

Ein spezifischer Marker fiir Makrophagen ist das sogenannte Calprotectin. Das Calprotectin
(S100A8/S100A9) ist ein Komplex aus zwei Kalzium bindenden Proteinen. Die Proteine
gehoren der S100 Familie an. Die Calprotectin Expression ist bei Gewebe-Makrophagen und
Monozyten, welche aus dem Blut stammen, in akuten Entziindungen positiv. Bei den
ansassigen und in chronischen Entzindungen vorkommenden Makrophagen ist kein
Calprotectin nachweisbar. Demzufolge kann angenommen werden, dass bei Entziindungen
die Expression des Calprotectins mit der Makrophagenaktivitit in Verbindung steht (Yui et
al. 2003).

Mac3 (M3/84):

Dieses Differenzierungsantigen fir Mausmakrophagen ist durch einen monoklonalen
Antikérper der Spezies Ratte gegen die Maus definiert (Ho und Springer 1983). Beim
Menschen stellt das CD68-Antigen einen Marker fur Makrophagen dar (Holness und
Simmons 1993).

1.1.6.4 Remyelinisierung der MS-Lisionen

Als Reparaturmechanismus kann eine teilweise oder vollstindige Remyelinisierung der
Lasionen auftreten. Unvollstindig remyelinisierte Bereiche befinden sich meist am
Plaquerand, am Ubergang zwischen weier Substanz und demyelinisiertem Plaquezentrum.
Sie werden Schattenplaque-Areale genannt. Vollstindig remyelinisierte Lisionen werden als
Markschattenherde (,,shadow plagues) bezeichnet und erscheinen als scharf begrenzte blasse

Myelinareale in der weillen Substanz. Hauptsidchlich hingt die Remyelinisierung von der
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Anwesenheit von myelinbildenden Oligodendrozyten ab, die Myelinproteine in ihrem

Zytoplasma exprimieren (Briick et al. 2003; Patrikios et al. 20006).

Durch die myelinbildenden Oligodendrozyten, welche sich durch einen demyelinisierenden
Reiz aus Oligodendrogliavorlauferzellen differenzierten, werden die Axone remyelinisiert.
Diese Axone zeichnen sich durch dinnere Myelinscheiden aus. Remyelinisierte Bereiche der
Axone konnten sogar bei aktiv demyelinisierenden Lisionen beobachtet werden, wobei das
Myelin instabil und einer wiederkehrenden Entmarkung ausgesetzt schien. Das Ausmal} der
Remyelinisierung scheint beeinflusst von den Gegebenheiten der Lision und der Genetik
der Patient*innen (Kuhlmann et al. 2017). Patient*innen mit lingerer Krankheitsdauer und
einem hoéheren Todesalter wiesen ein signifikant hoheres Ausmaf3 an Remyelinisierung auf.
Jedoch scheint das Ausmal3 nicht im Zusammenhang mit dem Geschlecht, dem Alter bei
Krankheitsbeginn oder dem Krankheitsverlauf zu stehen. So wurden bei einem Teil der MS-
Patient*innen nicht nur bei einem schubférmigen, sondern auch bei einem progressiven

Krankheitsverlauf grof3e remyelinisierte Lisionsflichen festgestellt (Patrikios et al. 2000).

Die Lipide und Proteine des neu gebildeten Myelins und die des urspringlichen Myelins
lassen sich derzeit noch nicht tber molekulare Marker ermitteln (Kuhlmann et al. 2017).
Jedoch lassen sich mit Hilfe des neuen Markerproteins BCAS1 aktiv myelinisierende
Oligodendrozyten erkennen. Diese Zellen befinden sich im Zwischenstadium von frithen zu
reifen Oligodendrozyten. Damit ist es moglich die aktive Myelinbildung zu identifizieren.
Folglich kann dieses Markerprotein als experimentelles Hilfsmittel zur Erforschung von

Remyelinisierungstherapien bei MS hilfreich sein (Fard et al. 2017).

Um myelinisierte, nicht- bzw. demyelinisierte und remyelinisierte Axone zu unterscheiden,
verwendet man die Elektronenmikroskopie als Goldstandard. Hiermit lassen sich auf
ultrastruktureller Ebene die morphologischen Unterschiede zwischen urspringlichem und
neu gebildetem Myelin, wie z. B. dinnere und kiirzere remyelinisierte Myelinscheiden,
erkennen. Diese Vorgehensweise ist zwar zeitaufwendiger aber genauer als die Luxol-Fast-
Blue-Firbung (LFB-Firbung) (Lindner et al. 2008).

1.1.7 Immunpathologie

Fir die Pathogenese der MS wird nach heutiger Auffassung angenommen, dass eine
Demyelinisierung durch eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie angeregt
wird. Der Ausloser fir die Aktivierung von T-Zellen ist noch unklar. Eine Theorie besagt,
dass die T-Zellen durch bakterielle oder virale Peptide in der Peripherie aktiviert werden und
es im ZNS zu einem Angriff der T-Zellen auf sequenzihnliche Peptide in Form einer

molekularen Mimikry kommt (Wucherpfennig und Strominger 1995; de Vos et al. 2002).

Mit Hilfe der Expression von endothelialen Adhisionsmolekiilen, wie dem Infercellular
Adhesion Molecule-1 1CAM-1) und dem Vascular Adbesion Molecule-1 (VCAM-1), wird der
Eintritt der aktivierten T-Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) bewerkstelligt. Die

Freisetzung von Matrix-Metalloproteasen verstirkt die Einwanderung durch den Abbau von
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Makromolekiilen der Extrazellulirmatrix. Im ZNS werden die T-Zellen durch
antigenprisentierende Zellen erneut aktiviert. Dies geschieht durch Makrophagen,
dendritische Zellen, Mikroglia oder Astrozyten, welche die Antigene zusammen mit dem
MHC-II Komplex auf ihrer Zelloberfliche prisentieren und mit den T-Zellen einen
trimolekularen Komplex bilden. Im Folgenden kommt es zu einer Proliferation der T-Zellen,
die eine Entziindungskaskade auslost, an der unter anderem Lymphozyten, Antikérper und
Zytokine beteiligt sind. Reife CD4+ T-Helferzellen, genauer die TH1-Zellen, produzieren
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFN- y) und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-). Die immunvermittelte Schiadigung des Myelins wird
mehreren Mechanismen zugeschrieben. Dazu zihlen die direkte
Oligodendrozytenschidigung durch CD4+- und CD8+-T-Zellen, die Zytokin-vermittelte
Schidigung von Oligodendrozyten und Myelin, die Phagozytose der Myelin-
Oberflichenantigene und die damit verbundene antikdrpervermittelte zellulire Zytotoxizitit,
und des Weiteren die komplementvermittelte Schiadigung der Oligodendrozyten
(Noseworthy et al. 2000).

Faktoren, die im Zuge des entziindungsvermittelten Geschehens zur Gewebeschiadigung
beitragen sind z. B. Stickoxid (NO) und Sauerstoffradikale. Ihre Konzentration kann in solch
einer entziindlich demyelinisierenden Lision rasant ansteigen und Proteine, Nukleinsiduren
und Lipide der Zellen schiadigen (Smith et al. 1999; Haider et al. 2011).

Allerdings werden auch antiinflaimmatorische ~ Mechanismen beobachtet. Ein
Herunterregulieren der Immunantwort fihrt zur Freisetzung antiinflammatorischer
Zytokine (IL-1, IL-4, IL-10) aus CD4+-Zellen. Hierdurch kommt es zur Proliferation
antiinflammatorischer CD4+-TH2-Helferzellen, welche Signale an die
antigenprisentierenden Zellen senden kénnten und damit B-Zellen stimulieren (Noseworthy
et al. 2000).

1.2 Tiermodelle der MS

1.2.1  Uberblick

Um die Pathogenese der MS zu untersuchen, wurden in den letzten Jahren Tiermodelle
etabliert, auch wenn es kein Modell gibt, das die Vielfalt der MS in ihrer Gesamtheit erfasst.
Obwohl auch das Immunsystem von Tier und Mensch teilweise unterschiedlich ist,
ermoglichen die drei am héufigsten untersuchten Tiermodelle zumindest ausschlaggebende
Merkmale der MS zu verstehen. Zu diesen Tiermodellen zihlen die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), die viral induzierte chronische Demyelinisierung,
durch Theiler’s murine encephalomyelitis virus (TMEV) induziert, und die durch Toxine, z. B.

Cuprizon und Lysolecithin, induzierte Demyelinisierung.

Das EAE-Modell spiegelt die Autoimmunpathogenese der MS wider und ermdglicht es

daher experimentelle Behandlungen zu testen, die in das Immunsystem eingreifen.
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Die TMEV- und Toxin-induzierten Demyelinisierungsmodelle dienen hauptsichlich dem
Verstindnis axonaler Schidigung sowie dem Prozess der De- und Remyelinisierung. Das
TMEV-Modell beruht auf der virusinduzierten Aktivierung des Immunsystems, und die
klinische Manifestation dhnelt der chronisch-progredienten MS des Menschen. Das Toxin-
induzierte Modell wird hauptsichlich dazu verwendet, den Prozess der De- und
Remyelinisierung darzustellen und um z. B. Substanzen zu untersuchen, die die

Remyelinisierung fordern konnten.

Die Tiermodelle erméglichen jedoch trotz ihrer jeweiligen Einschrinkungen in einer
komplementiren Weise eine gute Kenntnis der Pathomechanismen bei der MS (Procaccini
etal. 2015).

1.2.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Das am meisten untersuchte Tiermodell der MS ist die EAE. Der Ursprung des Modells geht
auf das Jahr 1925 zuriick. Kaninchen wurden mit menschlichem Riickenmarkshomogenat
immunisiert und  zeigten durch diese sogenannte aktive Induktion eine
Rickenmarksentzindung und -lihmung. 1933 immunisierten Rivers et al. Affen mit
Kaninchenhirnextrakten und beschriecben die Lihmungen, begleitet von einer

Demyelinisierung, spiter als EAE (Rivers et al. 1933; Stromnes und Goverman 2000).

Grundsitzlich hingt der klinische Verlauf der EAE von mehreren Faktoren ab. Hierzu
zihlen die verschiedenen Moglichkeiten der Immunisierung, das verwendete Antigen, die
Tierart und der verwendete Tierstamm, sowie Geschlecht und Alter der Tiere. Die klinischen
Anzeichen der EAE werden nach zunehmenden Lihmungserscheinungen auf einer Skala

von asymptomatisch bis moribund eingeteilt (van der Star et al. 2012).

EAE kann in verschiedenen Tieren induziert werden, wobei Miuse am hdufigsten als
Modellorganismus verwendet werden. Grund hierfir ist z. B. die Verfigbarkeit vieler
genetisch verinderter Linien, die die Untersuchung verschiedener Fragestellungen
ermoglichen (Bittner et al. 2014). Des Weiteren ist die Haltung und Ziichtung von Miusen

relativ einfach.

Dabei bieten sich Miuse mit verschiedenen genetischen Hintergriinden (SJL/] oder
C57BL/0) fir die Induktion der EAE an. Die in allen Fillen relevantesten Myelinantigene
sind MOG, MBP und PLP (Procaccini et al. 2015).

Bei der EAE konnen drei Arten der Induktion unterschieden werden:

Die aktiv-induzierte EAE, welche durch aktive Immunisierung induziert wird, wird als
sogenannter ,,Goldstandard® betrachtet. Hierbei wird subkutan eine Emulsion aus
Myelinantigenen, z. B. dem Peptid MOGssss, gemischt mit Freund-Adjuvans (Complete
Freund’s Adjuvant/ CEA), welches avitales Mycobacterium tuberculosis enthilt, appliziert. Am
Tag null und am Tag zwei wird hiufig intraperitoneal Pertussis-Toxin als Immunstimulans

injiziert. Somit konnte die EAE bei Miusen mit einer einzigen Immunisierung induziert und
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klinische Zeichen einer EAE festgestellt werden (Levine und Sowinski 1973; Bittner et al.
2014).

Das Protein MOG ist auf der Oberfliche der Oligodendrozyten und der Myelinscheide
exprimiert, wobei MOGsss55 im ZNS verschiedener Mausstimme eine entziindliche und
demyelinisierende Immunantwort auslést (Clements et al. 2003). MOG induziert die EAE
insbesondere bei C57BL/6 Miusen, die den genetischen Hintergrund fiir die meisten
transgenen Mause bilden. So ist eine T-Zell- und Makrophagen-vermittelte Demyelinisierung
gegeben und es kommt zu einer chronischen EAE. Ein schubférmig-remittierender Verlauf
wird durch das Myelinantigen PLP in Mausen mit dem Hintergrund SJL/J induziert. Bei der
MS treten Autoimmunreaktionen moglicherweise nicht nur gegen Myelinantigene auf.
Stressproteine und neuronale Proteine kénnen ebenfalls Antikorper- und T-Zell-Reaktionen
hervorrufen (Storch et al. 1998; Baker und Amor 2014; Procaccini et al. 2015).

Ein weiteres EAE-Modell ist die passiv iibertragene EAE, welche durch Ubertragung
enzephalitogener T- Zellen eines immunisierten Tieres in ein gesundes Tier gekennzeichnet
ist. Dieses Modell dient experimentellen Studien, um die T-Zell Regulation und Funktion bei
neuroinflaimmatorischen und autoimmunen Erkrankungen zu untersuchen (Gold et al. 20006;
Bittner et al. 2014).

In vorliegender Arbeit wird das Modell der spontanen EAE herangezogen. Hier kommt es
ohne aktive Immunisierung zur spontanen Symptomentwicklung aufgrund transgener T-
bzw. B-Zell-Rezeptoren (Bittner et al. 2014).

1.2.2.1 Die spontane EAE

2003 erstellten Bettelli et al. ein transgenes T-Zell-Rezeptor (TCR) Mausmodell zur
Untersuchung einet MOGss.55 Peptid induzierten EAE unter Verwendung eines C57BL/6]-
Hintergrunds. Die Mehrzahl der T-Zellen (2D2) in dieser Mauslinie tragen die Ketten Va3.2
und VB11 und sind spezifisch fiir MOGss.ss. Mehr als 30% der TCRY?® Miuse, auch 2D2
Miuse genannt, entwickelten eine spontane Optikusneuritis ohne Hinweise auf klinische
oder histologische EAE. Nur 4% der Miuse erkrankten an spontaner EAE (Bettelli et al.
2003).

Ein weiteres transgenes Mausmodell geht auf Litzenburger et al. 1998 zuriick. Es handelt
sich um B-Zell-Rezeptor transgene ,,immunglobulin heavy chain® (IgH) knock-in-Mause mit
einem hohen Autoantikérpertiter gegen MOG. Hierbei wurde an Stelle der Ju-Sequenz des
Ig-schwere-Kette-Gens das VD] Gensegment des MOG-spezifischen, demyelinisierenden
Antikorpers 8.18-C5 gesetzt. Diese IgHM?® Miuse sind auch als TH-Miuse bekannt. Sie
entwickelten keine spontane neurologische autoimmune Erkrankung, da eine intakte Blut-
Hirn-Schranke und intrinsische Schutzmechanismen des ZNS als Hinderungsgrund
auszureichen schienen. Bei aktiver Immunisierung mit PLP bzw. MOG entwickelten die
IgHY¢ Tiere EAE mit hoherer Frequenz als die nicht-transgenen Wurfgeschwister
(Litzenburger et al. 1998).
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Durch Kreuzung der oben genannten TCRY“® und IgH" einzeltransgenen Miuse, beide
auf einem C57BL/6-Hintergrund, erhielten Krishnamoorthy et al. 2006 ein doppelt-
transgenes Mausmodell. Diese Tiere entwickelten unter bestimmten pathogenfreien
Bedingungen (SPF) zu ca. 50% spontan EAE éhnliche Zeichen. Hierbei waren vor allem
Sehnerv und Rickenmark von entziindlichen, demyelinisierenden Lisionen betroffen.
Dementsprechend werden diese Tiere auch als opticospinale Enzephalomyelitis (OSE)-
Miuse bezeichnet. Vermutlich sind genetische Faktoren und die Art des Zielautoantigens fir
die Lisionsorte verantwortlich. Der durchschnittliche Krankheitsscore der OSE-Miuse
betrug 3,4%1,2 (bei einem Ranking von 1 bis 5) mit einem Beginn bei 6,1£2,0 Wochen nach
der Geburt, unabhingig des Geschlechts. Der Krankheitsverlauf war chronisch ohne
Remissionen, wobei der Krankheitsbeginn mit einem hohen Gewichtsverlust der Miuse

einherging (Krishnamoorthy et al. 2000).

Bettelli et al. 2006 zeigten, dass es bei diesen doppelt-transgenen Mausen ein Zusammenspiel
zwischen den T- und B-Zellen gibt. Die MOG spezifischen T-Zellen fithrten zu einer
erhohten Produktion von MOG spezifischen IgGl-Antikérpern, wobei die MOG
spezifischen B-Zellen auch die Aktivierung und Proliferation der MOG spezifischen T-
Zellen verstarkten. Des Weiteren scheinen die MOG spezifischen Antikorper allein nicht der
Ausloser der Erkrankung zu sein, da die Hohe der Antikérper in gesunden und kranken
doppelt-transgenen Miusen keinen wesentlichen Unterschied aufwies, und die Ubertragung
von Serum der TCRM“°xIgH"“-Miuse auf TCRM?“-Miuse keine EAE induzierte (Bettelli
et al. 20006).

Allgemein eignen sich OSE-Miuse fiir die Untersuchung der Auslésemechanismen von
Autoimmunerkrankungen und sind fir das Studium der Lasionslokalisation und deren
Zellzusammensetzung von Nutzen. Sie dienen als Modell der spontanen, nicht-
adjuvansinduzierten Autoimmunitit zur priklinischen Validierung neuer Therapiemethoden

von Autoimmunerkrankungen des ZNS (Krishnamoorthy et al. 2006).

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Tiermodell der EAE dazu dient, grundlegende
Mechanismen der MS sowie die immunvermittelte Schadigung des ZNS besser zu verstehen,
da insbesondere die axonale Schidigung bei EAE und MS ihnlich sind. Nutzlich erwies sich
die EAE, um die Relevanz von Therapiestrategien fiir MS-Patient*innen auszutesten und
klinische Studien einzuleiten (Gold et al. 2000).

1.3 Oligodendrozyten

1.3.1 Funktion

Oligodendrozyten zihlen zu den Gliazellen des ZNS. Sie sind fiir die Myelinisierung der
Axone verantwortlich. Dabei umhillen sie mit ihrer Zellmembran Abschnitte mehrerer

Axone. Axone sind lange Fortsitze der Neurone und dienen tber elektrische Impulse der
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Informationsweiterleitung zu entfernten Synapsen. Die Leitungsgeschwindigkeit wird durch
das axonisolierende Myelin erhéht (Nave 2010a; Goebbels et al. 2014).

Der Stoffwechsel der Neurone wird durch Oligodendrozyten unterstiitzt, indem sie deren
Wasser- bzw. Ionenhomoostase regulieren und ihre Aktivitit an die neuronalen Signale

anpassen (Stadelmann et al. 2019).

Es ist ein komplexes System extrazellulirer Signale vorhanden, das die Funktion von
Oligodendrozyten reguliert. So werden z. B. der axonale Kontakt vermittelt oder die
Myelindicke gesteuert. Modulatoren der Myelindicke sind u.a. die axonalen
Wachstumsfaktoren Neuregulin (NRG). Hierbei handelt es sich insbesondere um NRG-1
(Typ III), welches an den Tyrosinkinase-Rezeptor ErbB der Oligodendrozyten bindet. In
Studien mit knock-out-Mdusen zeigte sich, dass ein Mangel an NRG-1 zu einer
Hypomyelinisierung im prifrontalen Kortex fithrte, wohingegen eine Uberexpression von
NRG-1 ecine dickere Myelinscheide erzeugte. Es waren hierbei sogar Axone mit kleinem
Durchmesser myelinisiert, die es normalerweise nicht sind. Daraus folgernd ist NRG-1 nicht
der Initiator der Myelinisierung, kann aber laufende Myelinisierungsprozesse verindern,
wobei NRG-1 durch neuronale Aktivitit reguliert wird. Das wiederum deutet auf eine
Korrelation zwischen neuronaler Aktivitit und Myelinproduktion unter Einbeziehung des
Wachstumsfaktors NRG-1 hin (Mitew et al. 2014).

Der Grof3teil der ZNS-Myelinisierung ist bis zum 20. Lebensjahr abgeschlossen. Es gibt
jedoch auch Hinweise, dass die Myelinisierung lebenslang auftritt, da Oligodendrozyten und
Myelin ersetzt oder bisher nicht myelinisierte Axone myelinisiert werden. Das Myelin
durchlauft dabei verschiedene Entwicklungsstadien und die meisten Areale enthalten eine
Mischung aus myelinisierten und nicht myelinisierten Axonen. Das deutet darauf hin, dass
die Entwicklung von Oligodendrozyten und die Myelinisierung der Axone durch genetische

Mechanismen kontrolliert werden (Mitew et al. 2014).

Eine weitere Funktion der Oligodendrozyten ist die Versorgung von Axonen mit
Glykolyseprodukten, z. B. Laktat. Die Metabolite gelangen aus dem Zytosol des
Oligodendrozyten mit Hilfe zytosolischer Kanile tiber den Innenraum des Myelins, der
inneren Lippe, in das Lumen des Axons. Durch immun-elektronenmikroskopische
Techniken entdeckte man dort beispielsweise die dafiir n6tigen Monocarboxylat-Transporter

(MCT) (Saab et al. 2013).

Ebenso zeigen Techniken wie die genomweite Transkriptionsanalyse oder die Optogenetik
ein neues Bild von Myelin auf. Es ist nicht nur als statisches Element fiir neuronale
Funktionen zu betrachten, sondern es werden ihm zunehmend dynamische und
metabolische Aktivititen im Nervensystem zugeschrieben. Aullerdem werden dem Myelin
Schliisselfunktionen innerhalb neuronaler Schaltkreise, in der Gehirnplastizitit und in der

komplexen Ausfithrungsfunktion des Gehirns zugeschrieben (Tomassy et al. 2016).
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1.3.2 Entwicklung

In den Keimzonen von Gehirn und Riickenmark entstehen wihrend der Entwicklung die
Votldufer der Oligodendrozyten, die sogenannten Oligodendrozyten-Progenitorzellen
(OPCs). Hiernach verbreiten sie sich im gesamten ZNS und differenzieren sich zu
primyelinisierenden  Oligodendrozyten. Diese differenzieren 2zu myelinisierenden
Oligodendrozyten, bilden grof3e Mengen an Zellmembranen und umwickeln damit mehrere
Axone (Abbildung 1). Die Differenzierung der pramyelinisierenden Oligodendrozyten
scheint wihrend der menschlichen Entwicklung einige Monate stagnieren zu konnen, um
eine Feinabstimmung zu gewihrleisten, damit die richtigen Axone myelinisiert werden. So
herrscht eine strenge Regulation zwischen der OPC-Proliferation und der Differenzierung
der Oligodendrozyten, die durch intra- und extrazellulire Signale im Gleichgewicht gehalten
werden. Zu den intrinsischen Faktoren zihlen unter anderem Chromatin-umgestaltende
Proteine, nicht-kodierende RNA und Transkriptionsfaktoren (Mitew et al. 2014; Tomassy et
al. 2016).

Neben den intrinsischen Faktoren spielen auch von Neuronen freigesetzte Faktoren, wie
extrazellulire Matrixproteine, membranassoziierte Proteine oder 16sliche Faktoren bei der
Regulation der Oligodendrozytenentwicklung und Myelinisierung eine Rolle (Tomassy et al.
2016). Ebenso haben Studien den Einfluss elektrischer Aktivitit gezeigt (Barres und Raff
1993).
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1.3.3 Transkriptionsfaktoren und Myelinproteine
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Abbildung 1: Oligodendrozytenreifung mit Transkriptionsfaktoren und Myelinproteinen

(Baumann und Pham-Dinh 2001; Mitew et al. 2014)
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1.3.3.1 Olig1/Olig2

Die basischen Helix-Loop-Helix-Proteine Oligl und Olig2 sind wesentlich an der Bildung,
Reifung und dem Uberleben der Oligodendrozyten beteiligt. Es gelang der Nachweis dieser
Transkriptionsfaktoren sowohl in Neuroepithelzellen, aus denen Oligodendrozytenvorlaufer
hervorgehen, als auch in den Vorlduferzellen selbst. Der Platelet-derived growth factor o-
Rezeptor (PDGFR-«) galt lange Zeit als frithester bekannter Marker. Jedoch wurde
festgestellt, dass die Expression von Olig2 wihrend der Reifung im Rickenmark sogar einige
Tage vor PDGFR-a nachweisbar ist. Die Aktivierung der Ngn-1 und -2 Gene durch Olig2
fihrt zur Differenzierung von spinalen Motoneuronen, wihrend die Koaktivierung von
Olig2 und Nkx2.2 die Bildung von OPCs im Riickenmark veranlasst. Oligl und Olig2 sind
demzufolge Marker, mit denen sich die Oligodendrozytenvorliuferzellen bzw. die
Abstammungslinie als erstes erkennen lassen (Lu et al. 2000; Zhou et al. 2000;

Balasubramaniyan et al. 2004).

In einer Studie wurde bei Mausen die Rolle von Olig2 in verschiedenen Entwicklungsstufen
der Oligodendrozyten untersucht. Bei Entfernung von Olig2 in OPCs fithrte dies zu einem
Rickgang der Oligodendrozytendifferenzierung und damit einer Hypomyelinisierung.
Vorhandenes Olig2 wirkt also positiv in der Differenzierung von OPCs. Wird Olig2 dagegen
bei immaturen Oligodendrozyten entfernt, steigert dies die Differenzierung und
Myelinisierung. Somit kann vorhandenes Olig2 die Differenzierung von immaturen
Oligodendrozyten und dadurch die Myelinisierung hemmen. Olig2 scheint also eine
stadienspezifische regulatorische Rolle zu spielen. So kénnte das Entfernen von Olig2 in
spiten oligodendroglialen Entwicklungsstadien eine mogliche Behandlungsstrategie zur

Forderung der Remyelinisierung sein (Met et al. 2013).

Neben dem Marker Olig2, welcher sowohl oligodendrogliale Votldufer als auch reife
Oligodendrozyten firbt, wird NogoA als Marker fir reife Oligodendrozyten verwendet
(Kuhlmann et al. 2017).

1.3.3.2 NogoA

NogoA ist das bekannteste Reticulon. Reticulons sind eine Familie von Proteinen und
kommen meist im endoplasmatischen Retikulum (ER) vor. NogoA sowie auch NogoB und
NogoC werden aus dem Nogo/Reticulon-4-Gen (RTN-4) generiert. NogoA hat eine
molekulare Masse von 200 kDa und hemmt das Neuritenwachstum. Es ist hauptsichlich in
Oligodendrozyten und Myelin exprimiert (Dodd et al. 2005).

NogoA ist ein hochmolekulares Transmembranprotein und ein Antigen des monoklonalen
Antikérpers mAb IN-1. In Tierstudien fordert dieser Antikorper die Regeneration des ZNS.
Dieser beobachtete Effekt konnte zu Reparaturzwecken des ZNS eingesetzt werden (Huber
und Schwab 2000).

Die aktive Immunisierung gegen NogoA bei Versuchen mit EAE-Miusen fiihrte dazu, dass

die Hemmung des Neuritenwachstums durch die Bildung Nogo-spezifischer Antikérper
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aufgehoben wurde. Ebenso unterdriickte die passive Immunisierung mit Anti-Nogo-IgGs
die EAE. Die Versuchsergebnisse lieBen erkennen, dass NogoA das Fortschreiten der EAE
begiinstigt, jedoch seine Blockade, z. B. bei MS, die Intaktheit des ZNS erhilt oder
wiederherstellt (Karnezis et al. 2004).

Nach Verletzungen und Ischimien im ZNS spielt NogoA eine Schlisselrolle bei der
Hemmung der Axonregeneration. Aufgrund der Expression in Oligodendrozyten stellt es
einen Marker fiir reife Oligodendrozyten dar. Zusitzlich ist NogoA in Tierversuchen in
ZNS-Neuronen gefunden worden, was darauf schlieBen ldsst, dass es neben seiner
bekannten Funktion als Inhibitor auch endogene Rollen in Neuronen haben kann (Liu et al.
2002; Satoh et al. 2005; Kuhlmann et al. 2008).

1.3.3.3 MBP

MBP ist ein zytoplasmatisches Membranprotein des kompakten Myelins und Marker der
reifen Oligodendrozyten. Das Protein hat mehrere Isoformen, die wihrend der Entwicklung
durch alternatives Spleilen reguliert werden. Es ist an der Verdichtung des Myelins beteiligt.
Bestimmte MBPs werden jedoch wihrend der Oligodendrozytenreifung vor der kompakten
Myelinbildung im Zellkérper und im Zellkern beobachtet. Dies deutet auf eine regulatorische
Funktion des MBPs bei der Durchfithrung des Myelinisierungsprogramms hin. Mutationen
des MBP-Gens fithren zu schwerer Dysmyelinisierung (Pfeiffer et al. 1993; Pedraza et al.
1997; John et al. 2002).

1.3.4 Oligodendrozyten in MS-Lisionen

Bei den destruktiven Prozessen der MS handelt es sich um eine immunvermittelte
Demyelinisierung, in die auch die Oligodendroglia involviert ist. In einer Studie an humanem
ZNS-Gewebe fand man in frihen MS-Lisionen stark Olig2 exprimierende
Oligodendrozytenvorlauferzellen. Ein Teil dieser Zellen exprimierte zudem den fir reife
Oligodendrozyten typischen Marker NogoA. Dies fithrte zu dem Schluss, dass es sich hier
um reifende Oligodendrozyten handelte, die aus Vorldufern entstanden. In chronischen MS-
Lisionen waren auch Oligodendrozytenvorliufer vorhanden, jedoch in geringerer Anzahl.
Hier traten seltener reifende Vorlduferzellen auf. Schlussfolgernd wurde beobachtet, dass in
friilhen Lisionen Vorliufer und Vorliufer im Ubergang zu reifen Oligodendrozyten
auftreten, wogegen bei chronischen Lisionen die Vorldufer zwar noch vorhanden sind,
jedoch nicht zu Oligodendrozyten reifen. Es wurde geschlussfolgert, dass die
Differenzierungsfahigkeit der Vorliuferzellen im ILaufe der FErkrankung abnimmt
(Kuhlmann et al. 2008).

Neben der Differenzierungsfihigkeit konnte man in MS-Lisionen auch Rickschlisse auf die
Aktivitit der Oligodendrozyten ziehen. So fanden sich in akuten Liasionen, neben den T-
Zellen und phagozytierenden Makrophagen, auch neues Myelin bildende Oligodendrozyten.

Bei alten Lisionen mit geringer Entziindungsaktivitit waren nur noch inaktive
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Oligodendrozyten festzustellen (Stadelmann und Brick 2008). Zudem war in inaktiven

Lisionen die Anzahl an reifen Oligodendrozyten sehr stark dezimiert (Kuhlmann et al. 2017).

Mit Hilfe des neuen Markers BCAS1 konnen aktiv myelinisierende Oligodendrozyten
sichtbar gemacht werden, die sich im Zwischenstadium von frithen zu reifen Zellen befinden.
Bezogen auf die entziindliche Aktivitit konnte festgestellt werden, dass BCAS1-positive
Oligodendrozyten sowohl in aktiv demyelinisierenden als auch in inaktiven Lisionen zu
finden sind. Somit scheint es, dass die Rekrutierung von Oligodendrozytenvorliduferzellen
und die Anregung zur Rempyelinisierung zumindest teilweise unabhingig von der
entziindlichen Aktivitit der MS-Lisionen ist. Dennoch ist die Remyelinisierung von
vollstindig demyelinisierten chronischen Lisionen meist unvollstindig, was mit der
Beobachtung tbereinstimmt, dass in diesen Lidsionen nur selten BCAS1-positive
Oligodendrozyten festgestellt wurden. In den teilweise remyelinisierten Lisionen waren die
meisten BCAS1-positiven Oligodendrozyten clusterférmig an den Lisionsrindern
anzutreffen, sodass es scheint, dass die Remyelinisierung von der Lisionsgrenze in der

weillen Substanz ausgeht (Fard et al. 2017).

Die Remyelinisierung scheint bei MS-Lisionen von zwei Faktoren bestimmt zu sein. Dies ist
zum einen die Verflgbarkeit von Oligodendrozyten oder deren Vorldufern und zum anderen
das Ausmal} der axonalen Schidigung. Studien zeigten, dass der Grund fir den Mangel an
Remyelinisierung in chronischen MS-Lisionen in der Erschopfung der Vorliuferzellen
durch die dauernde De- und Remyelinisierung einer Lision liegen kénnte. Zudem konnten
weitere Grunde, wie das Maf3 an astroglialer Narbenbildung oder das Fehlen der trophischen
Unterstiitzung, die Remyelinisierung unterbinden (Lassmann 1998). Auflerdem besteht die
Vermutung, dass chronisch demyelinisierte Axone eine abnormale molekulare
Zusammensetzung aufweisen und dadurch ,,remyelinisierungsunfihig® werden (Chang et al.
2002).

1.4  Fragestellung der vorliegenden Arbeit

MS ist durch das Vorhandensein von entziindlich entmarkenden ZNS-Lisionen
gekennzeichnet, welche fir die klinischen Symptome der Erkrankung mitverantwortlich
sind. Neben den entmarkten Lisionen finden sich im ZNS der Patient*innen auch
remyelinisierte Bereiche. Unter welchen Umstinden sich eine akute Lision zu einer
chronisch entmarkten Lision entwickelt bzw. welche Voraussetzungen erfiillt sein mussen,

damit sie remyelinisiert, ist jedoch noch nicht abschlieBend geklirt.

Untersuchungen zur Remyelinisierung finden groftenteils in akuten demyelinisierenden
Tiermodellen statt, wobei es einen Mangel an chronischen Modellen gibt. In dieser Arbeit
sollen deswegen die De- und Remyelinisierung in einem spontanen Modell der EAE im
Verlauf untersucht werden. Dieses Modell beruht auf der Kreuzung von TCRY® und
IgHY % einzeltransgenen Miusen, welche zu etwa 50% im Alter von vier bis acht Wochen

eine spontane EAE entwickeln. Die Tiere wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
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Krankheitsbeginn untersucht, wobei das akute Krankheitsstadium nach zwei bis sechs Tagen
erreicht war und eine Krankheitsdauer von ein, drei, sechs oder neun Monaten als chronisch
galt. AnschlieBend wurde das Gewebe fiir histopathologische Untersuchungen aufgearbeitet
und lichtmikroskopisch untersucht. Da fiir die Remyelinisierung die myelinisierenden
Oligodendrozyten und ihre Vorlduferzellen zustindig sind, wurde in dieser Arbeit ein
besonderer Fokus auf ihre histopathologische Charakterisierung in akuten und chronischen

EAE-Lisionen gelegt. Im Detail sollten folgenden Fragen untersucht werden:

1) Gibt es Hinweise auf Remyelinisierung oder bleibt die Lasionsgrofie in
chronischen, klinisch stabilen Erkrankungsphasen konstant?

2) Wie hoch ist die Dichte der maturen Oligodendrozyten und ihrer Vorlduferzellen in
akuten und chronischen EAE-Lisionen?

3) Wie entztundlich aktiv sind die Liasionen? Findet auch in chronischen Lisionen eine
erneute Infiltration von Entziindungszellen statt und kommt es zu wiederholter

Entmarkung?

4) Kommt es mit zunechmender Krankheitsdauer zu einem Verlust an Axonen?
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere

2.11 Eigenschaften und Aufzucht

Es handelte sich bei den Versuchstieren um Mause mit dem OSE-Genotyp. Die Mduse
wurden in der tierexperimentellen Einrichtung der Universititsmedizin Gottingen geztichtet
und fiir mehr als zwolf Generationen mit C57BL/6] rickgekreuzt. OSE-Miuse sind eine
Zichtung aus 2D2- und TH-Miusen. Sie besitzen daher einen MOG spezifischen T- und B-
Zellrezeptor. Bei der Aufzucht herrschten spezifisch pathogenfreie Bedingungen (SPF). Die
Tiere wurden in konventionellen Kifigen mit bis zu funf Tieren bei gleichbleibender
Temperatur und Feuchtigkeit gehalten und unterlagen einem Tag-Nacht-Rhythmus, sodass
die Miuse zwolf Stunden unter Lichteinfluss und zwolf Stunden bei Dunkelheit lebten. Es
wurde ihnen Wasser und Pressfutter ad libitum verabreicht, welches bei Verschlechterung
des Gesundheitszustandes durch Breifutter ersetzt wurde. Alle Tierversuche wurden gemil3
der Richtlinie des Rates der Europiischen Gemeinschaft vom 24. November 1986
(86/EWG) dutrchgefiihrt und von der Regierung des Bundeslandes Niedersachsen
genehmigt.

50% der OSE-Miuse erkrankten im Alter von vier bis acht Wochen spontan an EAE und
wurden tber verschiedene Zeitraume verlaufsbeobachtet, bis sie zur histologischen
Beurteilung gelangten. Untersucht wurden ein akutes Stadium, welches ab Krankheitsbeginn
einer Dauer von zwei bis sechs Tagen entsprach sowie die chronischen Stadien, mit einer

Krankheitsdauer von einem, drei, sechs und neun Monaten.

2.1.2 Klinische Einteilung

Die spontan erkrankten Tiere wurden tiglich untersucht und das Ausmal ihrer Lihmungen

nach unten stehender Skala (,,Score®) eingeteilt.

Ab einem Score von 3,5 und/oder einer Gewichtsabnahme von 25% wurde der Versuch
abgebrochen und die Tiere schmerzfrei getotet. Der Score dient der Einordnung des

Krankheitszustandes der Miuse.

Tabelle 1: Klinische Einteilung der Mause

Score Klinik

0 gesund

0,5 Parese der Schwanzspitze

b
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Score Klinik

1 Parese des gesamten Schwanzes

1,5 Parese des Schwanzes und geringe Hinterbeinschwiche

2 deutliche Hinterbeinschwiche

2,5 kein Aufrichten des Tieres aus der Seitenlage mehr méglich
3 Parese der Hinterbeine und Bauchmuskelschwiche

3,5 Paraplegie der Hinterbeine und Vorderbeinschwiche

4 Tetraplegie

4.5 Inkontinenz

5 Tod durch EAE

2.1.3 Genotypisierung

Um den Genotyp der Mause zu bestimmen, wurde DNA isoliert und eine herkémmliche

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt.

In einem Alter von zwei bis drei Wochen wurden die Miuse an der Schwanzspitze oder
Ohrmuschel biopsiert. Um das gewonnene Gewebe aufzulésen, inkubierte man es tber
Nacht bei 56 °C in einer Losung mit 20 ul Proteinase K in 350 ul Lyse-Puffer. Hiernach
wurden die Proben fiinf Minuten bei 13200 rpm (revolutions per minute) zentrifugiert. Zum
gewonnenen Uberstand gab man 350 pl Isopropanol. Die DNA prizipitierte und bildete
nach weiterem fiinfminttigem Zentrifugieren ein Pellet am Boden. Nachdem man den
Uberstand verwarf, gab man zur Reinigung des Pellets 500 ul 70%iges Ethanol hinzu und
zentrifugierte wiederum. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir 20 Minuten bei
45 °C getrocknet um den Alkohol ginzlich zu entfernen. Zum Schluss wurde die DNA in
100 pl H>O resuspendiert.

Im Folgenden wurde ein dem Gen entsprechender Master-Mix hergestellt. Dies erfolgte fiir
alle Proben und ist den unten stehenden Tabellen zu entnehmen. Hiernach teilte man den
Master-Mix auf die Proben auf und gab sie in den Thermocycler. Hier erfolgte eine
Amplifikation der DNA-Proben nach unten aufgefiihrten Tabellen. AnschlieSend gab man
die DNA-Proben auf ein 2%iges Agarosegel. Dieses enthielt in die DNA interkalierendes
Ethidiumbromid. Fur 60 Minuten legte man eine 90 Volt Spannung bei einer Stromstirke
von 400 mA an. Die negativ geladenen DNA-Stringe wanderten nun je nach Basenpaargrof3e
in unterschiedlicher Geschwindigkeit in Richtung Anode. Hiernach konnten die Banden
unter UV-Licht anhand ihrer Basenpaargrof3e bestimmt werden, indem man sie mit einer in

ihrer Basenpaaranzahl bekannten Leiter verglich.
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Tabelle 2: Master-Mix fiir die 2D2-Genotypisierung

Bezeichnung Volumen [pl] | Hersteller

5x Puffer 4 Promega Corporation, Madison, WI, USA
10 mM dNTPs 0,4 Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

10 uM Forward-Primer 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

10 uM Reverse-Primer 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

5 U/ul Taq Polymerase 0,1 Promega Corporation, Madison, WI, USA
H,O 9,5

DNA 5

Tabelle 3: 2D2-Primersequenzen

Name Gen Nukleotid-Sequenz

Jal8-2D2-M Valpha 3.2 TCR 5'GCGGCCGCAATTCCCAGAGACATCCC
TCC3'

Va3.2-2D2-M Valpha 3.2 TCR 5'CCCGGGCAAGGCTCAGCCATGCTCCT
G3'

Tabelle 4: Master-Mix fiir die MOG-IgG-Genotypisierung

Bezeichnung Volumen [ul] | Hersteller

5x Puffer 4 Promega Corporation, Madison, WI, USA
10 mM dNTPs 0,4 Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

10 uM Forward-Primer wt | 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

10 uM Reverse-Primer wt 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

10 uM Forward-Primer tg 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

10 uM Reverse-Primer tg 0,5 Microsynth AG, Balgach Schweiz

5 U/ul Taq Polymerase 0,1 Promega Corporation, Madison, WI, USA
H,O 8,5

DNA 5
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Tabelle 5: MOG-IgG-Primersequenzen

Name Gen Nukleotid-Sequenz

8.18C5-sense #1 | anti-MOG IgH | 5 TGAGGACTCTGCCGTCTATTACTGT3'
(8.18C5)

8.18C5-AS #2 anti-MOG IgH | 5’GGAGACTGTGAGAGTGGTGCCT3'
(8.18C5)

mlgH-sense #1 Ig heavy chain | 5'ATTGGTCCCTGACTCAAGAGATG3'

mlgH-AS #2 Ig heavy chain | 5" TGGTGCTCCGCTTAGTCAAA3Z'

Tabelle 6: Thermocycler-Programm fiir die 2D2-PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Anmerkung

1. 95 2

2. 95 1

3. 58 1

4. 72 1 nach  Schritt 4.
wieder zu 2. (30 mal)

5. 72 10

6. 14 unendlich

Tabelle 7: Thermocycler-Programm fur die MOG-IgG-PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Anmerkung

1. 95 2

2. 95 1

3. 61 1

4. 72 1 nach  Schritt 4.
wieder zu 2. (30 mal)

5. 72 10

0. 14 unendlich
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2.1.3.1 Materialien

Tabelle 8: Verwendete Materialien und Gerite bei der Genotypisierung

Bezeichnung Hersteller

Agarose Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Lyse-Puffer:

100 mM Tris-HCI, pH 8,5 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

5mM EDTA Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

200 mM NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

0,2% SDS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Proteinase K Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

Thermocycler T3 Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

2.1.4 Perfusion und Priparation

Nach Erkrankungsbeginn wurden die Mduse zu unterschiedlichen Zeitpunkten fir die
histologische Untersuchung asserviert. Zur Beurteilung des akuten Stadiums erfolgte bei den
Tieren die Perfusion am Hohepunkt der Erkrankung nach zwei bis sechs Tagen. Zur
Beurteilung des chronischen Stadiums wurden die Tiere nach einem Zeitraum von einem,
drei, sechs oder neun Monaten perfundiert. Es wurde eine Injektionslésung aus 2,4 ml
Ketamin und 2 ml Xylazin mit 0,9%iger Kochsalzlésung (NaCl) auf 10 ml aufgefillt. Den
Miusen wurde hiervon 100 ul/10 ¢ Kérpergewicht (KG) intraperitoneal verabreicht, sodass
der Kornealreflex ausfiel und keine Schmerzreize mehr wahrgenommen wurden. Hiernach
wurden der Thorax erdffnet und das Herz freigelegt. In das rechte Herzohr erfolgte eine
Inzision und uber den linken Ventrikel mit einer Kaniile die Perfusion mit eiskaltem PBS
(phosphate buffered saline) und anschlieBend mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS.
Danach wutde eine Nachfixierung in 4%igem PFA fiir 48 Stunden bei 4 °C vollzogen.
Darauthin konnten das Gehirn und das Rickenmark der Miuse pripariert und das
Rickenmark in 3 mm dicke Scheiben zerteilt werden. Danach folgte in einem
Einbettautomaten die Dehydrierung der Gewebe durch eine in ihrer Konzentration
aufsteigenden Alkoholreihe und das Einbetten in Paraffin. Die Paraffinblécke wurden mit
Hilfe eines Schlittenmikrotoms in ca. 1 pm dicke Scheiben geschnitten, auf Objekttriger

aufgebracht und fiur 30 Minuten bei 58 °C in den Warmeschrank gestellt.
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2.1.4.1 Materialien

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien und Gerate

Bezeichnung Hersteller

Ethanol absolut Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ketamin Medistar GmbH, Ascheberg, Deutschland

NaCl B. Braun GmbH & Co. KG, Melsungen, Deutschland

Paraffin, Paraplast Plus Tyco Healthcare GmbH, Neustadt an der Donau,
Deutschland

PBS Dulbecco Biochrom AG, Betlin, Deutschland

PFA (4%), in PBS gelost Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xylazin Ecuphar, Oostcamp, Belgien

AusgieBstation, TES Valida Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Einbettautomat, Excelsior AS Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kihlplatte, COP30 Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Schlittenmikrotom, SM 2000 R | Leica, Wetzlar, Deutschland

Wiarmeplatte, HI1220 Leica, Wetzlar, Deutschland

2.2  Histologische Firbungen

2.2.1 LFB-PAS-Firbung

2.2.1.1 Prinzip

Durch die LFB-Losung wird Myelin bldulich angefirbt, da sie an Phospholipide bindet.
Durch die Perjodsiure, durch die die freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu
Aldehydgruppen oxidieren, erscheinen diese durch Komplexbildung mit dem
schwefelsauren Fuchsin des Schiff’schen Reagenz rot-violett. Die LFB-PAS-Farbung wurde

in dieser Arbeit zur Darstellung der Demyelinisierung genutzt.

2.2.1.2 Ablauf

Zunichst erfolgten das Entparaffinieren der Riickenmarksquerschnitte durch Xylol und die
Rehydrierung in einer in ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol 100%
und 90%). Danach wurden die Schnitte in einer Kivette mit LFB-Losung (1 g Luxol-Fast-
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Blue, 1000 ml 96%iges Ethanol, 5 ml 10%ige Essigsdure) fiir einen Tag bei 60 °C inkubiert.
Nach dem FEinstellen der Schnitte in eine Kivette mit 90%igem Alkohol wurden sie
differenziert, um den Uberschuss der LFB-Lésung zu entfernen. Hierzu tauchte man sie in
0,05%iges Lithiumcarbonat und anschlieSend in 70%igen Alkohol und wusch sie mit Aqua
dest. Nun gab man die Schnitte fir fiinf Minuten in 1%ige Perjodsdure und sptlte sie fiir
weitere fiinf Minuten mit Leitungswasser und hiernach in Aqua dest. Danach gab man das
Schiff’sche Reagenz fiir 20 Minuten auf die Schnitte und spilte sie fur funf Minuten in
Leitungswasser. Darauthin folgte das zweiminttige Firben mit Mayers Hidmalaun und
anschlieBendes Spilen mit Aqua dest. Nach kurzem Differenzieren in 1%iger Salzsaure-
Ethanol-Lésung erfolgte das Blduen in Leitungswasser. Fir die Dehydrierung der Schnitte
wurden sie in einer in ihrer Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 90%,
100%, 100%) und Xylol getaucht. Zum Schluss erfolgte das Eindeckeln der Schnitte mit

Entellan new.

2.2.1.3 Materialien

Tabelle 10: Verwendete Reagenzien bei der LFB-PAS-Firbung

Bezeichnung Hersteller

Chlorwasserstoff Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entellan new Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG.,
Renningen, Deutschland

Lithiumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Mayers Himalaun Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Perjodsiure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Schiff’sches Reagenz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Solvent blue 38 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Xylol Chemsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,,

Renningen, Deutschland
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2.2.2 Bielschowsky-Versilberung

2.2.2.1 Prinzip

Mit Hilfe der Bielschowsky-Versilberung werden Axone durch ihren Gehalt an

Neurofibrillen durch Versilberung schwarz gefirbt.

2.2.2.2 Ablauf

Zunichst erfolgten das Entparaffinieren der Rickenmarksquerschnitte durch Xylol und die
Rehydrierung in einer in ihrer Konzentration absteigenden Alkoholreihe. Nachdem die
Schnitte fiir 20 Minuten in eine 20%ige Silbernitrat-Wasser-Losung gegeben wurden, spiilte
man sie mit Aqua bidest. und inkubierte sie im Dunkeln fiir 15 Minuten mit einer Silbernitrat-
und 32%iger Ammoniak-Aqua-bidest.-Losung. Darauthin wurden die Schnitte erneut mit
Aqua bidest. gespiilt und mit Entwicklerlésung (20 mg Formalin, 100 ml Aqua bidest., 0,5 g
Citronensaure, 0,1 ml 65%ige Salpetersaure) betrdufelt (zehn Tropfen). Danach erfolgte die
Inkubation dieser Schnitte fiir eine Minute in einer Losung aus der oben genannten
Silbernitrat-/ Ammoniaklosung sowie 13 Tropfen der Entwicklerlosung. Nach erneuter
Spilung mit Aqua bidest. wurde zur Fixierung 2%iges Natriumthiosulfat zugegeben. Fur die
Dehydrierung der Schnitte wurden sie in einer in ihrer Konzentration aufsteigenden
Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 100%, 100%) und Xylol getaucht. Zum Schluss erfolgte das

FEindeckeln der Schnitte mit Entellan new.

2.2.2.3 Materialien

Tabelle 11: Verwendete Reagenzien bei der Bielschowsky-Versilberung

Bezeichnung Hersteller

Ammoniaklosung (32% in Aqua bidest.) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Citronensiure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Entellan new Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Formalin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Chemsolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG.,
Renningen, Deutschland
Natriumthiosulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Salpetersdure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Silbernitrat Catl Roth GmbH, Kartlstruhe, Deutschland
Xylol Chemsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,,

Renningen, Deutschland
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2.2.3 Immunhistochemische Fiarbungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Doppelfirbungen mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden angefertigt. Hierbei wurden die Labelled Strept-Avidin-Biotin-Methode (LSAB)
und  die  Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode ~ (APAAP)
angewandt. Mit Hilfe der LSAB-Methode wurde gegen NogoA und Olig2 gefirbt. Bei
NogoA wurden Oligodendrozyten angefirbt, bei Olig2 Oligodendrozyten und deren
Vorliduferzellen. Des Weiteren konnte mit dieser Methode gegen Mac3 und S100A9 gefirbt
werden, wodurch Makrophagen sichtbar wurden. Im Anschluss wurde mit der APAAP-
Methode gegen MBP gefirbt, wodurch sich das Myelin und die Lisionen erkennen lassen.

2.2.3.1 Prinzip der LSAB-Methode

Bei der sogenannten LSAB-Methode wird die Affinitit zwischen (Strept-)avidin und Biotin
genutzt. Zuerst wird auf das Priparat ein Primirantikérper gegeben, der gegen ein
bestimmtes Antigen gerichtet ist. Danach fiigt man einen biotinylierten Sekundirantikorper,
der gegen die Spezies des Primirantikorpers gerichtet sein muss, hinzu. Dieser bindet nun
an den Primirantikérper. Daraufhin wird mit Peroxidase markiertes Avidin/Streptavidin
aufgebracht, welches sich durch die Affinitit zu Biotin an den Sekundirantikérper bindet.
Nachdem man die Schnitte nun in die DAB-L6sung einbringt, wird das DAB von der
Peroxidase oxidiert, und es ergibt sich ein braunes Reaktionsprodukt, das lokal prizipitiert.

H>O, dient in dieser Reaktion als Startgeber und wird zu Wasser und Sauerstoff umgesetzt.

2.2.3.2 Ablauf (LSAB-Methode)

Als Erstes erfolgten das Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte, indem sie fiir zehn
Minuten in Xylol und anschlieBend je finf Minuten in eine in ihrer Konzentration
absteigende Alkohol-Reihe (100%, 90%, 70%, 50%) und zuletzt in Aqua dest. gegeben und
gespilt wurden. Dann folgte die Vorbehandlung je nach PrimirantikGrper zur
Antigendemaskierung. Hierzu wurden die Schnitte je nach Antikérper (Tabelle 13) in
Plastikktivetten entweder mit Citrat-Puffer oder Tris-EDTA-Puffer gegeben und in einer
Mikrowelle je fiinf Mal fur drei Minuten bei 800 Watt erhitzt. AnschlieBend wurden diese
Plastikktivetten der Mikrowelle entnommen und mit entionisiertem Wasser gesptilt, und die
Schnitte in eine Kivette mit PBS gestellt. Fir die Blockierung der endogenen Peroxidase
kamen die Schnitte fir zehn Minuten in 3%iges H2O» (45 ml PBS + 5 ml 30%iges H.O») und
wurden danach mit PBS gespilt. Fir das Blockieren unspezifischer Bindungen wurde fir
zehn Minuten 120 pl 10%iges Goat-Serum (in PBS) auf die Schnitte gegeben. Daraufhin
wurde der Primidrantikérper eingebracht und tiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank in einer
feuchten Kammer inkubiert. Nach dem Spiilen mit PBS wurde der biotinylierte und in
10%iger Goat-/PBS-Losung verdinnte Sekundirantikrper (Tabelle 14) aufgetragen und fiir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wonach wiederum mit PBS gespult wurde.
Danach wurde die 1:1000 mit Goat-/PBS-Lésung verdiinnte Avidin-Peroxidase aufgebracht
und 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit PBS gespiilt. Die
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Entwicklung der Schnitte erfolgte in einer mit 50 ml PBS, 1 ml DAB-Stammlésung und 20
ul 30%igen H,O, gefillten Kiivette, wobei die Farbintensitit mit Hilfe eines Mikroskops
kontrolliert wurde. Im néchsten Schritt wurden die Schnitte mit entionisiertem Wasser
gespilt und in eine Schaukel eingebracht, woraufhin sie fiir 30 Sekunden in Mayers
Himalaun getaucht wurden. Die Schnitte wurden kurz in Aqua dest. gespult, in 1%ige
Salzsdure-Ethanol-Losung  getaucht und fir sieben Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gebldut. Danach erfolgte die Dehydrierung der Schnitte durch eine in ihrer
Konzentration aufsteigende Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 100%, 100%) mit
abschlielendem Xylol fiir je finf Minuten.

2.2.3.3 Prinzip der APAAP-Methode

Bei dieser immunhistochemischen Firbung wird ein bereits gebildeter 18slicher
Enzym/Anti-Enzym-Immunkomplex verwendet, bestehend aus Alkalischer-Phosphatase
und dem dagegen gerichteten Antikérper Anti-Alkalische-Phosphatase. Bestandteile dieses
Komplexes sind zum einen ein unkonjugierter PrimirantikOrper, ein unkonjugierter
Sekundirantikérper und ein 16slicher Enzym-Immunkomplex. Zunichst bindet der
unkonjugierte Primdrantikérper an ein  bestimmtes Antigen. Der unkonjugierte
Sekundirantikorper, welcher gegen die Immunglobuline der Spezies gerichtet sein muss, aus
der der Primdrantikérper und der Antikérper des Enzym-Immunkomplexes stammen,
bindet mit einem seiner Fab-Arme an den Fc-Teil des Primarantikérpers. Mit seinem zweiten
Fab-Arm bindet er den Antikérper des Enzym-Immunkomplexes. Gibt man nun die
Substrat-Chromogenlosung hinzu, in diesem Fall Fast Blue, wird das Antigen durch
enzymatische Umsetzung sichtbar gemacht und erscheint in einem blauen Farbton. Das
Substrat ist Naphtolphosphatester, welches durch die alkalische Phosphatase zu Phosphat
und Phenolkomponenten umgesetzt wird. Es entstehen unl6sliche Azofarbstoffe, indem die

Phenole mit den Diazoniumsalzen, welche die farblosen Chromogene darstellen, reagieren.

2.2.3.4 Ablauf (APAAP-Methode)

Im Anschluss an den oben beschriebenen Ablauf der LSAB-Methode erfolgte die Inkubation
der Schnitte mit dem Primirantikérper gegen das Antigen MBP (Tabelle 13). Hierbei wurden
je 100 ul des verdinnten Primarantikérpers auf die Praparate gegeben und tber Nacht bei
4 °C im Kihlschrank in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden die Schnitte mit
TBS-Puffer (tris-buffered saline) pH 7,4 (Tris + NaCl + Aqua dest.) gesptilt und der in Tabelle
14 aufgefihrte mit alkalischer Phosphatase konjugierte Sekundirkorper aufgebracht. Nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei Raumtemperatur wurde wiederum mit TBS
gespult. Fir die Entwicklung der Schnitte wurden sie in die Firbel6sung Fast Blue (49 ml
Tris-Puffer pH 8,2 + 1 ml Naphthol-AS-Mix-Phosphate-Losung (200 mg Naphthol-AS-
Mix-Phosphate + 20 ml N,N-Dimethylformamid) + 50 ul Levamisol-Lésung + 25 mg Fast
Blue BB Salt) gegeben, wobei auch hier die Farbintensitit unter dem Mikroskop kontrolliert
wurde. Danach wurden die Schnitte mit Aqua dest. gespilt, fur 30 Sekunden in Mayers
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Himalaun gegeben und anschlieBend wieder mit Aqua dest. gespiilt. Daraufhin wurden die
Schnitte fiir sieben Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Zum Schluss wurden

die Schnitte mit dem Eindeckmedium Aquatex wissrig eingedeckelt.

2.2.3.5 Materialien

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien und Gerite bei den immunhistochemischen Firbungen

Bezeichnung Hersteller

Aquatex Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Avidin-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Citrat-Puffer (pH 6,0) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Chlorwasserstoff Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

DAB Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Ethanol absolut Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Fast Blue BB Salt Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Goat-Serum (Donor Herd) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

HCl Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Levamisol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Mayers Himalaun Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

NaCl Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Naphthol-AS-Mix-Phosphate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

N,N-Dimethylformamid Honeywell, Morristown, NJ, USA

PBS AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tris-EDTA Puffer (pH 8,0) Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstuhe,
Deutschland
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Bezeichnung Hersteller
Wasserstoffperoxid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Xylol Chemsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,,
Renningen, Deutschland
Mikrowelle Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerh6he,
Deutschland
2.2.3.6 Verwendete Antikérper
Tabelle 13: Primirantikbrper
Antigen | Spezies | Klonnr. | Hersteller Vorbehandlung | firbt
Mac3 Ratte 553322 | BD Mikrowelle, Makrophagen/
(M3/84) Pharmingen, Citrat-Puffer Mikroglia
Franklin Lakes,
NJ, USA
MBP Ratte 12 Abcam plc., | Mikrowelle, Myelin
Cambridge, Citrat-Puffer
England
NogoA | Maus 11C7 Prof.  Doron | Mikrowelle, Tris- | Oligodendrozyte
Merkler, Genf, | EDTA-Puffer n
Schweiz
Olig2 Hase - IBL Mikrowelle, Tris- | Oligodendrozyte
International, EDTA-Puffer n und ihre
Tecan Trading Vortldufer
AG,
Minnedorf,
Schweiz
S100A9 Hase - Johannes Roth, | Mikrowelle, Monozyten/
Minster, Citrat-Puffer Makrophagen
Deutschland
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Tabelle 14: Sekundarantikérper

Bezeichnung konjugiert mit Hersteller

Biotin conjugated Goat anti | Biotin Dianova GmbH, Hamburg,
Rabbit IgG (H+L) Deutschland

Polyclonal Goat Anti-Mouse | Biotin DakoCytomation ~ GmbH,
Immunglobulins/ Biotinylated Hamburg, Deutschland
Biotin conjugated Goat anti Rat | Biotin Dianova GmbH, Hamburg,
1igG (H+L) Deutschland

Alkine Phosphatase-conjugated | Alkalische Jackson ImmunoResearch,
AffiniPure Goat anti Rat IgG | Phosphatase Ely, England

(H+L)

2.2.4 Auswertung und Statistik

Die Schnitte der LFB-PAS-Firbung wurden zunichst eingescannt. Hiernach wurden am
Computer mit der Software Fiji Image] die Fliche der weilen Substanz des Riickenmarks

und die LisionsgroB3e vermessen und in ein prozentuales Verhaltnis gesetzt.

Die Riickenmarksquerschnitte, die immunhistochemisch mit Hilfe der LSAB- oder APAAP-
Methode mit MBP doppelt-gefirbt wurden, wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops und
eines standardisierten Zahlgitters in der 400-fachen VergréBerung untersucht. Es erfolgte
jeweils die Bestimmung der Lisionsfliche sowie die darin enthaltene Zellzahl. Die Dichte
der Zellen wurde pro mm? angegeben. Im Einzelnen wurden bei der NogoA-Firbung die
reifen Oligodendrozyten und bei der Olig2-Firbung die Oligodendrozyten und deren
Vorldufer gezihlt. Bei den Kontrollmausen wurde die Dichte der Zellen in der weillen
Substanz des Rickenmarks ermittelt und pro mm? angegeben. Hierbei wurde bei jedem

vorhandenen Rickenmarksquerschnitt eine Mindestfliche von 31.250 pm? ausgewertet.

Bei der S100A9-Farbung wurde die Lisionsfliche sowie die darin enthaltene Zellzahl der neu
in die Lision eingewanderten Monozyten und Makrophagen ermittelt. Die Dichte ist als

Zellzahl pro mm? angegeben.

Mithilfe der Mac3-Farbung wurden die Rickenmarksquerschnitte einer jeden Maus bzgl. der
Morphologie der Makrophagen und aktivierten Mikroglia beurteilt. Die Mause wurden
aufgrund dieser Beurteilung ihrer Riickenmarksquerschnitte in die Scores 0 bis 3 eingeteilt.
Score 0 bedeutet Makrophagen freie Lisionsflichen. Score 1 gab man den Lisionen mit
verzweigten Makrophagen bzw. aktivierten Mikrogliazellen mit thren Auslaufern. Score 2
teilte man Lisionen mit vergroBerten, schaumzelligen Makrophagen, jedoch ohne MBP-

positive Myelinabbauprodukten im Zytoplasma zu. Score 3 erhielten die Lisionen mit
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grolen, runden, schaumzelligen Mac3-positiven Makrophagen mit MBP-positiven

Myelinabbauprodukten im Zytoplasma, als Indiz fiir aktive Myelinphagozytose.

Bei der Bielschowsky-Versilberung wurden die Axone mit Hilfe eines Lichtmikroskops und
eines standardisierten Zihlgitters bei 400-facher Vergroflerung ermittelt. Ausgewertet
wurden hierfir vergleichbar grof3e Lisionsausschnitte zweier Rickenmarksquerschnitte pro
Maus mit einer Mindestfliche von insgesamt 6.250 um?. Die Dichte der Axone wurde pro
mm? angegeben. Bei den Kontrollmiusen wurde ebenfalls die Dichte der Axone ermittelt,
wobei pro Maus ebenfalls zwei Riickenmarksquerschnitte ausgewertet wurden und die eben
genannte Gesamtmindestfliche innerhalb der weilen Substanz des Riickenmarks analysiert

wurde.

Die ermittelten Messwerte wurden mit Hilfe der Software GraphPad in Form von

Diagrammen dargestellt.

Beziiglich der Statistik wurden die Werte auf Normalverteilung mit dem KS normality test
getestet. Da die Werte keine Normalverteilung aufwiesen, fihrten wir hiernach den Kruskal
Wallis Test mit dem Dunn’s multiple comparisons ftest als Posttest durch. Die Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert £ SD.

2.2.4.1 Materialien

Tabelle 15: Verwendete Materialien bei der histologischen Auswertung

Bezeichnung Hersteller

BX51 Olympus Lichtmikroskop | Olympus, Hamburg, Deutschland
ausgestattet mit DP71 Digital- und XM10

Monochromkamera

GraphPad  Prism  5.01  (Statistische | GraphPad software Inc., La Jolla, CA, USA
Analysegraphen)

Fiji  Image]  (Bildverarbeitung  und | National Institutes of Health und
Bildanalyse) Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation, Madison, WI, USA

V§120 Virtual slide microscope Olympus, Hamburg, Deutschland
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in einem spontanen EAE-Mausmodell die
Lasionsentwicklung in Abhidngigkeit der Krankheitsdauer zu charakterisieren. Insbesondere
die Frage, ob demyelinisierte Lisionen in chronischen Krankheitsstadien remyelinisieren
konnen oder entmarkt bleiben, sollte untersucht werden. Daftr wurde ein besonderer Fokus
auf die myelinbildenden Oligodendrozyten gelegt. Des Weiteren wurden die
Entztindungsaktivitit und ein potentieller axonaler Verlust in den demyelinisierten Bereichen

analysiert.

Die zu untersuchenden doppelt-transgenen OSE-Miuse, welche man aus einer Kreuzung
aus 2D2-Miusen mit anti-MOG T-Zellen und TH-Mausen mit anti-MOG B-Zellen erhielt,
entwickelten spontan eine EAE. Sie wurden verlaufsbeobachtet und gelangten zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Ausbruch der Krankheit zur histologischen Beurteilung
(Abbildung 2). AnschlieBend wurden neben der Dichte der Oligodendroglia die der
Monozyten/Makrophagen und Axone sowie die Morphologie der Makrophagen/Mikroglia

in den Rickenmarkslisionen der Maus histopathologisch untersucht.

Krankheits-

Geburt beginn Perfusion
ke —>
A T2-6 M1 M3 M6 M9
4-8 Wochen
| .
akut chronisch

Abbildung 2: Versuchsaufbau mit Zeitpunkten der Untersuchung: Die Miuse
erkrankten im Alter von ca. vier bis acht Wochen an EAE. Um das akute Stadium zu
beurteilen, erfolgte bei einigen Tieren die Untersuchung auf dem Hoéhepunkt der Krankheit
nach zwei bis sechs Tagen. Um das chronische Stadium zu beurteilen, wurden die Tiere nach
einem Monat, drei Monaten, sechs Monaten oder neun Monaten nach dem Ausbruch der

Krankheit untersucht.

3.1 Die Demyelinisierung nimmt mit zunehmender Krankheitsdauer
ab

Um zu untersuchen, ob chronische EAE-Lisionen remyelinisieren bzw. um das Ausmal3 der
Demyelinisierung im Ruckenmark zu ermitteln, wurden histologische Schnitte des
Rickenmarks angefertigt und mit LFB-PAS gefirbt. Die entmarkten Areale erschienen
hierdurch farblos bzw. rosa und die myelinhaltigen Areale blaulich (Abbildung 3). Mit Hilfe
der Fiarbung wurde das entmarkte Areal im akuten Krankheitsstadium (zwei bis sechs Tage)
und in den chronischen Krankheitsstadien (ein, drei, sechs und neun Monate) gemessen und

in ein prozentuales Verhiltnis zur weillen Substanz des Riickenmarks gesetzt (Abbildung 4).
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9 Monate

Abbildung 3: Riickenmarksquerschnitte mit Lisionsflichen: Reprisentative Bilder der
histologischen Firbung LFB-PAS, welche Myelin blau firbt. Es sind die gesunden
Kontrollmiuse sowie Miduse in der akuten Krankheitsphase (zwei bis sechs Tage) und den
chronischen Krankheitsphasen (ein, drei, sechs und neun Monate) dargestellt. Die gelb
umrandeten Areale zeigen die entmarkten Lisionen innerhalb der weillen Substanz des

Riickenmarks. Der Messbalken entspricht 250 pm.



3 Ergebnisse 37

50 =
Ly |
(=]
S 404
O
S
30+
] [ |
= A
g 20
S
.m . .
‘T 101
o ———
0 T L T L] |
{0\\-:& %*'& o‘*‘& {\.-5@‘ @ 5
0& \Q& é\o é\o '&0
+ ) © o

Abbildung 4: Das demyelinisierte Areal nimmt mit zunehmender Krankheitsdauer ab:
Prozentualer Anteil der jeweiligen Lisionsflichen an der weilen Substanz des Riickenmarks
in der akuten Krankheitsphase (zwei bis sechs Tage) und den chronischen Krankheitsphasen
(ein, drei, sechs und neun Monate) der Maus (Anzahl der Miuse: Kontrolle n=5; akut n=8;
1 Monat n=14; 3 Monate n=>5; 6 Monate n=4; 9 Monate n=2). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert = SD dargestellt. Als statistischer Test wurde der Kruskal Wallis Test, mit dem

Dunn’s multiple comparisons test als Posttest, angewendet (* p < 0,05; *** p < 0,001).

Die gesunden Kontrollmiuse zeigten keine Lisionen. Bei den Miusen im akuten
Krankheitsstadium war durchschnittlich 35 £ 11% (Mittelwert £ SD) der weillen Substanz
des Riickenmarks demyelinisiert. Der Prozentsatz an entmarkter Fliche war zwischen den
gesunden Kontrollmiusen und den akut erkrankten Miusen signifikant unterschiedlich
(*** p < 0,001). Im ein- und dreimonatigem Krankheitsstadium waren 15 * 7% der weil3en
Substanz demyelinisiert, wobei hierbei der Unterschied zwischen den gesunden
Kontrollmiusen und den Mausen mit einer einmonatigen Krankheitsdauer signifikant war
(*p <0,05). Bei den Miusen im sechsmonatigen Krankheitsstadium wurde eine
Lasionsfliche von 10 £ 6%, und beim neunmonatigen Krankheitsstadium von 5 & 0%
ermittelt. Hier konnte hinsichtlich der entmarkten Flichen kein signifikanter Unterschied zu
den Kontrollmiusen ermittelt werden. Anhand der Werte ist demnach eine Abnahme der

demyelinisierten Areale tber die Krankheitsdauer erkennbar.

3.2  Die Dichte der Olig2-positiven Oligodendrozyten ist in den

chronischen EAE-Lisionen reduziert

Um zu untersuchen, ob es zu einem Verlust von Olig2-positiven Oligodendrozyten in

chronischen Liasionen kommt bzw. um die Anzahl derer in den entmarkten Lidsionen zu
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bestimmen, nutzten wir die immunhistochemische Doppelfirbung MBP/Olig2 (Abbildung
5). Hierbei wurde bei 400-facher VergroBerung mit Hilfe des Lichtmikroskops und eines
standardisierten Zahlgitters die Zellzahl pro mm? in der Lision ermittelt (Abbildung 06).

f

1 Monat 3 Monate

—
25 um

9 Monate

Abbildung 5: Riickenmarksausschnitte mit Olig2-positiven Oligodendrozyten:
Reprisentative Bilder der immunhistochemischen Doppelfirbung MBP (blau gefirbt) und
Olig2 (braun gefirbt) von Miusen in der akuten Krankheitsphase (zwei bis sechs Tage) und
den chronischen Krankheitsphasen (ein, drei, sechs und neun Monate). Bei den erkrankten

Miusen sind die Zellen innerhalb der Lasionen und bei den gesunden Miusen in der weillen
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Substanz durch Pfeile gekennzeichnet. In den gesunden Miusen wurde keine Anfarbung des
Myelins mit MBP-Immunhistochemie durchgefithrt. Der Messbalken entspricht jeweils 25

pm.
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Abbildung 6: Die Dichte der Olig2-positiven Oligodendrozyten ist in den chronisch
erkrankten Miusen um etwa die Hilfte reduziert: Dichte der Olig2-positiven Zellen in
der weillen Substanz von Kontrollmiusen und den entmarkten Lidsionen der Mause in der
akuten Krankheitsphase von zwei bis sechs Tagen und der Miuse in den chronischen
Krankheitsphasen von ein, drei, sechs und neun Monaten (Anzahl der Miuse: Kontrolle
n=5; akut n=8; 1 Monat n=14; 3 Monate n=5; 6 Monate n=4; 9 Monate n=2). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert = SD dargestellt. Als statistischer Test wurde der Kruskal
Wallis Test, mit dem Dunn’s multiple comparisons test als Posttest, angewendet (* p < 0,05).

Bei den Miusen in der akuten Krankheitsphase ist die mittlere Dichte der Oligodendrozyten
dhnlich hoch wie bei den gesunden Kontrolltieren, deren Mittelwert bei 400 £ 108 Olig2-
positiven Zellen/mm? liegt. Bei den Miusen mit einer Krankheitsdauer von ein bis neun
Monaten sind die Mittelwerte im Vergleich um etwa die Halfte reduziert. Es war nur ein
signifikanter Unterschied zwischen den gesunden Kontrollmiusen und den Miusen mit einer

einmonatigen Krankheitsdauer festzustellen (* p < 0,05).

3.3 Die Dichte der NogoA-positiven Oligodendrozyten ist in den

akuten und spiten chronischen EAE-Lisionen reduziert

Um zu untersuchen, ob es zu einem Verlust von NogoA-positiven Oligodendrozyten in
chronischen Lisionen kommt bzw. um die Anzahl dieser reifen Oligodendrozyten in den
entmarkten Lisionen zu bestimmen, nutzten wir die immunhistochemische Doppelfirbung
MBP/NogoA (Abbildung 7). Hierbei wutde bei 400-facher VergroBerung mit Hilfe des
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Lichtmikroskops und eines standardisierten Zahlgitters die Zellzahl pro mm? in der Lision
ermittelt (Abbildung 8).

gesund akut

3 Monate

6 Monate 9 Monate

Abbildung 7: Riickenmarksausschnitte mit NogoA-positiven Oligodendrozyten:
Reprisentative  Bilder der immunhistochemischen Doppelfirbung MBP  (blau
gefirbt)/NogoA (braun) der Miuse in der akuten Krankheitsphase (zwei bis sechs Tage) und
den chronischen Krankheitsphasen (ein, drei, sechs und neun Monate). Die reifen
Oligodendrozyten stellen sich braun gefirbt mit blauem Zellkern (Héimalaun-

Kerngegenfirbung) dar. Bei den erkrankten Miusen sind sie innerhalb der Lisionen und bei
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den gesunden Miusen in der wei3en Substanz durch Pfeile gekennzeichnet. In den gesunden
Miusen wurde keine Anfirbung des Myelins mit MBP-Immunhistochemie durchgefiihrt.
Der Messbalken entspricht jeweils 25 um.
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Abbildung 8: Die Dichte der NogoA-positiven Oligodendrozyten ist in den akuten
und spiten chronischen EAE-Lisionen reduziert: Dichte der NogoA-positiven Zellen
in der weillen Substanz von Kontrollmdusen und den entmarkten Lisionen der Méuse in der
akuten Krankheitsphase von zwei bis sechs Tagen und den Miusen in den chronischen
Krankheitsphasen von ein, drei, sechs und neun Monaten (Anzahl der Miuse: Kontrolle
n=5; akut n=8; 1 Monat n=14; 3 Monate n=5; 6 Monate n=4; 9 Monate n=2). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert = SD dargestellt. Als statistischer Test wurde der Kruskal

Wallis Test, mit dem Dunn’s multiple comparisons test als Posttest, angewendet (** p < 0,01).

Im Vergleich zum Mittelwert der gesunden Kontrollmause, der bei 218 + 42 NogoA-
positiven Zellen/mm? liegt, ist die Anzahl der NogoA-positiven Zellen bei den Miusen mit
akuter EAE auf etwa ein Drittel reduziert (** p < 0,01). Die mittlere Anzahl dieser steigt bis
drei Monate auf 161 £ 72 NogoA-positive Zellen/mm? und erreicht demnach nicht das
Niveau der Kontrollgruppe. Die Dichte NogoA-positiver Zellen in Lisionen von Miusen
mit einer sechsmonatigen Krankheitsdauer ist gegentiber der Kontrollgruppe reduziert und
mit 51 + 18 NogoA-positiven Zellen/mm? dhnlich dem von Miusen in der akuten
Krankheitsphase. Es war ein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden
Kontrollmiusen und den Miusen mit einer sechsmonatigen Krankheitsdauer festzustellen
(** p < 0,01). Vergleichbar reduziert ist die Dichte NogoA-positiver Zellen in Lisionen von

Miusen mit einer neunmonatigen Krankheitsdauer.
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3.4 Die Dichte frisch eingewanderter Entziindungszellen ist nur in

akuten EAE-Lisionen stark erthoht

Obwohl der Riickgang der LisionsgroB3e tiber die Zeit in der LFB-PAS-Firbung darauf
hindeutet, dass Remyelinisierung stattfindet, ist diese nicht komplett. Dartiber hinaus ist ein
starker Riickgang an Oligodendrozyten in chronischen Lidsionen zu beobachten. Eine
Erklirung fir diesen Rickgang kénnte eine kontinuierliche entmarkende Aktivitat oder eine
schubhafte wiederholte Makrophageninfiltration verbunden mit erneuter Myelinphagozytose
sein. Dies wiirde zu einer dauerhaften oder wiederholten Oligodendrozytenschidigung
fithren, was letztlich auch zu einer Erschépfung des Oligodendrozytenvorliduferpools fithren
konnte. Binhergehend mit diesen Uberlegungen untersuchten wir die Phagozyten innerhalb

der Lisionen in den verschiedenen Krankheitsstadien.

Um kurzlich eingewanderte Monozyten/Makrophagen und damit frisch entzindlich
infiltrierte Lidsionen festzustellen, nutzten wir die immunhistochemische Doppelfirbung
MBP/S100A9 (Abbildung 9). Hierbei wurde bei 400-facher VergroBerung mit Hilfe des
Lichtmikroskops und eines standardisierten Zihlgitters die Zellzahl pro mm? in der Lision
ermittelt (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Riickenmarksausschnitte mit S100A9-positiven Zellen: Reprisentative
Bilder der immunhistochemischen Doppelfirbung MBP (blau gefirbt)/S100A9 (braun
gefirbt) der gesunden Kontrolltiere sowie in der akuten Krankheitsphase (zwei bis sechs
Tage) und den chronischen Krankheitsphasen (ein, drei, sechs und neun Monate). Kirzlich
eingewanderte Monozyten und Makrophagen sowie auch Granulozyten stellen sich braun

gefirbt dar. Der Messbalken entspricht jeweils 25 pm.
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Abbildung 10: Die Dichte der S100A9-positiven Zellen ist nur in den akuten EAE-
Lasionen stark erhoht: Bei den gesunden Kontrollmiusen waren keine ST00A9-positiven
Zellen vorhanden. Dichte der S100A9-positiven Zellen in den entmarkten Lasionen der
Miuse in der akuten Krankheitsphase von zwei bis sechs Tagen und der Mause in den
chronischen Krankheitsphasen von ein, drei, sechs und neun Monaten (Anzahl der Miuse:
Kontrolle n=5; akut n=8; 1 Monat n=14; 3 Monate n=5; 6 Monate n=4; 9 Monate n=2).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD dargestellt. Als statistischer Test wurde der Kruskal
Wallis Test, mit dem Dunn’s multiple comparisons fest als Posttest, angewendet (* p < 0,05;
Rk p < 0,001).

Die gesunden Kontrollmiuse zeigen keine Lisionen und keine angefirbten Zellen. Bei den
Miusen in der akuten Krankheitsphase ist die Dichte ST00A9-positiver Zellen im Vergleich
zu den Kontrollmiusen signifikant erhoht und liegt bei 936 * 522 S100A9-positiven
Zellen/mm? (*** p < 0,001). Die Mittelwerte der Miuse mit einer Krankheitsdauer von ein
bis neun Monaten sind nahe Null, ihnlich dem der Kontrollmiuse. Nur eine Maus mit einer
sechsmonatigen Krankheitsdauer zeigt als AusreiBler eine erneute entziindliche Aktivitit in
einem Ruckenmarksquerschnitt, wodurch der Mittelwert auf 210 = 417 S100A9-positive
Zellen/mm? steigt. Es war ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Dichte S100A9-
positiver Zellen zwischen den akut erkrankten Miusen und den Midusen mit einer
einmonatigen Krankheitsdauer (* p <0,05) und ebenfalls zwischen den akut erkrankten

Miusen und den Mdusen mit einer dreimonatigen Krankheitsdauer (* p < 0,05) festzustellen.
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3.5 Die Makrophagenaktivitit nimmt in chronischen EAE-Lisionen
ab

Um die entziindliche und entmarkende Aktivitit der Lisionen im zeitlichen Verlauf besser
untersuchen zu konnen, nutzten wir zusitzlich zu dem Marker S100A9 die
immunhistochemische Doppelfirbung MBP/Mac3. Wir teilten jede Maus aufgrund ihrer
Makrophagen-Morphologie der Riickenmarksquerschnitte mittels eines vierstufigen Scores
in Gruppen ein (Abbildung 11).

Diese in Gruppen eingeteilten Mduse sind in der unten stehenden Tabelle eingetragen. In
der Tabelle ist zu sehen, dass die Miuse mit einer kiirzeren Krankheitsdauer tendenziell einen
hoheren Score als die Miuse mit einer lingeren Krankheitsdauer haben. Da eine Maus mit
einer sechsmonatigen Krankheitsdauer bereits als Ausreiler in der Doppelfirbung
MBP/S100A9 festgestellt wurde, spiegelte sich dies auch in der Firbung MBP/Mac3 wider.
Hierbei erreichte einer ihrer Riickenmarksquerschnitte den Score 3, wihrend die restlichen
Riickenmarksquerschnitte lediglich die Scores 0 und 1 erreichten. Daher wurde diese Maus

in der Tabelle zusitzlich mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Abbildung 11: Scores der Makrophagen-Morphologie: Reprisentative Bilder der
immunhistochemischen Doppelfirbung MBP (blau gefirbt)/Mac3 (braun gefirbt) fur die
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Einteilung der Makrophagen-Morphologie in verschiedene Scores. Die Makrophagen stellen
sich braun gefirbt dar. Score 3 zeigt Makrophagen mit MBP-Granula, hinweisend auf aktive
Myelinphagozytose. Score 2 zeigt, dass die Zellen vergroBlert sind, ohne Granula im
Zytoplasma. Bei Score 1 sind die Ausliaufer der Makrophagen zu sehen. Score 0 bedeutet,

dass keine Makrophagen vorhanden sind. Der Messbalken entspricht jeweils 25 pm.

Tabelle 16: Verteilung der Miuse auf die Scores der Makrophagen-Morphologie

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3
akut 0 0 0 8
1 Monat 2 6 6 0
3 Monate 3 2 0 0
6 Monate 2 1+(1)* 0 (H*
9 Monate 2 0 0 0

3.6 Die Axondichte in den Liasionen nimmt mit zunehmender
Krankheitsdauer ab

Um zu analysieren, ob es mit lingerer Krankheitsdauer zu einem axonalen Verlust in den
spinalen Entmarkungslisionen der Miuse kommt, und um die Dichte der Axone bei
gesunden Mausen und innerhalb der Lisionen wihrend der verschiedenen Krankheitsphasen

zu beobachten, nutzten wir die Versilberung nach Bielschowsky (Abbildung 12).

Hierbei wurde bei 400-facher VergroBlerung mit Hilfe des Lichtmikroskops und eines

standardisierten Zahlgitters die Axonzahl pro mm? in der Lision ermittelt (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Riickenmarksausschnitte mit Axonen: Reprisentative Bilder der
Versilberung nach Bielschowsky der gesunden Kontrolltiere sowie in der akuten
Krankheitsphase (zwei bis sechs Tage) und den chronischen Krankheitsphasen (ein, drei,
sechs und neun Monate). Die Axone stellen sich schwarz gefirbt dar. Die schwarz
umrandeten Areale kennzeichnen die Lisionen innerhalb der weilen Substanz. Der

Messbalken entspricht jeweils 25 pm.
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Abbildung 13: Die Axondichte nimmt mit zunehmender Krankheitsdauer ab: Dichte
der Axone in der weilen Substanz bei gesunden Kontrollmdusen und den entmarkten
Lisionen der Mause in der akuten Krankheitsphase von zwei bis sechs Tagen und der Mause
in den chronischen Krankheitsphasen von ein, drei, sechs und neun Monaten (Anzahl der
Miuse: Kontrolle n=5; akut n=8; 1 Monat n=14; 3 Monate n=5; 6 Monate n=4; 9 Monate
n=2). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD dargestellt. Als statistischer Test wurde der
Kruskal Wallis Test, mit dem Dunn’s multiple comparisons test als Posttest, angewendet
(** p <0,01).

Im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren mit einem Mittelwert von 43360 + 1252
Axonen/mm? ist die Dichte der Axone aller erkrankten Miuse generell reduziert. Bei den
akuten Midusen besteht eine Reduktion auf 13050 * 2275 Axone/mm? wobei hier ein
signifikanter Unterschied zwischen den gesunden Kontrollmiusen und den akut erkrankten
Miusen festzustellen war (** p < 0,01). Es sollte erwahnt werden, dass es in akuten Lisionen
durch Influx von Wasser und Immunzellen zu einer Verdringung von Axonen kommt. Die
starke Reduktion der Axonzahl spiegelt auch diese Verdringung wider und muss nicht

unbedingt einen axonalen Verlust in diesem Ausmaf} bedeuten.

Zwischen den Miusen in der akuten Krankheitsphase und den Miusen mit einer
Krankheitsdauer von ein und drei Monaten ist die Dichte annihernd gleichbleibend. Bei den
Miusen mit einer Krankheitsdauer von sechs und neun Monaten ist im Vergleich zu den
Kontrollmiusen eine signifikante Reduktion bis 4980 + 2291 Axone/mm? zu verzeichnen.
Es war ein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden Kontrollmiusen und den
Miusen mit einer sechsmonatigen Krankheitsdauer (** p <0,01) sowie zwischen den
gesunden Kontrollmiusen und den Mausen mit einer neunmonatigen Krankheitsdauer

(** p < 0,01) festzustellen.
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4 Diskussion

Mithilfe des Tiermodells der EAE lassen sich die Mechanismen der Autoimmunerkrankung
MS und die damit einhergehende Schidigung des ZNS untersuchen (Gold et al. 2000).

In dieser Arbeit wurden akute und chronische Lisionen im zeitlichen Vetlauf in einem
spontanen Mausmodell der EAE charakterisiert. Hierfiir wurden die Mause nach Ausbruch
der Krankheit zu verschiedenen Zeitpunkten histologisch und immunhistochemisch
untersucht. Die Beurteilung des akuten Krankheitsstadiums erfolgte nach zwei bis sechs
Tagen, und die des chronischen Krankheitsstadiums nach ein, drei, sechs und neun Monaten.
Ein besonderer Schwerpunkt lag in dieser Arbeit auf der Untersuchung der Oligodendroglia

im zeitlichen Verlauf und der Frage, ob chronische Lisionen remyelinisieren.

In den Riickenmarksquerschnitten der erkrankten Méuse fanden sich in der weillen Substanz
entmarkte Lisionen. Um eine Aussage tber das Ausmal} einer Demyelinisierung oder
gegebenenfalls  Remyelinisierung  zu  treffen, bestimmte ich die Groéfle der
Entmarkungslisionen in der LFB-PAS-Firbung. Hierbei zeigte sich, dass die Lasionen im
Laufe der Krankheitsdauer an GréBe abnehmen. Da die myelinbildenden Oligodendrozyten
und ihre Vorlduferzellen fir eine Remyelinisierung verantwortlich sind, wurde die Dichte
dieser Zellen ermittelt. Hier wurde zur Beurteilung Olig2 als genereller
Oligodendrozytenmarker und NogoA als spezifischer Marker fiir reife Oligodendrozyten
genutzt. Dabei zeigte sich eine kontinuierliche Reduktion der Dichte beider Marker in den

chronischen EAE-Lisionen mit zunehmender Krankheitsdauer.

Des Weiteren wutrde die Dichte von Monozyten/Makrophagen sowie die Morphologie der
Makrophagen/aktivierten Mikroglia in den Riickenmarkslisionen der Maus betrachtet. Dies
diente der Untersuchung der Entziindungsaktivitit der Lisionen und der Frage, ob eine
erneute Infiltration von Entziindungszellen in chronischen Lisionen zur wiederholten
Entmarkung fihrte. Meine Ergebnisse zeigten, dass nur im akuten Stadium eine erhéhte

Dichte an Entziindungszellen mit einer phagozytierenden Morphologie festzustellen war.

Um die Frage zu kliren, ob es im Laufe der Erkrankung zu einem Axonverlust kommt,
wurde die Dichte der Axone ermittelt. Hierbei fand ich heraus, dass es zu einer

fortschreitenden Reduktion der Axondichte in den chronischen Krankheitsphasen kam.

4.1 Das akute Krankheitsstadium geht mit hohem
Demyelinisierungsausmal} und hoher Immunzellinfiltration
einher

Betrachtet man die Lasionen in den akut erkrankten Méusen, so waren die demyelinisierten

Bereiche in der weilen Substanz des Riickenmarks gegeniiber denen der chronischen

Krankheitsstadien am grofBflichigsten. Es liel3 sich aullerdem erkennen, dass im akuten

Stadium viele kiirzlich infiltrierte Makrophagen vorhanden sind. Die phagozytierende
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Morphologie der Makrophagen/aktivierten Mikroglia in den akuten EAE-Stadien deutet
ebenfalls darauf hin, dass eine akute Entziindung im Gange ist und sie mit einer massiven
Phagozytose des Myelins verbunden ist. Meine Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen
bei MS-Patient*innen. So wurde auch in akut demyelinisierenden MS-Lisionen festgestellt,
dass Makrophagen bzw. phagozytierende Mikrogliazellen in hoher Dichte auftreten und sie
im Vergleich zu spiteren Krankheitsstadien am hochsten ist (Adams und Poston 1990; Boyle
und McGeer 1990; Briick et al. 1996). Weitere Studien zeigten, dass in frischen MS-Lisionen
Axone demyelinisiert werden und die Makrophagenanzahl im Verhiltnis zur Schidigung des
Gewebes stand (Trapp 2004; Yamasaki et al. 2014). Kuhlmann et al. teilen aktiv
demyelinisierende MS-Lisionen in frith- und spit aktive Lisionen ein. Diese Einteilung
beruht auf der Art der phagozytierten Myleinproteine, wobei frih aktive Lasionen durch die
Anwesenheit von CNP, MOG und MAG und spit aktive durch PLP und MBP in den
Phagolysosomen gekennzeichnet sind (Kuhlmann et al. 2017).

Ich stellte auBBerdem in den akut entmarkten EAE-Lisionen einen Verlust von NogoA-
positiven reifen Oligodendrozyten im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren fest. Daraus
schliee ich, dass die aktive Inflammation und massive Phagozytose des Myelins durch
Makrophagen mit Schidigung bzw. Verlust der reifen Oligodendrozyten einhergeht. In
humanen MS-Autopsien friher MS-Lisionen konnte gezeigt werden, dass als Folge eines
Oligodendrozytenverlustes die Makrophagen nicht-vitales Myelin abrdumen (Prineas und
Parratt 2012). Es besteht jedoch auch die gegenliufige These, dass die Verinderung der
Oligodendrozyten-Morphologie in inflammatorischen Lidsionen von auflen nach innen
verlauft, sprich die Myelinschidigung der Oligodendrozytenschidigung vorausgeht. Daraus
wurde abgeleitet, dass die Oligodendrozyten mit ihren kiirzeren und wenigeren Fortsitzen
wahrscheinlich lingere Zeit in diesem Zustand uberleben kénnen. Die Méglichkeit
Myelinscheiden neu zu bilden, kénnte dabei erhalten bleiben (Romanelli et al. 2016). Dass
die iberlebenden reifen Oligodendrozyten an der Remyelinisierung beteiligt sein kénnten,
konnte kiirzlich auch in Tierversuchen bestitigt werden. Dabei gingen von dem gleichen
Oligodendrozyten sowohl bisherige als auch neu gebildete Myelinscheiden aus. Man nimmt
an, dass die Oligodendrozyten, neben der bisherigen Myelinscheiden, mit Hilfe ihrer
Fortsitze wieder Kontakt zu demyelinisierten Axonen aufnahmen und diese remyelinisierten
(Duncan et al. 2018).

Zusitzlich zu den reifen Oligodendrozyten untersuchte ich im Rahmen dieser Arbeit auch
ihre Vorlauferzellen. Die Dichte an Olig2-positiven Oligodendrozyten war im akuten
Krankheitsstadium sehr hoch, vergleichbar mit der Dichte in gesunden Kontrollmausen. Im
Vergleich zur sehr geringen Dichte der NogoA-positiven Oligodendrozyten sind damit
verhiltnisméBig mehr Vorlauferzellen als reife Oligodendrozyten vorhanden. So zeigte eine
Studie an MS-Patient*innen, dass der Prozentsatz an Lisionen, die primyelinisierende
Oligodendrozyten enthielten, umgekehrt proportional zur Krankheitsdauer war. Das heil3t,
nach kurzer Krankheitsdauer enthielt die Lision noch viele primyelinisierende

Oligodendrozyten (Chang et al. 2002). Dementsprechend war in unserem Versuch im akuten
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Stadium entweder nur die Dichte reifer, und somit myelinbildender Oligodendrozyten als
Folge der Immunreaktion gering und die Vorlduferzellen blieben weitgehend verschont, oder
es gab bereits in der kurzen Krankheitsphase einen Signalweg, der die Vorlduferzellen dazu
veranlasste zu proliferieren und in die Lidsion einzuwandern, um nachfolgend zu
myelinisierenden Oligodendrozyten zu differenzieren und letztlich die Schidigung der

Axone einzudimmen.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass im akuten Krankheitsstadium sowohl das
Demyelinisierungsausmal3 der Lisionen als auch die Inflammation und Phagozytoseaktivitit
der Makrophagen im Vergleich zu den chronischen Krankheitsstadien am hochsten war. Es
konnte eine gewisse Dichte an Vorlauferzellen sowie an reifen Oligodendrozyten verzeichnet
werden, wobei die der Vorldufer héher war. Somit kénnten parallel zur Demyelinisierung
bereits remyelinisierende Prozesse in akuten EAE-Lisionen stattfinden. Da aulerdem ein
entziindlicher Demyelinisierungsprozess bei MS remyelinisierungsférdend ist, konnte es
sein, dass das Liasionsausmal3 der spontanen EAE ohne Remyelinisierung groBer hatte
ausfallen kénnen (Franklin 2002). Dass akut demyelinisierte Lésionen ein hohes Potential
zur  Remyelinisierung haben, ldsst sich auch in akuten, Toxin induzierten
Entmarkungsmodellen beobachten. In einem Lysolecithin-induzierten Rattenmodell wurden
die Auswirkungen einer Makrophagendepletion auf die Remyelinisierungsrate untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Makrophagen mit der
Remyelinisierungseffizienz, gerade in frihen Stadien, korreliert. Nach dieser Hypothese,
konnten entziindungshemmende Medikamente ggf. die Regeneration nach einer
Entmarkung vermindern (Kotter et al. 2001). In einem weiteren Modell wurden Mause fiir
kurze Zeit mit dem Oligodendrozytentoxin Cuprizon gefiittert. Sobald sie hiernach normale
Nahrung erhielten, konnte eine Neubesiedlung mit reifen Oligodendrozyten in den Lisionen
beobachtet werden und Axone wurden remyelinisiert (Mason et al. 2004). Des Weiteren geht
man davon aus, dass auch bei MS bestimmte Zytokine férderlich fiir die Remyelinisierung
sind. Mit Hilfe von Cuprizon-induzierten Mausmodellen konnte festgestellt werden, dass
z. B. IL-1B sowie TNF-a stimulierend auf die Remyelinisierung durch Oligodendrozyten
wirken (Arnett et al. 2001; Mason et al. 2001).

Im Folgenden wird nun auf die chronischen Krankheitsstadien eingegangen.

4.2 Die chronischen Krankheitsstadien deuten trotz Reduktion der

Lisionsgrofle auf eine Inaktivitit der Lasionen hin

In meinen Experimenten wurde eine stetige demyelinisierende Aktivitit eine Zunahme der
LasionsgroBe im Laufe der EAE-Erkrankung bedeuten. Ich stellte jedoch in den chronischen
Krankheitsstadien eine kontinuierliche Reduktion der Lisionsgrole fest, was auf eine

Remyelinisierung hindeuten kénnte.
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Um eine mogliche Remyelinisierung nachzuweisen, untersuchte ich die Oligodendrozyten
und deren Vorlduferzellen in den chronischen Krankheitsstadien. Grund dafir ist die
Annahme, dass bei der Remyelinisierung die durch Oligodendrozyten stattfindende
physiologische Myelinisierung wiederholt wird. Hierbei gibt es zwei Moglichkeiten:
Oligodendrozytenvorlduferzellen proliferieren und wandern zu den demyelinisierten
Axonen, wo sie sich zu reifen Oligodendrozyten differenzieren und die Axone myelinisieren
(Stangel 2004). Ebenso besteht die Moglichkeit, dass Vorlduferzellen im Gewebe vorliegen,
in die Lisionen einwandern und sich dort differenzieren (Franklin und Gallo 2014). Meine
Ergebnisse zeigten, dass es in den chronischen EAE-Stadien, verglichen mit dem akuten
Stadium, zu einer Reduktion der Dichte der Olig2-positiven Oligodendrozyten kommt, was
auf einen generellen Verlust von Oligodendrozyten hindeutet. Betrachtet man nun die
NogoA-positiven Oligodendrozyten, wurde bei den Miusen mit ein- und dreimonatiger
Krankheitsdauer ein leichter Anstieg von reifen Oligodendrozyten festgestellt, der auf die
Differenzierung von Vorlduferzellen oder die Rekrutierung von Oligodendrozyten
hinweisen konnte. Fin Teil der Olig2-positiven Oligodendrozyten, die im akuten Stadium
noch in hoher Zahl vorlagen, kénnte sich differenziert haben und nun in der ein- und
dreimonatigen Krankheitsphase NogoA exprimieren. Diese Zellen konnten im Zuge der
Differenzierung auch Axone remyelinisiert haben. In den Méiusen mit einer Krankheitsdauer
von sechs und neun Monaten war jedoch wieder eine deutlich geringere Dichte an reifen
Oligodendrozyten zu verzeichnen, sodass die Dichte der NogoA-positiven Zellen dhnlich
niedrig wie im akuten Stadium war. Ebenso war die Dichte der Olig2-positiven
Oligodendrozyten in den spiten chronischen EAE-Stadien sehr gering. Demnach sind in
diesem Stadium sowohl sehr wenige reife Oligodendrozyten als auch eine geringe Anzahl
wohl nicht mehr differenzierender Vorlduferzellen vorhanden. So gehen meine Ergebnisse
konform mit MS-Studien, bei denen man in den Lisionen des chronischen Stadiums nur
selten reife Oligodendrozyten fand, obwohl noch Vorlauferzellen vorhanden waren. Daraus
wurde abgeleitet, dass im Laufe der Erkrankung die Fihigkeit der Vorlauferzellen zur
Differenzierung abnimmt (Kuhlmann et al. 2008). Eine mogliche Erklirung hierfir kénnte
sein, dass die Vorlduferzellen in ihrem Differenzierungsprozess aufgrund gewisser
Transkriptionsfaktoren stagnieren. Diese Transkriptionsfaktoren, z. B. Id2 oder Soxo,
unterdriicken die Expression von Myelin-Genen und hemmen damit die Ausdifferenzierung
zu myelinisierenden maturen  Oligodendrozyten. Diese Tatsache konnte die
Remyelinisierung trotz noch vorhandener Oligodendrozyten limitieren (Emery 2010). Neben
diesem  Differenzierungsversagen geht man zudem davon aus, dass die
Remyelinisierungsfahigkeit allgemein mit zunehmendem Alter des Individuums abnimmt
(Hampton et al. 2012; Ruckh et al. 2012). So wurde z. B. in einem Rattenmodell, mit
zunehmendem  Alter  der  Tiere, eine  beeintrichtigte = Rekrutierung  an
Oligodendrozytenvorlduferzellen festgestellt, was zu einer altersbedingten Abnahme der
Remyelinisierungseftfizienz fihrte (Sim et al. 2002). Eine weitere Erklarung fiir den Mangel

an Remyelinisierung, trotz einer gewissen Verfiigharkeit von Oligodendrozytenvorliufern in
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chronischen MS-Lisionen, koénnte in ihrer Erschopfung aufgrund stindiger De- und
Remyelinisierung liegen (Lassmann 1998). Hingegen wurde bei einem EAE-Rattenmodell
gezeigt, dass auch nach wiederholten induzierten kortikalen Demyelinisierungsepisoden
keine grof3e Beeintrichtigung der Rekrutierung und Bildung der Oligodendroglia sowie der
Remyelinisierungskapazitit zu erkennen war (Rodriguez et al. 2014). Es gibt jedoch auch die
Theorie, dass die fehlende Remyelinisierungskapazitit von chronischen MS-Lisionen nicht
auf das Fehlen von Oligodendrozytenvorliufern zuriickzufithren ist, sondern auf das Milieu
in der chronischen Lision, das eine Remyelinisierung verhindert. Eine atypische molekulare
Struktur chronisch entmarkter Axone oder eine Verschiebung des Gleichgewichts an
Wachstumsfaktoren, die die Myelinisierung steuern, koénnten beispielsweise damit in
Verbindung stehen (Chang et al. 2002). Bei einem durch Cuprizon induzierten
Demyelinisierungsmodell der Maus schien der Grund fiir eine fehlende Remyelinisierung
cher in der Abnahme der Oligodendrozyten in den chronisch demyelinisierten Lisionen als
in der Unmdglichkeit chronisch entmarkter Axone remyelinisiert zu werden, zu liegen.
Nachdem die Mause zwolf Wochen lang mit Cuprizon behandelt wurden, stieg man auf
normale Nahrung um und beobachtete keine Regeneration der Oligodendrozyten. Als man
den Miusen jedoch nach der Cuprizon Behandlung adulte Oligodendrozytenvorlaufer in
chronisch demyelinisierte Lasionen transplantierte, kam es nach der Umstellung auf normale
Nahrung zu einer Regeneration reifer Oligodendrozyten und einer Remyelinisierung (Mason
et al. 2004).

Ursdchlich  fir eine fehlende Remyelinisierung und  Differenzierung  von
Oligodendrozytenvorlauferzellen kénnten auch verdnderte Entziindungsreaktionen sein.
Die reduzierten Infiltrate mit Entziindungszellen in chronischen Lisionen der MS, im
Gegensatz zu den aktiven Entzindungsreaktionen in frithen MS-Lisionen, deuten auf diese
Moglichkeit hin (Kuhlmann et al. 2008). Bei MS geht man davon aus, dass die
Remyelinisierungskapazitit durch ein leicht entziindliches Milieu geférdert wird. Gleichzeitig
konnte eine zu lang andauernde oder zu oft stattfindende Entziindungsaktivitit die
Oligodendrozyten soweit schidigen, dass es zu einer Erschopfung des Votlduferpools
kommen konnte. Dies veranlasste mich zur Untersuchung der Immunzellinfiltration in den
chronischen Entmarkungslisionen. Meine Ergebnisse in den chronischen Tieren mit einer
ein- bis neunmonatigen Krankheitsphase zeigten eine sehr geringe Anzahl von frisch
eingewanderten ST00A9-positiven Makrophagen und Monozyten verglichen mit dem akuten
Krankheitsstadium. Auch die Mac3-positiven Makrophagen/Mikroglia zeigten eine
Verinderung in der Morphologie im Laufe der Erkrankung. Diese zog sich von den akuten
Lisionen, in denen noch myelinphagozytierende schaumzellige Makrophagen (Score 3)
vorlagen, bis hin zum spiten chronischen Stadium, in dem die Lisionen letztlich Mac3
komplett als Marker verloren (Score 0). Ebenso identifizierte man in aktiven MS-Lisionen
viele Immunzellen, wie Makrophagen und aktivierte Mikroglia, mit phagozytiertem Myelin.
Viele der zunichst aktiven Lisionen wurden schlieBlich inaktiv, zeigten keine Hinweise mehr

auf eine aktive Phagozytose und die Dichte der Phagozyten nahm ab. Das lidsst den Schluss
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zu, dass die Dichte dieser Zellen einen Hinweis auf das Alter der Lision gibt (Trapp 2004;
Kuhlmann et al. 2017).

Grundsitzlich stellte ich myelinphagozytierende schaumzellige Makrophagen (Score 3) nur
noch sehr selten und ausschlieB3lich in vereinzelten Riickenmarksquerschnitten der Mause
mit einer einmonatigen Krankheitsdauer fest. Da hierbei jedoch die Dichte an ST00A9-
positiven Zellen nahe Null war, dhnlich dem Kontrollwert, befindet sich die
Immunzellreaktion dieser Lisionen vermutlich gerade im Rickgang und zeugt nicht von
einem erneuten Infiltrat. Nur ein Rickenmarksquerschnitt einer Maus mit einer
Krankheitsdauer von sechs Monaten zeigte in meinen Experimenten ein erneutes Infiltrat
mit S100A9-positiven Zellen und eine myelinphagozytierende Morphologie der
Makrophagen (Score 3). Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass neue Lisionen
sporadisch auftreten und in den Versuchen unterreprisentiert sind, da die Untersuchung der
Tiere nur eine Momentaufnahme darstellt. Dagegen spricht allerdings, dass die
Rickenmarksquerschnitte einer jeden Maus keine sehr unterschiedlich aussehenden
Lisionen aufwiesen und sich die Morphologie der Makrophagen nicht drastisch unterschied.
Des Weiteren waren ab einem Krankheitsstadium von drei Monaten hochstens vereinzelt
noch schaumzellige Makrophagen ohne sichtbare MBP-positive Granula (Score 2) zu
erkennen, und mit der Dauer der Erkrankung wurde die Makrophagendichte und —aktivitit
immer geringer bis hin zum Score 0. Somit ist eine klare Tendenz zur Abnahme der
Immunzellreaktion erkennbar. Man kann also in unserem Versuch von einem

monophasischen Krankheitsverlauf der ganz tiberwiegenden Mehrzahl der Miuse ausgehen.

Unter Vernachlissigung der Maus im sechsmonatigen Krankheitsstadium mit einem
erneuten Infiltrat schlussfolgerte ich daher, dass es innerhalb der chronischen
Krankheitsstadien keine andauernden oder wiederkehrenden Entziindungs- und
Demyelinisierungsphasen gab. Demnach nahm die Oligodendrozytenanzahl vermutlich
nicht als Folge einer Makrophagenaktivitit kontinuierlich ab, sondern es nahmen wohl
andere Mediatoren Finfluss auf den Oligodendrozytenverlust. Dieser beschriebene
Krankheitsverlauf, ohne Remissionen oder Ruckfille, ist in der Regel typisch fur die doppelt-
transgenen OSE-Mause (Krishnamoorthy et al. 20006).

Zusammenfassend beobachtete ich trotz Feststellung einer vermutlichen Inaktivitit der
Lasionen, einer geringen Dichte an Oligodendroglia und demnach einer fehlenden oder
zumindest mangelnden Remyelinisierung eine deutliche Reduktion der Lisionsgrof3e im
Verlauf der chronischen Krankheitsstadien. Dass jedoch Teile der Lisionen, insbesondere
am Rand, oder kleine Lisionen remyelinisiert wurden, kann mit unseren Methoden nicht
ausgeschlossen werden. Dazu bedarf es weiterer Untersuchungen, beispielsweise mit Hilfe

der Elektronenmikroskopie.
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4.3 Die Reduktion der Axondichte spricht fiir eine mogliche Atrophie

der Lisionen

Um die Lasionen auf eine Atrophie hin zu untersuchen, betrachtete ich die Axondichte in
der Bielschowsky-Versilberung im Verlauf der Krankheitsdauer. Es wird angenommen, dass
ein axonaler Verlust eine wichtige Rolle fir die Atrophie von MS-Lisionen spielt und die
axonale Degeneration sich in nicht entziindlichen Lisionen fortsetzt (Trapp und Stys 2009).
So wurde auch bei chronischen MS-Lisionen ein Zusammenhang zwischen der andauernden
Axondegeneration und der Krankheitsdauer der Patient*innen festgestellt (Schirmer et al.
2011). Im Vergleich zu den Mausen im akuten Krankheitsstadium, bei denen die Axondichte
im Verhiltnis zu den Kontrollmiusen stark reduziert war, konnte bei den Miusen im ein-
und dreimonatigen Krankheitsstadium ein leichter Anstieg der Axondichte verzeichnet
werden. Zu beachten ist jedoch, dass akute Lisionen 6demat6s sind und es dadurch zu einer
Verdringung der Axone kommen kann. Die Axonreduktion muss daher nicht einen
axonalen Verlust in dem beobachteten Ausmal3 bedeuten. Wahrscheinlicher ist, dass der
Axonverlust wihrend des Krankheitsverlaufs kontinuierlich voranschreitet. Auch bei den
NogoA-positiven Oligodendrozyten war bei den Miusen im ein- und dreimonatigen
Krankheitsstadium ein leichter Anstieg ihrer Dichte zu erkennen. Grundsitzlich sind
Oligodendrozyten wichtig fiir den Erhalt der Axone. So besteht auch bei MS die These, dass
axonaler Verlust durch eine Stoffwechsel unterstiitzende Einheit aus Oligodendrozyt, Myelin
und Axon verhindert wird, da diese einen physischen und nutritiven Schutz des Axons bietet.
Ist dies nicht gegeben, kann es letztlich zu einer kontinuierlichen axonalen Degeneration
kommen, was dazu fihrt, dass die Axondichte in chronisch demyelinisierten Plaques
niedriger ist als bei remyelinisierten Plaques (Trapp 2004; Stadelmann et al. 2019). Auf eine
fehlende Remyelinisierung deutet bei unseren Miusen ebenfalls der weitere Abfall der
Axondichte im sechs- und neunmonatigen Krankheitsstadium hin, denn eine fehlende
Remyelinisierung kann langfristig zu Axonschiden und dem Verlust von Axonen bis hin zur

Atrophie der Lision fihren.

Interessant an dieser Stelle wire zu erOrtern, ob es neben der Relation von Axon zu
Oligodendrozyt noch weitere Faktoren bei MS gibt, die mit einem Axonverlust in
Verbindung gebracht werden kénnten. Bislang ist wenig tiber die Mechanismen der axonalen
Schidigung bekannt. Aus Untersuchungen schlieBt man, dass es bei chronisch
demyelinisierten Axonen zu einer sogenannten chronisch virtuellen Hypoxie kommen kann.
Diese entsteht dadurch, dass die erregbaren demyelinisierten Axone mehr Energie fir die
Impulsweiterleitung benotigen, jedoch eine reduzierte ATP-Produktion aufweisen. Dieser
Zustand, bedingt durch u.a. einer mitochondrialen Dysfunktion oder Stérungen im
Ionenhaushalt, kann letztlich zur chronischen Nekrose der Axone fihren (Trapp und Stys
2009). Beztiglich der Mitochondrien konnte aullerdem gezeigt werden, dass sie zwar
vermehrt zu demyelinisierten Axonen wandern, jedoch ihren Hohepunkt erst erreichen

nachdem die Degeneration der Axone stattfand (Licht-Mayer et al. 2020). In Tierstudien
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stellte sich zudem heraus, dass die demyelinisierungsassoziierte Axondegeneration sowohl
altersabhingig als auch genetisch bedingt sein kénnte. Hierzu verwendete man mit Cuprizon
intoxikierte C57BL/6-Miuse verschiedenen Alters und Schweizer Albinomause des ICI-
Stammes. Zum einen war der Axonverlust bei den ilteren Mausen hoher als bei den jungen.
Zum anderen wurde in den Albinomausen, die eine viel héhere Cuprizondosis verabreicht
bekamen, retrospektiv eine niedrigere Inzidenz der Axondegeneration gegeniiber der
C57BL/6-Miuse verzeichnet (Blakemore 1973a; Blakemore 1973b; Blakemore 1974; Irvine
und Blakemore 2000).

Zusammenfassend kann ich anhand der mir zur Verfiigung stehenden Methoden eine
mogliche Rempyelinisierung von Teilen der Lisionen oder kleiner Liasionen nicht
ausschlieSen. Dennoch sprechen viele Punkte fiir eine Atrophie grofler Teile der Lisionen.
Einer der wichtigsten Punkte ist die Abnahme der Axondichte, welche als Anhaltspunkt fiir
die Atrophie von Lisionen angesechen wird. Ein weiterer Punkt ist die Abnahme der
Oligodendrozytendichte. Die Reduktion dieser Zellen kann dazu fihren, dass Axone
verloren gehen, weil sie nicht remyelinisiert werden. Als letztes ist auf die Inaktivitit der
Lisionen aufgrund der fehlenden Immunzellinfiltration und Phagozytoseaktivitit der

Makrophagen hinzuweisen.

Nachfolgend werden Aspekte meiner Ergebnisse des spontanen doppelt-transgenen

Mausmodells Aspekten chronisch inaktiver MS-Lisionen gegeniiber gestellt.

4.4  Chronische Lisionen im spontanen doppelt-transgenen EAE-

Modell spiegeln Merkmale inaktiver MS-Lisionen wider

Die chronischen EAE-Lisionen in unserem spontanen doppelt-transgenen Mausmodell
weisen viele Merkmale chronisch inaktiver demyelinisierter MS-Lisionen auf und bieten sich

daher als experimentelles Hilfsmittel an.

Zu diesen Merkmalen zihlt zum einen der Verlust von Oligodendrozyten. Meine Ergebnisse
in der Olig2- und NogoA-Firbung zeigten eine starke Reduktion der Oligodendrozyten in
spiten Krankheitsphasen. Ein fast vollstindiger Verlust von Oligodendrozyten wurde
ebenfalls in inaktiven MS-Liasionen festgestellt (Hametner et al. 2013).

Ein weiteres Merkmal ist, dass keine aktive Demyelinisierung in den chronischen Lisionen
festzustellen ist und die Mikroglia/Makrophagen keine aktivierte Morphologie zeigen. So
war bei unseren Miusen in den spiteren chronischen Krankheitsstadien keine ablaufende
Phagozytose mehr auszumachen, was auf eine Inaktivitit der Lisionen hindeutet. Auch bei
MS konnen Lisionen inaktiv und hypozellulir sein. Sie beinhalten nur wenige
Makrophagen/Mikroglia (Kuhlmann et al. 2017).

Bezuglich der Verteilung der Makrophagen/Mikroglia innerhalb der MS-Lisionen besitzen
sie in den sogenannten kombiniert aktiv/inaktiven Lisionen jedoch ein hypozellulites,

inaktives Zentrum mit einem schmalen Rand aus aktivierten Mikroglia und Makrophagen,
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die im Zytoplasma MBP und PLP enthalten. Diese werden als sogenannte schwelende
Lisionen bezeichnet, welche einer langsamen, anhaltenden Demyelinisierung unterliegen
konnten. Es steht jedoch noch zur Debatte, ob diese Lisionen nicht doch eine neu
aufflammende Entziindung darstellen oder sie von einer fritheren Demyelinisierung
herrihren (Frischer et al. 2009; Kuhlmann et al. 2017). Eine derartige Verteilung der Zellen
im Rickenmarksquerschnitt der Maus innerhalb der verschiedenen Lisionsstadien konnte

ich nicht feststellen.

Ein weiteres gemeinsames Merkmal zwischen den chronischen EAE- und inaktiven MS-

Lasionen kann in der deutlichen Reduktion der Axone gesehen werden (Mews et al. 1998).

Fir das spontane doppelt-transgene EAE-Modell ist in der Regel ein Krankheitsverlauf ohne
Remissionen typisch (Krishnamoorthy et al. 2006). Dementsprechend lisst die Verwendung
dieser Art von EAE-Miusen nicht die Moglichkeit zu, Ruckfille zu studieren (Ransohoff
2012). Anders als bei diesem EAE-Modell macht jedoch bei MS der schubférmig-
remittierende Krankheitsverlauf mit 90% den hochsten Prozentsatz aus, wovon allerdings

50% in den sekundar chronisch-progredienten Verlauf tibergehen (Saguil et al. 2014).

Obwohl das spontane doppelt-transgene Mausmodell nicht die komplette Vielschichtigkeit
der MS-Pathologie abdeckt, mussen fiir dieses Modell, vergleichbar mit der MS, die Mause
ebenfalls nicht immunisiert oder T-Zell transferiert werden. Da noch nach einem méglichen
Antikorper fiir MS gesucht wird und der Ausléser fiir MS noch nicht gefunden ist, kann
dieses Modell auf experimenteller Ebene zur Erforschung der MS oder neuer therapeutischer

Ansatze nttzlich sein.

4.5  Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussfolgernd zeigen meine Ergebnisse eine Abnahme des demyelinisierten Lisionsareals
mit zunehmender Krankheitsdauer in einem spontanen Modell der EAE. Au3erdem konnte
ein oligodendroglialer und axonaler Verlust in chronischen EAE-Lisionen verzeichnet
werden. Auch die Makrophageninfiltration war in den chronischen Krankheitsverlaufen sehr
gering, was auf eine Inaktivitit der Lasionen hindeutet. Meine Ergebnisse sprechen demnach
fir eine begrenzte oder fehlende Remyelinisierung wihrend der chronischen
Krankheitsstadien. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Teile der Lisionen
oder kleine Lasionen bereits frith remyelinisiert wurden, was zur Abnahme der Lisionsgrof3e
zu den spiten chronischen EAE-Zeitpunkten beigetragen hat. Um dies zu untersuchen,
wiren weitere Studien erforderlich. Beispielsweise sollte die Gesamtanzahl an Lisionen in
akuten und spiten Krankheitsstadien erfasst werden. So konnte festgestellt werden, ob die
Gesamtzahl der Lisionen durch Remyelinisierung abnimmt. Des Weiteren koénnten
Messungen der Myelinscheidendicke mit Hilfe der Elektronenmikroskopie dazu dienen, neu
gebildetes Myelin eindeutig zu identifizieren, da remyelinisierte Axone dinnere
Myelinscheiden im Vergleich zu unbeschadeten Axonen besitzen (Kuhlmann et al. 2017).

Um den Zeitpunkt der Remyelinisierung besser feststellen zu konnen, wiren Marker wie
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beispielsweise BCAS1, welcher myelinbildende Oligodendrozyten in MS-Lisionen sichtbar
macht, fiir die Stadiendifferenzierung der Oligodendrozytenreifung von Nutzen (Fard et al.
2017).

Es ist derzeit noch nicht geklirt, was bei einer MS-Lision ausschlaggebend dafiir ist, ob eine
vollstindige oder partielle Remyelinisierung stattfindet, ob sie in eine inaktiv chronisch
demyelinisierte Lidsion tibergeht oder ob die Demyelinisierungaktivitit weiterhin in

unterschiedlichem Mal3e voranschreitet (Stadelmann et al. 2019).

AbschlieBend kann man aus der vorliegenden Arbeit folgern, dass das spontane doppelt-
transgene Mausmodell der EAE viele Charakteristika mit der Autoimmunerkrankung MS
gemeinsam hat. Es eignet sich deshalb dazu, sowohl akute als auch chronische
Krankheitsstadien zu erforschen und Behandlungsmethoden, insbesondere in Hinblick auf

axonale Protektion und Oligodendrozytenerhalt, zu testen.
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5 Zusammenfassung

MS ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung des ZNS unbekannter Atiologie,
die mit Entmarkungslisionen einhergeht. Neben den chronisch entmarkten Lisionen gibt es
im ZNS auch remyelinisierte Areale. Diesen Remyelinisierungsprozess zu fordern, ist
therapeutisch ein wichtiger Ansatz, um langfristige Schiden nach Schiben abzuschwichen

bzw. ithnen entgegenzuwirken.

Mit Hilfe von Tiermodellen lassen sich bestimmte Mechanismen der MS erschlieSen. Auch
fur die Untersuchung der Remyelinisierung werden dabei grofitenteils akute
demyelinisierende Tiermodelle verwendet, in denen die Remyelinisierung hiufig sehr
effizient ist. Es gibt jedoch einen Mangel an chronischen Modellen, welche wichtig sind, um
chronische MS-Lisionen besser zu verstechen oder remyelinisierungsférdernde bzw.

axonprotektive Therapien zu testen.

Um solch ein chronisches Modell zu entwickeln, verwendeten wir ein spontanes doppelt-
transgenes Mausmodell der EAE. Es beruht auf der Kreuzung einzeltransgener Méause mit
MOG spezifischen T-Zellen und MOG-Antikérpern. Die Mause, welche zu etwa 50% im
Alter von vier bis acht Wochen eine spontane EAE entwickelten, wurden nach Ausbruch
der Krankheit zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Die Untersuchung nach zwei bis
sechs Tagen diente der Beurteilung des akuten Krankheitsstadiums und die Untersuchung
nach ein, drei, sechs und neun Monaten der des chronischen Krankheitsstadiums. Mit Hilfe
histologischer und immunhistochemischer Firbungen untersuchte ich anschlieBend die

Entmarkungslisionen innerhalb der weilen Substanz des Riickenmarks.

In dieser Arbeit wurde die Lisionsentwicklung akuter und chronischer EAE-Lisionen
analysiert. Hierzu ermittelte ich mit Hilfe der LFB-PAS-Firbung die Gré3e der entmarkten
Lisionen. Es zeigte sich, dass die entmarkten Areale im akuten Stadium am grof3flichigsten
waren und es mit zunechmender Krankheitsdauer zu einer kontinuierlichen Reduktion des
Lisionsausmafles kam. Um die Dichte der reifen Oligodendrozyten und ihrer
Vorlduferzellen in den Lisionen zu bestimmen, verwendete ich die Marker NogoA und
Olig2. Bei Betrachtung des akuten Stadiums stellte ich einen Verlust von reifen NogoA-
positiven Oligodendrozyten fest. Die spiten chronischen Stadien waren durch eine sehr
geringe Dichte der Oligodendrozyten sowie deren Vorliuferzellen charakterisiert, was darauf
hindeuten konnte, dass chronische EAE-Lisionen nicht mehr remyelinisieren. Des Weiteren
untersuchte ich die entztindliche Aktivitit der Lasionen, um Hinweise auf eine mogliche
wiederholte Entmarkung in chronischen Lisionen zu finden. Im akuten Stadium
beobachtete ich eine hohe Dichte an frisch eingewanderten S100A9-positiven
Makrophagen/Monozyten und schaumzelligen Mac3-positiven Makrophagen/aktivierten
Mikroglia mit phagozytiertem MBP. Die spiten chronischen Lisionen zeigten jedoch kaum
S100A9-positive Zellen und phagozytierende Makrophagen/aktivierte Mikroglia. Um einen
moglichen axonalen Verlust zu detektieren, ermittelte ich auflerdem die axonale Dichte mit

Hilfe der Bielschowsky-Versilberung. Im akuten Stadium war die Axondichte im Vergleich
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zur Kontrolle erniedrigt. Weiterhin kam es im Krankheitsverlauf zur weiteren Abnahme der
Axondichte innerhalb der Liasionen. Auch inaktive MS-Lisionen sind durch eine
Hypozellularitit, wie die der Oligodendroglia und der Makrophagen/Mikroglia, sowie eine

Reduktion der Axondichte gekennzeichnet.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass vieles fir eine Atrophie groBer Teile der
chronischen EAE-Lisionen spricht. Jedoch kann ich eine Remyelinisierung kleiner Lasionen
oder Teile der Lisionen, insbesondere am Lisionsrand, mit den hier verwendeten Methoden
nicht sicher ausschlieBen. Weitere Studien sind erforderlich, um den Umfang einer
moglichen Remyelinisierung im Verlauf der EAE abschlieSend zu kliren. Insgesamt bietet
sich das spontane doppelt-transgene Mausmodell der EAE als experimentelles Hilfsmittel
an, um die Entwicklung von aktiven Lidsionen hin zu chronischen Lisionen zu untersuchen
und in diesem Zusammenhang mogliche remyelinisierungsfordernde bzw. axonprotektive

Substanzen zu testen.
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