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1 Einleitung 

 Multiple Sklerose 

1.1.1 Multiple Sklerose (MS) - Allgemeines 

Multiple Sklerose (MS), auch als Enzephalomyelitis disseminata bezeichnet, ist eine chronisch 

entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) und die häufigste nichttrau-

matische Ursache für eine Behinderung im jungen Erwachsenenalter (Marrie 2004). Sie ist 

im Wesentlichen gekennzeichnet durch Entmarkungsherde (Läsionen, Plaques), die sowohl 

in der weißen als auch grauen Substanz des gesamten ZNS auftreten können. Weltweit sind 

etwa 2,5 Millionen Menschen betroffen, wobei Frauen mehr als doppelt so häufig erkranken 

wie Männer (Kuhlmann et al. 2009; Petersen et al. 2014; Holstiege et al. 2017).  

Die Ätiologie der MS ist nicht eindeutig geklärt (Ascherio und Munger 2007). Diskutiert wird 

im Wesentlichen eine autoimmune Genese, bei welcher es im Rahmen einer fehlgeleiteten 

Immunantwort zu einer Zerstörung von Oligodendrozyten, Myelin und Axonen kommt. 

Ebenfalls diskutiert wird die Möglichkeit, dass der Autoimmunprozess nur sekundär als 

Folge eines primären Oligodendrozytenuntergangs geschieht und die zugrundeliegende pri-

märe Pathologie eine andere ist. Diese Pathologien könnten mit dem Einfluss verschiedens-

ter biologischer und chemischer Noxen sowie generellen Umwelteinflüssen zusammenhän-

gen. 

 

1.1.2 Epidemiologie und Ätiologie 

Bezogen auf epidemiologische Daten für Deutschland ging man noch im Jahr 2000 von einer 

Prävalenzrate von 149,1 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern und somit ca. 122.000 an 

MS erkrankten Menschen in Deutschland aus (Hein und Hopfenmüller 2000). Nach einer 

neueren Auswertung von Daten des Bundesversicherungsamtes und Daten der gesetzlichen 

Krankenversicherungen für die Jahre 2009 bis 2015 jedoch ergibt sich eine Zahl von min-

destens 200.000 - 220.000 Erkrankungen und eine Prävalenzrate von ca. 268 pro 100.000 

Einwohnern (mit steigender Tendenz). Das Prävalenzmaximum findet sich in der Alters-

gruppe der 45- bis 54-Jährigen, wobei Frauen rund 2,5-mal so häufig wie Männer betroffen 

sind (Petersen et al. 2014; Holstiege et al. 2017). 

Auch wenn bis zum heutigen Tag nicht ganz geklärt ist, wie es zur MS kommt (Ascherio und 

Munger 2007), ist stark anzunehmen, dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen mit 

einem Zusammenspiel aus genetischen und Umweltfaktoren handelt (Ramagopalan et al. 

2008).  
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Solche Umweltfaktoren können beispielsweise eine bakterielle (chlamydia pneumoniae 

(Giovannoni et al. 2006)) oder virale Infektion ((Epstein-Barr Virus (EBV) (Moreno et al. 

2018)) sein. Vermutet wird, dass eine molekulare Mimikry viraler Antigene zu einer fehlge-

leiteten Immunantwort gegen körpereigene Strukturen führt (Lindsey 2017).  

Ebenso besteht anscheinend ein Zusammenhang zwischen der Exposition zu inhalativen 

Noxen (insbesondere Rauchen), häufigem Kontakt mit Lösungsmitteln sowie Schichtarbeit 

und der Zunahme des Erkrankungsrisikos. Gar konnte eine Assoziation zwischen Adipositas 

im Jugendalter und der MS beschrieben werden (Olsson et al. 2017). 

Weiterhin wird der Einfluss des Klimas am Wohnort des Erkrankten als weiterer Umwelt-

faktor diskutiert. So ist die erhöhte Prävalenz in Gebieten mit mangelnder Sonneneinstrah-

lung durch den mutmaßlich fehlenden Effekt von UV-Licht auf immunregulatorische Zellen 

(Aubin 2003; Sospedra und Martin 2005) und die erniedrigte endogene Produktion von ak-

tiviertem Vitamin-D bzw. dessen immunmodulatorische Wirkung (Döring et al. 2013) kom-

patibel mit epidemiologischen Beobachtungen bezüglich der geografischen Häufigkeitsver-

teilung der MS. So spielt die Entfernung zum Äquator bzw. der geodätische Breitengrad 

anscheinend eine Rolle bei der Prävalenz der MS innerhalb einer geografischen Population. 

Mit vereinzelten Ausnahmen nimmt die Krankheitshäufigkeit proportional zur Entfernung 

vom Äquator sowohl nach Süden als auch nach Norden zu (Simpson et al. 2011). 

Erkenntnisse aus Migrationsstudien lassen den Schluss zu, dass das Risiko zu erkranken be-

sonders vom geografischen Lebensmittelpunkt vor der Pubertät geprägt wird. Zieht ein Kind 

vor seinem 15. Lebensjahr von einem Ort mit statistisch hohem Risiko zu erkranken an einen 

Ort mit niedrigem Erkrankungsrisiko, so passt sich die Erkrankungswahrscheinlichkeit des 

Kindes an den neuen Lebensort an. Geschieht der Umzug jedoch nach der Pubertät, behält 

ein Mensch das Risiko seines ehemaligen Lebensmittelpunktes (Dean und Elian 1997). 

Ebenso variiert das Erkrankungsrisiko zwischen ethnischen Gruppen. Asiaten und Subsa-

hara-Afrikaner erkranken beispielsweise seltener als Kaukasier, welche im Vergleich am häu-

figsten an MS erkranken (Stangel et al. 2018). 

Doch neben den mannigfachen Umwelteinflüssen, welche eine Rolle bei der Entstehung der 

MS spielen mögen, spricht auch vieles für eine genetische Komponente in der Entstehung 

der MS. 

Unser Verständnis für die MS-Genetik hat sich im letzten Jahrzehnt deutlich weiterentwi-

ckelt (Hoffmann et al. 2009). Das Risiko an MS zu erkranken steigt von typischerweise 

1:1.000 in der Normalbevölkerung auf etwa 1:4 bei eineiigen Zwillingen, bei denen ein Zwil-

ling betroffen ist (Parnell und Booth 2017). Ein großer Teil dieser Erblichkeit ist jetzt besser 

verstanden und größtenteils auf Gene zurückzuführen, die die Immunantwort beeinflussen. 

Dabei gelten die Gene innerhalb des HLA-Komplexes als die stärksten genetischen Einfluss-

faktoren für die Entwicklung einer MS.  
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Die HLA-Klasse-II und -I-Gene gelten dabei als besonders relevante Modifikatoren des 

Krankheitsrisikos: Varianten von Genen der Klasse II kodieren Produkte, welche Antigene 

für CD4+-T-Lymphozyten präsentieren und Klasse-I-Produkte, die Antigene für CD8+-

Lymphozyten präsentieren. Bei Vorhandensein der Klasse-II-Variante HLA-DRB1*15:01 

besteht ein signifikant höheres Risiko an MS zu erkranken (Odds Ratio (OR)~3), während 

die Klasse-I-Variante HLA-A*02 mit dem Schutz vor einer Erkrankung an MS assoziiert ist 

(OR ~0,6). Das Fehlen von HLA-A*02 und das Vorhandensein von DRB1*15:01 hat eine 

kombinierte OR von ~5 (Sawcer et al. 2011; Beecham et al. 2013; Olsson et al. 2017). 

Interessanterweise konnten neben potenziell protektiven Genvarianten (wie HLA-A*02), 

ebenfalls Umweltfaktoren identifiziert werden, welche anscheinend einen protektiven Faktor 

im Hinblick auf MS darstellen. So scheint oraler Tabakkonsum in Form von zum Beispiel 

Kautabak, wie er in skandinavischen Ländern oft zu sich genommen wird, oder erhöhter 

Kaffeekonsum statistisch das Risiko der Ausbildung einer MS zu senken. Ebenfalls protektiv 

auszuwirken scheint sich beispielsweise eine Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus 

(CMV), welches wie das Epstein-Barr Virus ebenfalls zu der Familie der humanen Herpes-

Viren gezählt wird (Olsson et al. 2017). 

Obgleich einige der genannten genetischen und Umweltfaktoren mittlerweile als sehr wahr-

scheinliche Faktoren für die Entwicklung der MS gelten (Olsson et al. 2017), konnte bislang 

für keinen von ihnen eine Schlüsselrolle in der Pathogenese der MS nachgewiesen und so die 

Pathogenese in Gänze verstanden werden. 

 

1.1.3 Klinik der MS 

Da sich die MS mit ihren Läsionen im gesamten ZNS manifestieren kann, gibt es keine pro-

totypische Klinik. Auch wenn die Optikusneuritis die häufigste Hirnnervenstörung im Rah-

men einer MS ist und eine Abnahme des Sehvermögens oft als typisches Initialsymptom 

gesehen wird, so ist sie jedoch mit nur 20% Vorkommen als Initialsymptom seltener als in 

Lehrbüchern häufig vermittelt (Stangel et al. 2018). Analog zur betroffenen Region präsen-

tiert sich auch das Beschwerdebild der Patienten. Die Symptomatik kann von Beschwerde-

freiheit bei „stummen Läsionen“ in nicht eloquenten Arealen des ZNS bzw. als radiologisch 

isoliertes Syndrom (RIS) bis hin zu schweren Störungen der Motorik, Sensibilität und Kog-

nition reichen (Chiaravalloti und DeLuca 2008). 

Die mitunter häufigste motorische Erstmanifestation der MS ist eine Schwäche der Extre-

mitäten, welche sich als eine anfänglich schnelle Ermüdbarkeit von Armen und Beinen äu-

ßern kann, sich aber im Verlauf meist zu manifesten Paresen und schmerzhaften Spastiken 

entwickeln kann (Compston et al. 2006).  
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Rasche Ermüdbarkeit des Bewegungsapparates sowie ein globales Gefühl der Kraftlosigkeit 

werden unter dem Symptomkomplex „Fatigue“ zusammengefasst und ebenfalls häufig von 

Erkrankten angegeben. 

Läsionen auf Rückenmarksebene können bei Fortschreiten der Erkrankung mit erektiler 

Dysfunktion und Miktionsstörungen einhergehen. Blasenstörungen sind mit bis zu 75% be-

troffener Patienten ein sehr häufiges und belastendes Symptom. Weiterhin können bei Läsi-

onen im parietalen Kortex oder auf spinaler Ebene sensible Störungen aller Qualitäten auf-

treten. So weist beispielsweise das Lhermitte-Zeichen, repräsentiert durch Kribbelparästhe-

sien entlang des Rückens bei Beugung des Nackens, auf einen möglichen spinalen Demyeli-

nisierungsprozess hin, ist jedoch nicht spezifisch für diesen.  

Generell werden von MS-Patienten Schmerzen angegeben, welchen viele Ursachen zugrunde 

liegen können. So können Schmerzen direkt durch Demylinisierungszonen per se verursacht 

werden und sich im Sinne von neuropathischen Schmerzen äußern oder aber sekundär, zum 

Beispiel durch Fehlhaltungen oder spastische Muskelkontraktionen, entstehen. 

Läsionen im Hirnstamm oder im Bereich der Hirnnerven können Schluckbeschwerden, 

Nystagmus oder Doppelbilder verursachen. Sind die Sehnerven (Nervus opticus) betroffen, 

kann es basierend auf einer Optikusneuritis bzw. Retrobulbärneuritis zu einer Visusver-

schlechterung bis hin zum kompletten Visusverlust kommen.  

Auch wenn zerebellär lokalisierte Symptome in der Initialphase der MS selten sind, so sind 

sie im weiteren Krankheitsverlauf doch häufig anzutreffen. Diese können sich dann zum 

Beispiel durch Tremor, Gangstörung oder Dysarthrie äußern. 

Bei kortikalen Läsionen können unabhängig von der Verlaufsform epileptische Anfälle, kog-

nitive Einschränkungen sowie neuropsychologische Veränderungen auftreten. Rund die 

Hälfte aller MS-Patienten leidet an einer Depression, wobei nicht nur hirnorganische Ursa-

chen, sondern insbesondere auch der hohe Leidensdruck und der Krankheitsbewältigungs-

prozess hier eine maßgebliche Rolle spielen können (Chwastiak et al. 2002; Compston und 

Coles 2002; Stangel et al. 2018). 

 

1.1.4 Verlaufsformen der MS 

Wie eingangs erwähnt, präsentiert sich die MS sehr heterogen, nicht nur was die klinische 

Symptomatik angeht, sondern auch was den Verlauf der Erkrankung betrifft.. 

Bereits 1996 definierte die „National Multiple Sclerosis Society USA“ (Lublin und Reingold 

1996) vier Verlaufsformen der Erkrankung, welche bis heute Anwendung bei der Untertei-

lung und Therapieentscheidung finden. 
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Wesentliche Merkmale zur Beurteilung des Verlaufes sind zum einen das Muster der Schübe 

und zum anderen die chronische Progredienz. Definiert wird ein Schub dabei als das Auf-

treten neuer neurologischer Symptome in einem Zeitraum von 30 Tagen, wobei die Symp-

tome länger als 24 Stunden bestehen bleiben müssen. Nach In-Erscheinung-Treten eines 

Schubes kommt es in der Regel zur Teil- oder Vollremission. Zeitlich begrenzte Verschlech-

terungen der Symptomatik können sich in Form des sogenannten Uhthoff-Phänomens äu-

ßern, bei welchem durch einen Anstieg der Körpertemperatur (beispielsweise durch warmes 

Duschen) eine zeitlich begrenzte Verschlechterung der Symptomatik auftritt (auch Pseudo-

exazerbation genannt).  

Die (mit rund 80%) häufigste Verlaufsform der MS ist die schubförmige MS (relapsing remit-

ting, RRMS), welche durch das Auftreten von symptomatischen Schüben mit oder ohne Re-

siduen und beschwerdefreien Phasen gekennzeichnet ist. Im Intervall zwischen den einzel-

nen Schüben, welches Monate oder gar Jahre andauern kann, darf dabei keine Progression 

vorhanden sein (Lublin und Reingold 1996; Limmroth und Sindern 2004). 

Die primär chronisch-progrediente MS (primary progressive, PPMS) zeichnet sich durch eine 

von Krankheitsbeginn an relativ kontinuierlich verlaufende Progression mit möglichen Pha-

sen des Krankheitsstillstands oder gar der Verbesserung aus. Schübe kommen bei dieser Ver-

laufsform definitionsgemäß nicht vor (Lublin und Reingold 1996; Stangel et al. 2018).  

Von einem sekundär chronisch-progredienten Verlauf (secondary progressive, SPMS) spricht 

man, wenn sich in der Initialphase ein schubförmiger Verlauf findet, welcher im weiteren 

Verlauf in eine stetige Progression übergeht. Diese Verlaufsform tritt im späteren Krank-

heitsverlauf sowohl mit als auch ohne Schübe auf (Stangel et al. 2018). 

Der progredient-schubförmige Verlauf (progressive relapsing, PRMS) ist durch einen kontinu-

ierlichen Krankheitsprogress mit zusätzlich zum Progress auftretenden Exazerbationen (wel-

che wieder abklingen können) gekennzeichnet (Lublin und Reingold 1996). 

Im Jahr 2013 ergänzten Lublin et al. zwei weitere Begriffe im Kontext der MS und ihrer 

klinischen Präsentation. So wird die Erstmanifestation klinischer Symptome, welche zwar 

mit einer entzündlich-demyelinisierenden Schädigung vereinbar sind, jedoch die Diagnose-

kriterien für eine MS noch nicht erfüllen, als klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated syn-

drome, CIS) bezeichnet. 

Als radiologisch isoliertes Syndrom (RIS) bezeichnet man einen inzidentellen Befund in der 

Bildgebung, welcher bildmorphologisch mit einem entzündlich-demyelinisierenden Prozess 

vereinbar ist, zu dem jedoch kein klinisches Korrelat besteht (Lublin et al. 2014) 

 

1.1.5 Allgemeine Pathologie der MS 

Die Pathologie der MS wird durch einen chronischen Entzündungsprozess des zentralen 

Nervensystems definiert, welcher zur Bildung von demyelinisierten Plaques führt (Lassmann 
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1983). Die pathologischen Merkmale dieser Plaques sind die Zerstörung der Myelinscheiden, 

gliale Narbenbildung sowie eine Entzündung mit zellulärem Infiltrat, welches hauptsächlich 

aus Lymphozyten und mononukleären Phagozyten besteht (Brück et al. 1996). 

Typische Prädilektionsstellen für das Auftreten von MS-Läsionen sind unter anderem die 

periventrikulär angrenzende weiße Substanz, der Nervus opticus, der Hirnstamm sowie das 

Rückenmark (Lucchinetti et al. 2000).  

Läsionen lassen sich durch den Nachweis von Myelinabbauprodukten in Makrophagen so-

wie über den Nachweis der Expression von makrophagenspezifischen Markern (wie MRP14 

und 27E10) in unterschiedliche Aktivitätsstadien einteilen. Beispiele für solche Myelinabbau-

produkte sind PLP (Proteolipidprotein), MOG (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein), 

MAG (myelinassoziiertes Glykoprotein) sowie CNP (zyklische Nukleotidphosphodiester-

ase). So lassen sich die Läsionen unter Berücksichtigung der Morphologie, der nachweisbaren 

Myelinabbauprodukte und von Makrophagenmarkern in früh-aktiv, spät-aktiv, inaktiv sowie 

früh- und spät-remyelinisierend einteilen (Brück et al. 1995; Brück et al. 1996; Lucchinetti et 

al. 1996). 

 

1.1.6 Diagnose der MS 

Aufgrund der heterogenen klinischen Präsentation der MS und der bis heute nicht eindeutig 

geklärten Mechanismen der Krankheitsentstehung kann sich die Diagnostik der MS in Ein-

zelfällen noch heute als schwieriges Unterfangen erweisen.  

Die Diagnose der MS wird im Allgemeinen unter Berücksichtigung klinischer und apparati-

ver Kriterien gestellt, wobei durch Verbesserung technischer Hilfsmittel und stetige Weiter-

entwicklung diagnostischer Leitlinien zum heutigen Zeitpunkt eine immer frühere Diagno-

sestellung möglich ist. Aktueller Schwerpunkt in der Diagnosefindung liegt im Gegensatz zu 

den 1965 (Schumacher et al. 1965) und 1976 (Rose et al. 1976) vorgeschlagenen Kriterien 

nicht mehr hauptsächlich auf der Klinik. Klassische klinische Symptome werden durch 

liquorchemische (Poser et al. 1983), elektrophysiologische und bildgebende Verfahren er-

gänzt (McDonald et al. 2001).  

Die seit dem Jahr 2001 mehrfach revidierten McDonald-Kriterien (McDonald et al. 2001; 

Polman et al. 2005; Polman et al. 2011; Thompson et al. 2018) legen hierbei besonderen 

Fokus auf die Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT), welche im Hinblick 

auf die Darstellung von MS-Läsionen anderen Modalitäten wie der Computertomographie 

(CT) überlegen ist (Noseworthy et al. 2000). Sie stellen sich in T1-gewichteten Aufnahmen 

hypointens und in T2-gewichteten Aufnahmen hyperintens dar, wobei der radiologische Be-

fund nicht unbedingt mit dem Ausmaß der klinischen Symptomatik übereinstimmen muss 

(Bakshi et al. 2004). Frühe MS-Läsionen können in der MRT aufgrund der Störung der BHS 

(Blut-Hirn-Schranke) und dadurch kräftigen Kontrastmittelaufnahme gut dargestellt werden.  
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Prinzipiell ist die räumliche und zeitliche Dissemination von klinischer Symptomatik und 

Läsionen nach wie vor ein wichtiger Hinweis für das Vorliegen einer MS, wobei nach den 

neuesten McDonald-Kriterien eine zeitliche Dissemination bei einem MS-typischen Liquor-

befund nicht mehr zwingend nachgewiesen werden muss, um die Diagnose stellen zu kön-

nen. Auch werden Sonderfälle wie das klinisch isolierte Syndrom (CIS = erstes Auftreten 

typischer neurologischer Symptome mit einer Dauer von mindestens 24 Stunden) mit in die 

Diagnosekriterien integriert, welches eine zumeist bessere Abgrenzung von anderen in Klinik 

und Bildgebung überlappenden Krankheitsbildern ermöglicht. 

Da die Diagnose der MS prinzipiell in Zusammenschau der gebotenen Symptomatik sowie 

der Befunde bildgebender Verfahren nach den McDonald-Kriterien gestellt wird (Thompson 

et al. 2018), ist eine Biopsie bei Verdacht auf eine MS-Erkrankung eher eine Ausnahme und 

Gewebeproben früh-aktiver Läsionen somit selten. Dies ist erwähnenswert, da MS eigentlich 

nach den gängigen Diagnosekriterien gut identifizierbar ist und die hier untersuchten Fälle 

daher als initial eher atypisch bezeichnet werden könnten, was auch den Umstand der Pro-

benentnahme erklärt. 

Es ist dennoch davon auszugehen, dass die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Erkennt-

nisse über entmarkende Läsionen in menschlichen Gewebeproben auch auf Patienten mit 

typischen Krankheitsverlauf der MS angewendet werden können. Bei einem Großteil von 

Patienten mit initial atypischem Krankheitsverlauf und durchgeführter Biopsie entwickelt 

sich im weiteren Verlauf eine MS (Pittock et al. 2005; Lucchinetti et al. 2008; Lucchinetti et 

al. 2011). 

 

 

1.1.7 Therapie der MS 

Bis heute gilt die MS als nicht heilbar; eine kausale Therapie existiert nicht. 

Die Zielsetzung der vorhandenen Therapieansätze besteht in der Schubprophylaxe, der 

schnellen Remission akuter Schübe sowie der Verlaufsmodifikation im Sinne einer Stabilisie-

rung des Krankheitsprozesses bzw. dessen Verzögerung. 

Aufgrund der immunologischen Komponente der MS ist die Beeinflussung des Immunsys-

tems Hauptangriffspunkt der Therapien, sowohl für die akute Schubtherapie als auch in der 

Verlaufsmodifikation. 

Im akuten Schub sind hochdosierte Glukokortikoide (Methylprednisolon) ein etabliertes 

Mittel zur Linderung der Symptome und Verkürzung der Symptomdauer. Durch die antiin-

flammatorische Wirkung von Glukokortikoiden werden immunologische, Prozesse wie bei-

spielsweise die Migration von Immunzellen, herunterreguliert und die BHS stabilisiert. Sollte 

die Schubtherapie trotz Eskalation der Glukokortikoidtherapie ohne gewünschten Erfolg 
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verlaufen, besteht als Mittel der zweiten Wahl die Plasmaseparation mittels Plasmapherese 

oder Immunadsorption (Brandt et al. 2012; Montalban et al. 2018). 

Der Verlaufsmodifikation liegt eine Stufentherapie zugrunde, welche sich vornehmlich auf 

den Einsatz von Immunmodulatoren und Immunsuppressiva stützt und sich an der Ver-

laufsform und Krankheitsaktivität orientiert. Eingesetzte Wirkstoffe können bei leichten bis 

mittelschweren Verläufen zum Beispiel Fumarsäure (Fumarsäuredimethylester) oder Beta-

Interferone sein. Bei schwereren Verläufen können unter anderem sog. Biologicals, also gen-

technisch hergestellte Antikörper gegen Effektorzellen des Immunsystems wie z. B. B-Lym-

phozyten, eingesetzt werden (Montalban et al. 2018).  

Ein weiterer Schwerpunkt im Therapiekonzept der MS liegt neben Immunmodulation und 

Immunsuppression in der symptomatischen Therapie. Symptome, die von Spastiken und 

Schmerzen über vegetative Funktionsstörungen bis hin zu Depressionen reichen, können je 

nach Ausmaß für einen enormen Leidensdruck bei den Erkrankten sorgen und bedürfen 

ebenfalls einer adäquaten Therapiestrategie. So spielt die Physiotherapie insbesondere für 

Patienten mit Koordinationsstörungen und Gehbehinderungen eine integrale Rolle in der 

Therapie (Henze et al. 2004). Auch eine psychologische Anbindung im Rahmen eines ganz-

heitlichen Therapiekonzeptes sollte in Erwägung gezogen werden (Crawford und McIvor 

1985).  

 

 Oligodendrozyten - Aufgaben und assoziierte Strukturen 

1.2.1 Oligodendrozyten - Allgemeines 

Oligodendrozyten wurden erstmals von J.D. Robertson im Jahre 1899 beschrieben und 1921 

von del Rio Hortega näher klassifiziert und benannt. Ihr Name leitet sich aus dem Griechi-

schen ab und beschreibt dabei eine Zelle mit baumartig verzweigten Zellausläufern (oligos 

= wenig, dendron = Baum und zytos = Zelle) (Jakovcevski et al. 2009). 

Oligodendrozyten zählen zusammen mit Astrozyten und Ependymzellen zur zentralen Glia, 

genauer zur sogenannten Makroglia (Lüllmann-Rauch und Asan 2015). Sie entstehen wäh-

rend ihrer Entwicklung aus ektodermalen Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (OPC = 

oligodendrocyte precursor cell), welche vornehmlich in der subventrikulären Zone (Kettenmann 

und Verkhratsky 2011) bzw. bei spinalen Oligodendrozyten aus der ventralen Region des 

Neuralrohrs stammen (Zhou et al. 2001). Die OPCs migrieren an ihren Bestimmungsort und 

differenzieren dort über zelluläre Zwischenstufen zu reifen Oligodendrozyten. Diese Diffe-

renzierung wird durch unterschiedliche Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel PDGF (platelet-

derived growth factor) oder FGF (fibroblast growth factor), welche hauptsächlich von Neuronen, 

aber auch von Typ-1-Astrozyten ausgeschüttet werden, gesteuert (Emery 2010). Eine Frak-
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tion (ca. 5-8% der gesamten Zellpopulation) der OPCs bleibt jedoch undifferenziert im adul-

ten ZNS erhalten und behält die Fähigkeit zur Proliferation und Differenzierung zu reifen 

Oligodendrozyten bei (Levine et al. 2001). 

Die Hauptfunktion von Oligodendrozyten im ZNS ist nach heutigem Kenntnisstand die 

Bildung und Unterhaltung der Myelinscheiden, welche Axone hauptsächlich in der weißen 

Substanz des ZNS als Ausläufer der Oligodendrozyten mehrschichtig und segmentweise um-

manteln. Ein Oligodendrozyt kann mit seinen Zellausläufern 40-50 solcher Segmente bei 

unterschiedlichen Axonen ausbilden, wobei jeder Oligodendrozyt für ein jedes gegebene 

Axon jeweils nur ein Segment stellt (Miron et al. 2011; Lüllmann-Rauch und Asan 2015). 

Die so von den Myelinscheiden umwickelten Segmente werden Internodien genannt und 

sind mehrere 100 µm lang. Die nicht von Myelin bedeckten Bereiche werden Ranviersche 

Schnürringe genannt und sind etwa 1 µm lang. 

Im Gegensatz zum peripheren Nervensystem, wo Schwann-Zellen und auswachsende 

Axone direkt assoziiert sind, erfolgt die Myelinisierung durch Oligodendrozyten erst, nach-

dem die Axone im ZNS ihre Zielzellen erreicht haben. Die Myelinisierung im ZNS beginnt 

in der Fetalzeit und reicht bis in die zweite Lebensdekade hinein. In den ersten zwei Lebens-

jahren verläuft die Markscheidenbildung rapide, später jedoch zunehmend langsamer (Lüll-

mann-Rauch und Asan 2015). Auch wenn die Myelinisierung im Erwachsenenalter weitge-

hend abgeschlossen ist, kann die Neubildung von Myelin, sowohl durch funktionelle Reize 

(wie Lesen, Jonglieren oder Klavierübungen (Sampaio-Baptista und Johansen-Berg 2017)), 

als auch durch traumatischen oder autoimmun-entzündlich bedingten Myelinverlust stimu-

liert werden (Scholz et al. 2009; Liu et al. 2012; Nave und Werner 2014). 

 

1.2.2 Myelin 

Myelin wurde erstmals 1854 durch Rudolf Virchow beschrieben und benannt. Durch die 

chemische Zusammensetzung des Myelins wird eine elektrochemische Isolation des Axons 

vom umliegenden Gewebe erreicht (Stegemeyer und Stegemeyer 2004). Die multilamelläre 

Myelinschicht zeichnet sich durch einen hohen elektrischen Widerstand und geringe 

Membrankapazität aus, wodurch physikalisch eine rasche Reizweiterleitung ermöglicht wird. 

Die isolierenden Eigenschaften der Myelinscheide sind vor allem auf ihre Struktur, ihre 

Dicke, ihren geringen Wasser- und hohen Lipidgehalt zurückzuführen. Myelin enthält im 

Gegensatz zu grauer Substanz, welche 80% Wasser enthält, nur 40% Wasser. Dabei besteht 

das Trockengewicht von Myelin zu 70% aus Lipiden und zu 30% aus Proteinen. Dieses 

Lipid-Protein-Verhältnis ist sehr charakteristisch für Myelin und bei anderen Zellmembranen 

meist umgekehrt. Die Lipidkomponente setzt sich zum Großteil aus Cholesterin, Galactoce-

rebrosid und weiteren Phospholipiden zusammen. Die Proteinkomponente des Myelins be-

steht zu großen Teilen aus PLP (Proteolipid-Protein) und MBP (basisches Myelinprotein) 

(Baumann und Pham-Dinh 2001). 
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1.2.3 Aufgaben der Oligodendrozyten  

Aktuelle Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Oligodendrozyten weitere Funktionen über 

die Bildung und Erhaltung der Myelinscheide hinaus haben (Nave und Werner 2014) und 

dass die Myelinscheide mehr ist als nur eine isolierende Membranstruktur.  

Oligodendrozyten sind metabolisch aktiv und funktionell mit dem darunter liegenden Axon 

über zytoplasmatische Kanäle verbunden (Simons und Nave 2016). Zwar wird benötigte 

Energie in Form von ATP für die Na+/K+-ATPasen und die sonstige metabolische Versor-

gung des Axons über Glukosetransporter auf neuronalen Zellkörpern gewonnen, doch er-

scheint es plausibel, dass der lokale Energiebedarf der langen Axone auch über die Oli-

godendrozyten geschehen muss. Dies ist darin begründet, dass Axone aufgrund der Barrie-

refunktion des sie umgebenden Myelins nur eingeschränkten Zugang zu extrazellulärer Glu-

kose und anderen energiereichen Metaboliten haben (Morrison et al. 2013). So werden die 

Axone wahrscheinlich metabolisch durch den Austausch energiereicher Stoffwechselpro-

dukte durch die Oligodendrozyten unterstützt und so die Integrität des Axons, auch über 

längere Strecken, bewahrt (Fünfschilling et al. 2012; Lee et al. 2012). 

Ebenfalls hat es den Anschein, als hätten Oligodendrozyten eine immunmodulatorische 

Funktion, indem sie selbst Immunrezeptoren exprimieren, ferner Chemo- sowie Zytokine 

produzieren und auch auf diese reagieren (Peferoen et al. 2014). 

Oligodendrozyten spielen also, so hat es den Anschein, in vielerlei Hinsicht eine wichtige 

Rolle für das ZNS und die Aufrechterhaltung der axonalen Integrität. 

Viele Aspekte bezüglich der Rolle von Oligodendrozyten in Krankheitsentstehung und 

Krankheitsgeschehen der MS sind noch Gegenstand aktueller Forschung, insbesondere die 

Frage, ob etwa Schädigungen von Oligodendrozyten möglicherweise primär ein Auslöser 

und nicht zwingend nur die Folge der MS sind und welche Mechanismen und Prozesse dabei 

im Detail eine Rolle spielen. 

 

1.2.4 Oligodendrogliale Schädigung 

1.2.4.1 Hypothese der primären Schädigung von Oligodendrozyten  

Nach Bradl und Lassmann (2010) gibt es eine Vielzahl verschiedener Schädigungsmechanis-

men, welche als Auslöser dieses primären Oligodendrozyten-Schadens fungieren könnten: 

Ein Beispiel hierfür ist oxidativer Stress, denn durch die Kombination einer hohen Stoff-

wechselrate und der damit einhergehenden Bildung von toxischen Nebenprodukten, hohem 

intrazellulären Eisen und niedrigen Konzentrationen des antioxidativ wirkenden Gluta-

thions, sind Oligodendrozyten besonders anfällig für oxidative Schäden (Thorburne und 
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Juurlink 1996; Juurlink 1997). In der Folge ist oxidativer Schaden ein häufiger Faktor für den 

Verlust von Oligodendrozyten unter pathologischen Bedingungen wie z. B. Entzündung      

oder Ischämie.  

Denkbar ist ebenfalls, dass der Sphingomyelinase-Ceramid-Pfad als weiterer Schädigungs-

mechanismus für Zellen der oligodendroglialen Reihe eine Rolle spielt. Ceramid ist ein Kern-

bestandteil der Sphingolipide, welche als wichtige Lipidkomponenten der Myelinscheiden 

fungieren (Baumann und Pham-Dinh 2001). Es wird durch die Aktivität des Enzyms 

Sphingomyelinase freigesetzt, welches normalerweise inaktiv ist, aber als Reaktion auf oxida-

tiven Stress (Singh et al. 1998; Jana und Pahan 2007), entzündliche Mediatoren (Brogi et al. 

1997; Singh et al. 1998; Testai et al. 2004), Schädigung oder Infektion aktiviert wird (Schenck 

et al. 2007). Einmal freigesetzt, kann Ceramid pro-apoptotische Signalkaskaden aktivieren, 

die schließlich zum Untergang der Oligodendrozyten führen (Brogi et al. 1997; McTigue und 

Tripathi 2008). 

Oligodendrozyten exprimieren darüber hinaus eine ganze Reihe von Rezeptoren, welche sie 

anfällig für einen exzitotoxischen Zelltod machen (Mcdonald et al. 1998; Domercq et al. 

2007). So tragen sie AMPA- (Tanaka et al. 2000), Kainat- bzw. Kainsäure- (ein pflanzliches 

Strukturanalogon von Glutamat) (Sánchez-Gómez und Matute 1999) sowie NMDA-Rezep-

toren, welche sie anfällig für die toxische Wirkung hoher Konzentrationen von Glutamat 

machen (Káradóttir et al. 2005; Micu et al. 2006). Ebenfalls exprimieren Oligodendrozyten 

den ATP-Rezeptor P2X7, welcher für die schädliche Wirkung anhaltend erhöhter Konzent-

rationen von extrazellulärem ATP prädisponiert (Matute et al. 2007). 

Darüber hinaus kann der zelluläre Untergang von Oligodendrozyten auch durch den direkten 

Einfluss von entzündlichen Zytokinen verursacht werden. TNF-α (Tumornekrosefaktor-α) 

kann beispielsweise die Apoptose von Oligodendrozyten induzieren, indem er an ihren p55-

TNF-Rezeptor bindet (Jurewicz et al. 2005). Komplexer ist die Situation beispielsweise beim 

Zytokin IFN-γ (Interferon-gamma), welches in hohem Maße toxisch für aktiv proliferierende 

OPCs, weniger jedoch für unreife Oligodendrozyten und praktisch nicht toxisch für reife 

Oligodendrozyten ist (Horiuchi et al. 2006). 

Entzündungsmediatoren können die Oligodendrozyten weiterhin auch durch die Stimula-

tion der Radikalproduktion durch Mikroglia schädigen. Sauerstoff- und Stickoxid-Radikale 

sind besonders toxisch für Mitochondrien, da diese mit verschiedenen Proteinen der 

Atmungskette interagieren und diese blockieren können (Smith und Lassmann 2002; Mahad 

et al. 2008). Des Weiteren können verschiedene proinflammatorische Zytokine, auch ohne 

direkte Anwesenheit von Immunzellen, eine Schädigung durch Veränderungen der Genex-

pression in den betroffenen Zellen mit Wirkungen auf Zell-Metabolismus und mitochondri-

ale Funktion verursachen (Bradl und Lassmann 2010; Lisak et al. 2009). 

Genauer betrachtet beginnt nach Barnett und Prineas (2004) die Ausbildung von MS-Läsio-

nen, wenn Oligodendrozyten apoptotisch werden und durch primäre Schädigung zugrunde 
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gehen. Durch den oligodendroglialen Zelltod kommt es zur Degeneration von Myelin, wo-

rauf folgend Makrophagen rekrutiert werden, um das degenerierte Myelin zu phagozytieren 

und abzubauen. Im Anschluss beginnen Immunreaktionen unter Beteiligung von T- und B-

Zellen zeitgleich mit oligodendroglialer Regeneration und Remyelinisierung. Diese Hypo-

these steht auch im Einklang mit der Erkenntnis, dass residuales Myelin die Remyelinisierung 

negativ beeinflussen kann (Kotter et al. 2006) und dass eine Aktivierung des Toll-Like Re-

zeptors im Rahmen der sekundären Entzündungsreaktion zur Verbesserung der Remyelini-

sierung führt (Barnett und Prineas 2004; Setzu et al. 2006). 

Daraus könnte man folgern, dass die entzündlichen Myelin-Abbauprozesse (welche allge-

mein als "autoimmune Demyelinisierung" eingestuft werden) tatsächlich hilfreiche Prozesse 

für die Wiederherstellung neuronaler Funktionen durch Remyelinisierung nach oligodendro-

glialem Untergang darstellen könnten (Nakahara et al. 2010). Gar wird ein positiver Effekt 

vereinzelter Autoantikörper auf die Remyelinisierung vermutet, welches für einen positiven 

Effekt einer Entzündung auf die Remyelinisierung sprechen würde (Rodriguez et al. 2009). 

 

1.2.4.2 Autoimmun-Hypothese der Oligodendrozytenschädigung  

Neben der Theorie einer primären Oligodendrozytenschädigung ist die Theorie der autoim-

munvermittelten Immunopathogenese der MS die derzeit am weitesten anerkannte und dis-

kutierte Hypothese. Es werden viele mögliche Faktoren und Zusammenhänge in Erwägung 

gezogen, welche letztendlich alle in der Auslösung einer fehlgeleiteten Immunantwort und 

dem konsekutiven Untergang von Myelin münden. 

Nakahara und Kollegen (2010) schildern einen möglichen Pathomechanismus, in dem der 

Autoimmunprozess möglicherweise dadurch angestoßen wird, dass im ersten Schritt myel-

inspezifische CD4-T-Zellen in wahrscheinlich zervikalen Lymphknoten (welche für den 

Lymphabfluss des Gehirns zuständig sind) (Furtado et al. 2008) durch dendritische Zellen, 

die entweder Myelin oder kreuzreaktive Myelin-Epitope präsentieren, aktiviert werden. 

Th17-Helferzellen, die sich von diesen aktivierten T-Zellen durch Interleukin (IL)-23 indu-

ziert differenzieren, spielen vermutlich eine wesentliche Rolle im Verlauf der Entwicklung 

der Autoimmunität (Cua et al. 2003; Tzartos et al. 2008). Im Rahmen der Immunüberwa-

chung gelangen die autoreaktiven Th17-Zellen mittels Chemokinrezeptoren über den Plexus 

choroideus in den Liquor cerebrospinalis (Reboldi et al. 2009). Im Liquor werden die nun 

patrouillierenden T-Zellen durch MHC-Klasse-ll-exprimierende Makrophagen oder dendri-

tische Zellen (welche Myelin-Epitope präsentieren) reaktiviert, was wiederum zu einer Mig-

ration der T-Zellen in das ZNS-Parenchym und zu einer Entzündungsreaktion und konse-

kutiven Permeabilitätserhöhung der BHS führt (Bartholomäus et al. 2009). Wenn nun wei-

tere T-Zellen in das Parenchym gelangen, scheiden sie zusammen mit aktivierten Makropha-

gen und Gliazellen (Mikroglia und Astrozyten) proinflammatorische Faktoren wie TNF-α, 
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LT (Lymphotoxin), IL-12 (Interleukin-12) sowie freie Radikale wie Stickstoffmonoxid aus, 

welche eine Demyelinisierung bewirken können. 

Weiterhin erfolgt über eine T-Zell-vermittelte Aktivierung der B-Zellen die Bildung von 

Autoantikörpern gegen Proteine wie MBP oder MOG, welche dann über Aktivierung des 

Komplementsystems oder direkte Opsonisierung und konsekutive Phagozytose des Myelins 

ebenfalls zur Zerstörung der Myelinscheiden führen (Nakahara et al. 2010). 

 

 Remyelinisierung 

1.3.1 Der Prozess der Remyelinisierung  

Als Remyelinisierung bezeichnet man den Prozess der Bildung neuer Myelinscheiden um 

demyelinisierte Axone nach primärer Demyelinisierung (Franklin und ffrench-Constant 

2008). 

Dabei ist der Verlust von Myelin bei sonst intaktem Axon, beispielsweise bei Schädigung 

und Untergang von Oligodendrozyten, als primäre Demyelinisierung definiert. Kommt es 

zum Untergang von Axonen und daran anschließend zu einer Demyelinisierung, so wird 

dieses als sekundäre Demyelinisierung definiert. 

Die Neubildung der Myelinscheiden ähnelt dabei in vielerlei Hinsicht den regenerativen Pro-

zessen, welche auch in anderen Geweben des Körpers als Antwort auf Schädigung stattfin-

den, und stellt somit die physiologische Antwort auf Demyelinisierung dar (Franklin und 

ffrench-Constant 2008; Franklin und Goldman 2015).  

Im Rahmen von demyelinisierenden Erkrankungen, insbesondere der MS, kann sich jedoch 

ein variables Bild im Ausmaß der Remyelinisierung zeigen. Dieses kann von vollständiger bis 

hin zu im Verlauf nur insuffizienter Remyelinisierung reichen und sich so auch in der Symp-

tomatik der Patienten zum Ausdruck bringen (Franklin 2002). 

Regelrecht konfigurierte weiße Substanz enthält beim erwachsenen Menschen neben myeli-

nisierenden Oligodendrozyten auch Astrozyten, Mikroglia und OPCs (Lüllmann-Rauch und 

Asan 2015). Letztgenannte OPCs spielen eine wesentliche Schlüsselrolle beim Wiederaufbau 

der Myelinscheiden (Wolswijk 1998). 

In der Konsequenz ist der erste Schritt im Remyelinisierungsprozess in der Regel die Akti-

vierung von ortsständigen sowie regional angrenzenden OPCs.  

Die Aktivierung von OPCs ist dabei vermutlich eine Reaktion auf die durch akute Schädi-

gung induzierten Veränderungen der Mikroglia und Astrozyten, welche äußerst empfindlich 

auf Störungen der Gewebehomöostase reagieren (Glezer et al. 2006; Rhodes et al. 2006; 

Franklin und Goldman 2015). 
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Während Makrophagen Myelinreste beseitigen, kommt es unter dem Einfluss von Mitoge-

nen und pro-migratorischen Faktoren, die überwiegend von reaktiven Astrozyten und Ent-

zündungszellen gebildet werden, zur Proliferation und Besiedelung des demyelinisierten 

Areals durch eine große Zahl OPCs (Franklin und ffrench-Constant 2008). 

In der Endphase der Remyelinisierung differenzieren sich rekrutierte OPCs in remyelinisie-

rende Oligodendrozyten und beginnen konsekutiv mit der Neubildung der Myelinscheiden. 

So können im Ergebnis, dem Grad und der Qualität der Remyelinisierung entsprechend, die 

saltatorische Reizweiterleitung teilweise wiederhergestellt und funktionelle Defizite behoben 

werden (Smith et al. 1979; Liebetanz und Merkler 2006). 

Die Differenzierung der OPCs in myelinisierende Oligodendrozyten umfasst nicht nur 

Veränderungen in der Zellmorphologie, sondern auch in der Regulation verschiedener Tran-

skriptionsfaktoren und Genprodukte, welche in der weiteren Entwicklung und Differenzie-

rung der Oligodendrozyten eine wichtige Rolle spielen. 

Insbesondere Transkriptionsfaktoren wie Olig2, Nkx2.2 sowie Sox10 werden dabei Schlüs-

selrollen zugeschrieben (Fancy et al. 2004; Watanabe et al. 2004; Liu et al. 2007; Franklin und 

Goldman 2015). Sie können außerdem zusammen mit weiteren Proteinen wie p25 zur Ein-

teilung der Oligodendrozyten in verschiedene Differenzierungsstadien herangezogen wer-

den. Dies liegt darin begründet, dass sie im Laufe der Ausreifung oft nur während einer 

begrenzten Zeitspanne bzw. in einem bestimmten Stadium nachweisbar sind. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden ebenfalls o. g. Markerproteine herangezogen, um eine Einteilung in 

reife und unreife Oligodendrozyten zu treffen. Näher besprochen werden die verwendeten 

Marker im Methodikteil (2.3.3). 

 

1.3.2 Fehlgeschlagene Remyelinisierung 

Die genauen Hintergründe für die unterschiedliche Ausprägung oder gar das gänzliche Fehl-

schlagen einer Remyelinisierung sind, ähnlich der überhaupt zugrundeliegenden Pathologien 

der Demyelinisierung, nicht gänzlich geklärt und wahrscheinlich nicht monokausal zu be-

gründen. Es ist wie bereits angeklungen ein komplexes Zusammenspiel von Aktivierung, 

Proliferation, Migration und Differenzierung unter dem Einfluss verschiedenster löslicher 

und zellulärer Faktoren notwendig, um eine erfolgreiche Remyelinisierung zu gewährleisten. 

Dementsprechend gibt es auch viele mögliche Ansatzpunkte für ein Scheitern der Remyeli-

nisierung.  

Läsionen können sich zudem in ihrem oligodendroglialen Zellgehalt unterscheiden. So sind 

einige demyelinisierte Läsionen durch einen oligodendroglialen Verlust gekennzeichnet und 

andere wiederum durch die Persistenz einer großen Zahl von Zellen der oligodendroglialen 

Reihe, einschließlich OPCs (Piaton et al. 2009). 
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Mechanismen, die entweder zum Erfolg oder zum Scheitern der Remyelinisierung führen, 

können also vermutlich zwischen verschiedenen Läsionen unterschiedlich sein. 

Beispielsweise gibt es bei Läsionen mit oligodendroglialem Verlust eine Hypothese, welche 

besagt, dass ein Defekt in der Rekrutierung von adulten OPCs in Richtung des demyelini-

sierten Bereichs durch Dysregulation von pro-migratorischen Faktoren wie z.B. Chemokinen 

(Dziembowska et al. 2005) oder Neurotransmittern (Gudz et al. 2006) existieren muss. Dies 

würde ein Scheitern der Migration von OPCs in betroffene Areale und, damit verbunden, 

ein Scheitern der Remyelinisierung dieser Läsionen erklären. 

Zum anderen gibt es Läsionen, in denen nach wie vor eine hohe Zahl von Zellen der oli-

godendroglialen Reihe (einschließlich OPCs) anzutreffen ist (Wolswijk 1998; Chang et al. 

2000), in denen es also wahrscheinlich zu einer Migration von Vorläuferzellen kommt, aber 

dennoch keine suffiziente Remyelinisierung stattfindet. Hier wird eine Störung in der Diffe-

renzierung der OPCs angenommen (hervorgerufen beispielsweise durch eine Dysregulation 

inhibitorischer Faktoren). Ein Beispiel hierfür wäre ein Differenzierungsarrest, etwa hervor-

gerufen durch eine Interaktion des Jagged1-Liganden (auf Seiten des Axons) und des 

Notch1-Rezeptors (auf Seiten der OPCs) (Wang et al. 1998; Piaton et al. 2009). 

Diskutiert werden jedoch auch eine Vielzahl an weiteren möglichen Faktoren, welche einen 

Einfluss auf Rekrutierung oder Differenzierung der Oligodendrozyten ausüben können. 

Diese können von fehlerhaften zellulären Interaktionen zwischen Oligodendrozyten und 

Axonen (Nave und Trapp 2008) über den Einfluss von Wachstumsfaktoren (wie FGF-2 oder 

PDGF) (Redwine und Armstrong 1998; Maeda et al. 2001), Klasse-3-Semaphorinen (memb-

ranständige Moleküle, die an der Wegfindung von Axonen beteiligt sind z. B. SEMA3s) 

(Mecollari et al. 2014) bis hin zu nicht direkt krankheitsbezogenen Faktoren wie Alter und 

Geschlecht der Betroffenen reichen (Shen et al. 2008). 

Experimentelle und klinische Daten deuten jedoch generell darauf hin, dass die Differenzie-

rungsphase der OPCs als verwundbarster Abschnitt auf dem Weg zur Remyelinisierung an-

gesehen werden kann und es in dieser Phase anscheinend gehäuft zum Versagen der Remyeli-

nisierungsbestrebungen kommt (Franklin und ffrench-Constant 2008; Kuhlmann et al. 2008; 

Fancy et al. 2010). 

Zusammenfassend lässt sich also ein komplexes Bild aus möglichen Störungen in der sen-

siblen Phase der Differenzierung von OPCs unter dem lokalen Einfluss negativer bzw. dem 

Fehlen positiver Faktoren zeichnen. So könnte es letztlich zum Ausbleiben einer regelrech-

ten Differenzierung von OPCs zu myelinisierenden Oligodendrozyten und daher auch zu 

einem Fehlschlagen der lokalen Remyelinisierungsbestrebungen kommen. 
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 Experimentelle Modelle der MS 

1.4.1 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitits (EAE) 

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eines der am besten erforsch-

ten Tiermodelle zu Autoimmunerkrankungen (Denic et al. 2011) und stellt ein ausgezeich-

netes Modell in Bezug auf die entzündlichen Aspekte der MS dar (Baxter 2007). 

Die Grundlage für das Modell der EAE wurde 1930 von dem Virologen Thomas M. Rivers 

und seinen Kollegen beschrieben, während sie versuchten, die Ursachen seltener, jedoch 

schwerwiegender neurologischer Komplikationen nach Tollwutimpfungen aufzuklären (Ri-

vers et al. 1933). Dabei untersuchten sie, weswegen es bei Betroffenen in manchen Fällen zu 

schmerzhaften motorischen Störungen kam, welche teilweise reversibel waren und in ande-

ren Fällen einen tödlichen Ausgang fanden. 

Rivers Untersuchungen stützten sich auf die Injektion von Extrakten aus zerkleinertem Ka-

ninchenhirn in Rhesusaffen und der daraus resultierenden entzündlichen Entmarkung im 

ZNS. Das daraus entwickelte Tiermodel der EAE wurde in den darauffolgenden Jahrzehnten 

bis zum heutigen Tag weiterentwickelt.  

Durch den kombinierten Einsatz verschiedener Hilfsstoffe (zusammengefasst im Freund-

Adjuvans) stellt die EAE heute ein relativ einfach auszulösendes und auf verschiedene Spe-

zies (in dieser Studie Mäuse) anwendbares Modell für immunpathologische Aspekte der MS 

dar und wird darüber hinaus zur Erprobung verschiedener Therapieansätze herangezogen 

(Baxter 2007).  

Im Laufe der Identifizierung zunehmend spezifischerer Proteine als Auslöser der EAE 

wurde die einfache Emulsion aus Hirngewebe über die Zeit durch immer genauer definierte 

Autoantigene ersetzt. Prinzipiell beruht die EAE auf einer Immunreaktion auf Myelin bzw. 

Myelinbestandteile. Die dabei am häufigsten verwendeten Antigene sind MBP (basisches 

Myelinprotein) (Einstein et al. 1962; Laatsch et al. 1962), MOG (Myelin-Oligodendrozyten-

Glykoprotein) (Lebar et al. 1986) und PLP (Proteolipid-Protein) (Tuohy et al. 1988). 

Zur Provokation einer raschen und ausgeprägten Immunantwort besteht das Injektionsma-

terial neben dem eigentlichen Antigen aus einer Emulsion aus Mineralöl, hitzedeaktivierten 

Mykobakterien und einem Emulgator – welches auch als komplettes Freund-Adjuvans 

(KFA) bezeichnet wird (Freund und McDermott 1942). Zeitgleich zu dieser Injektion erfolgt 

in der Regel eine begleitende Injektion von Pertussis-Toxin, welche meist in einem Zeitraum 

von ca. 48 Stunden wiederholt wird und ebenfalls zur Intensivierung der Immunantwort 

führen soll (Munoz et al. 1984). 

Die EAE ist bei vielen verschiedenen Spezies auslösbar, hierzu zählen Ratten, Mäuse, Meer-

schweinchen, Kaninchen sowie Primaten. Die Histopathologie und der klinische Verlauf 

können sich hierbei bei den einzelnen Tierarten unterscheiden und sind hauptsächlich ab-

hängig von dem verwendeten Antigen sowie der genetischen Veranlagung der Tierart. Die 
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Tiere können, entsprechend des verwendeten Antigens und des artspezifischen Genotyps, 

einen monophasischen Verlauf, eine schubförmig remittierende Form oder eine chronische 

EAE ausbilden (Olsson et al. 2000; Hartung et al. 2005; Mix et al. 2010). 

Beispielsweise induziert PLP (PLP139-151) bei SJL-Mäusen eine schubförmig remittierende 

EAE, während MOG (MOG35-55) bei C57BL-Mäusen eine chronisch-progressive EAE 

auslöst (Gold et al. 2006). Zur Induktion werden hierbei nicht die vollständigen Proteine 

verwendet, sondern ausgewählte Peptidfragmente. Die genaue Sequenzfolge der Aminosäu-

ren wird dabei durch die Ziffern hinter der jeweiligen Abkürzung angezeigt (z.B. Aminosäu-

ren 35 bis 55 innerhalb der Gesamtsequenz des MOG-Proteins bei MOG35-55). 

Die EAE hat sich im Laufe der Jahre als ein wesentliches experimentelles Modell der MS 

herauskristallisiert, da sie wichtige Merkmale aufweist, welche beide Erkrankungen gemein 

haben. Vereinbar mit der Hypothese einer Autoimmun-Genese der MS fußt die Demyelini-

sierung bei der EAE ebenfalls auf immunologischen Vorgängen, welche im Verlauf zu einer 

Zerstörung der Myelinscheiden führen. Hinzu kommt, dass es bei der EAE ähnlich wie bei 

der MS zu multiplen Läsionen mit räumlicher und z.T. auch zeitlicher Dissemination kommt. 

Ferner kommt es bei der EAE ähnlich wie bei der MS zu zeitlichen Veränderungen der Lä-

sionen welche beginnend mit Inflammation über Demyelinisierung und Gliose hin zu parti-

eller Remyelinisierung reichen können. Weiterhin finden sich im Liquor von Tieren mit EAE 

Immunglobuline, welches auch bei MS-Betroffenen der Fall ist und regelmäßig zur Diagnos-

tik der MS herangezogen wird (Baxter 2007). 

 

1.4.2 Cuprizoninduzierte Demyelinisierung 

Die Substanz Bis-Cyclohexanon-Oxaldihydrazon oder Cuprizon ist ein Kupferchelator, wel-

cher seit seiner Synthese in den 1950er Jahren hauptsächlich zum quantitativen Nachweis 

von Kupfer in nichtmedizinischen Proben verwendet wird (Messori et al. 2007). Erst in den 

frühen 1970er Jahren wurde Cuprizon aufgrund seiner neurotoxischen Wirkung in experi-

mentellen Versuchen zur Demyelinisierung des ZNS zum Einsatz gebracht (Carlton 1966; 

Ludwin 1978; Kipp et al. 2009).  

Cuprizon führt bei oraler Aufnahme durch Ratten oder Mäusen zu einer reversiblen 

Demyelinisierung vornehmlich im Corpus callosum. Dies ist vermutlich darin begründet, dass 

durch die Komplexbildung von Cuprizon mit Kupfer die Verfügbarkeit von Kupfer für mi-

tochondriale und andere kupferabhängige Enzyme abnimmt und es so zu einer Störung ihrer 

Funktion kommt. Dies führt zu einer Schädigung und zum Zelltod insbesondere der reifen 

Oligodendrozyten im ZNS (Copray et al. 2005). So unterscheidet sich das Cuprizon-Modell 

der Demyelinisierung von der EAE, wo die Demyelinisierung maßgeblich immunologischer 

Natur ist. 
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Die zugrundeliegenden Pathomechanismen des cuprizoninduzierten Untergangs von Oli-

godendrozyten sind nicht vollständig geklärt. 

Man vermutet, dass es, bedingt durch den Kupfermangel, insbesondere zu einer Dysfunktion 

der Enzyme Monoaminooxidase und Cytochrom-C-Oxidase (Komplex IV der Atmungs-

kette) kommt (Venturini 1973). Einerseits mündet dies in Verschiebungen des pH-Wertes in 

den Zellen (durch die Abnahme der Aktivität der Cytochrom-C-Oxidase), andererseits in 

einem vermehrten Anfall von zytotoxischen Metaboliten (durch die Dysfunktion der Mono-

aminooxidase) (Kipp et al. 2009). Beides führt zu einer Schädigung und Störung im Energie-

haushalt der Oligodendrozyten (Kipp et al. 2009), in dessen Folge es letztlich zur Apoptose 

der Oligodendrozyten und konsekutiver Demyelinisierung der Axone kommt (Blakemore 

1972; Matsushima und Morell 2001; Copray et al. 2005). 

Das Cuprizon-Modell eignet sich so, um Fragestellungen zu begegnen, welche sich im Hin-

blick auf die Theorie einer primären Oligodendrozytenschädigung als Auslöser für eine Ent-

markung im Rahmen der MS ergeben. Bei der cuprizoninduzierten Demyelinisierung lässt 

sich ein Untergang von Oligodendrozyten noch vor der eigentlichen Demyelinisierung oder 

einer Immunreaktion beobachten (Torkildsen et al. 2008; Acs und Kalman 2012). 

Insbesondere da die Demyelinisieurng rasch reversibel ist (Irvine und Blakemore 2006), stellt 

das Cuprizon-Modell nicht nur ein gutes Instrument für Beobachtungen zu Prozessen der 

Demyelinisierung dar, sondern eignet sich ebenfalls, um Prozesse der Remyelinisierung zu 

untersuchen (Torkildsen et al. 2008). 

 

 

 Fragestellung 

 

Zum besseren Verständnis der oligodendroglialen Pathogenese der MS wurden in der vor-

liegenden Arbeit immunhistologische Untersuchungen an MS-Biopsien sowie an Tiermodel-

len der MS durchgeführt. Es wurde insbesondere untersucht, wie sich die Zelldichte ver-

schiedener Oligodendrozyten-Subpopulationen in der frühen Läsionsentwicklung der MS 

beim Menschen, in verschiedenen Stadien der Läsionsentwicklung im Rahmen des 

Cuprizon-Modells (toxische Demyelinisierung) sowie im Rahmen des EAE-Modells (auto-

immun-induzierte Demyelinisierung) im ZNS der Maus verhält. 

Hierzu wurden durch Immunfluoreszenz-Mehrfachmarkierungen zell- und phasenspezifi-

scher Zellmarker reife Oligodendrozyten, Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (OPCs) sowie 

mutmaßlich geschädigte Oligodendrozyten identifiziert und deren Dichte in demyelinisierten 

Läsionen, angrenzenden Periläsionsarealen sowie gesundem Gewebe (NAWM) ermittelt. 
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2 Material und Methoden 

 Untersuchtes Gewebe 

Das untersuchte Gewebe setzte sich aus humanen Biopsien sowie tierexperimentell gewon-

nenen Gewebeproben zusammen, welche in beiden Fällen fluoreszenzoptisch gefärbt 

wurden. 

Proben der Demyelinisierung im Nagetiermodell wurden entsprechend der im Folgenden 

unter 2.1.2 für das jeweilige Tiermodell dargestellten Verfahrensweisen erzeugt und 

gewonnen. 

 

2.1.1 MS-Biopsien 

Die hier verwendeten MS-Biopsien wurden aus differentialdiagnostischen Gründen entnom-

men und entstammten dem Archiv des Instituts für Neuropathologie der Universitätsmedi-

zin Göttingen. 

Das formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Gewebe (FFPE-Gewebe = formalin fixed 

paraffin embedded) von insgesamt 9 Patienten (2 männlich, 7 weiblich, Alter: 4-72 Jahre, Alters-

median: 35 Jahre), wurde im Rahmen weiterführender Diagnostik bei zum Zeitpunkt der 

Probeentnahme unklaren neurologischen Grunderkrankungen durch Biopsie gewonnen. Bei 

der pathologischen Befundung stellte sich eine entzündliche Entmarkung, vereinbar mit ei-

ner Erkrankung aus dem Formenkreis der MS, dar. 

Die hier untersuchten Läsionen entsprachen nach durchgeführter Stadienanalyse mittels 

Myelinproteinen und Makrophagenmarkern (1.1.5) früh aktiven Läsionen (Brück et al. 1995).  

 

Tabelle 1 gibt einen zusammenfassenden Überblick über klinische und pathologische Daten 

der untersuchten Patienten.  

 
Tabelle 1: Patientendaten Humanbiopsien 

Patient 
Nr. 

Alter Geschlecht Grund der Biopsie Diagnose 

1 38 w V. a. Malignom Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

2 29 w V. a. Malignom oder In-
fektion 

Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

3 35 w V. a. Malignom Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

4 72 m V. a. Malignom Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 
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Patient 
Nr. 

Alter Geschlecht Grund der Biopsie Diagnose 

5 46 w V. a. Malignom oder Va-
skulitis 

Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

6 34 w V. a. Malignom Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

7 29 w NA Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

8 4 m V. a. Vaskulitis Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

9 43 w NA Entzündlich entmarkender 
ZNS-Prozess 

 

2.1.2 Experimentell erzeugte Proben in Tiermodellen der MS 

Es gibt kein Tiermodell, das für sich alleine genommen in der Lage ist, der MS in ihrer Vielfalt 

der klinischen, pathologischen und radiologischen Präsentation gerecht zu werden. Nichts-

destotrotz sind über die letzten Jahrzehnte nützliche und relevante Tiermodelle entwickelt 

worden, welche ausgewählte Teilaspekte der Erkrankung widerspiegeln können. Abhängig 

von der genauen Fragestellung ist es durch gezielte Auswahl des geeigneten Tiermodells 

möglich, Ergebnisse zu liefern, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf die MS beim 

Menschen anwendbar sind (Denic et al. 2011). 

Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, fußen die Ergebnisse dieser Untersuchung neben 

humanen Proben auf zwei etablierten und häufig untersuchten Tiermodellen, welche unter-

schiedliche Teilaspekte der MS darstellen. 

Diese sind die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) (siehe 1.4.1) und das 

Cuprizon-Modell der toxisch induzierten Demyelinisierung (siehe 1.4.2). 

 

 Durchführung der Tierexperimente 

2.2.1 Versuchstiere 

Mäuse des Stammes C57Bl/6J der Firma Charles River Laboratories (Charles River Labora-

tories, Sulzfeld, Deutschland) wurden käuflich erworben und nach initialer Grunduntersu-

chung und Erfassung für mindestens sechs Tage an die neue Unterbringung, das Futter und 

die Umgebung der Tierexperimentellen Einrichtung der Universitätsmedizin Göttingen ge-

wöhnt. Die Haltung der Tiere (zwei bis fünf Tiere pro Käfig) fand unter licht- und tempera-

turkontrollierten Bedingungen mit Ad-libitum-Zugang zu Wasser und Futter statt.  
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2.2.2 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) 

Die Induktion der EAE erfolgte an 6-12 Wochen alten C57BL/6J Mäusen durch subkutane 

Injektion von rekombinantem Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (rMOG1-125). Die Im-

munisierung erfolgte durch Injektion einer Emulsion bestehend aus 100 µg in KFA (siehe 

1.4.1) emulgiertem MOG zusammen mit 5 mg/ml Mycobacterium tuberculosis (Stamm H37Ra) 

in inguinale und axilläre Regionen. Zeitgleich erfolgte eine intraperitoneale Injektion von 

300 ng Pertussis-Toxin, welche nach Ablauf von 48 Stunden wiederholt wurde. 

Das klinische Ausmaß der EAE wurde anhand eines Scoring-Systems beurteilt, wobei ein 

klinischer Score ≥ 3,5 oder ein Gewichtsverlust von ≥ 25% als Abbruchkriterium definiert 

wurde und die betroffenen Tiere frühzeitig euthanasiert und aus der Studie genommen 

wurden.  

 

2.2.3 Cuprizon-Modell 

Für die cuprizoninduzierte Demyelinisierung wurde 6-12 Wochen alten Mäusen (Stamm 

C57BL/6J) 0,25% (2,5 g/kg) Cuprizon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in das Futterpulver 

(SSNIFF Spezialitäten GmbH, Soest, Deutschland) gemischt. Nach einer Versuchsdauer von 

zwei oder vier Wochen wurden die Tiere schmerzlos getötet und das Gewebe für nachfol-

gende histopathologische Untersuchungen asserviert (siehe 2.2.4). 

 

2.2.4 Gewebeasservation und Fixierung  

2.2.4.1 Transkardiale Perfusion 

Die Versuchstiere wurden nach zwei oder vier Wochen durch eine letale Dosis Xylazin/Ke-

tamin schmerzlos getötet. Nach dem Ausfall aller Reflexe wurden das Herz frei präpariert, 

der rechte Herzvorhof inzidiert und der linke Ventrikel punktiert. Es erfolgte zunächst eine 

langsame Perfusion der Tiere mit etwa 10-15 ml PBS, um das Gefässsystem blutfrei zu be-

kommen. Anschließend wurden die Tiere mit PBS/4% PFA zur Gewebeasservierung per-

fundiert. Nach Entnahme von Gehirn und Rückenmark erfolgte eine zusätzliche Nachfixie-

rung in PBS/4% PFA für weitere 48 Stunden. 

 

2.2.4.2 Gewebepräparation 

Das fixierte Gewebe wurde nach erfolgter Spülung mit PBS in ca. 3 mm dicke koronare 

Scheiben geschnitten. Nach einer weiteren Waschung in destilliertem Wasser erfolgte die 

Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils eine Stunde in einer Lösung aus 
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50%, 70%, 90%, 95%, 96%, 100% Ethanol in destilliertem Wasser bei einer Temperatur von 

37° C) und Xylol als Intermedium. 

Die Einbettung in Paraffin erfolgte maschinell unter Zuhilfenahme eines Gewebeinfiltrati-

onsautomaten (TP 1020 Automatic Tissue Processor, Leica® Microsystems Deutschland). 

Die dabei erzeugten Paraffinblöcke wurden im Anschluss mit einem Mikrotom (Leica Bio-

systems Deutschland) in Schnitte von einer Dicke von 1-2 μm geschnitten und auf einen 

Objektträger (Menzel-Gläser,Braunschweig, Deutschland) aufgebracht. 

2.2.4.3 Entparaffinierung und Rehydrierung 

Um eine histologische Färbung durchzuführen, ist eine Entparaffinierung und anschließende 

Rehydrierung der Einzelpäparate notwendig. Dies geschieht durch Erhitzung auf 55°-60° C 

für ca. 100 Minuten und aufeinanderfolgendem Tauchbad in den in Tabelle 2 aufgeführten 

Lösungen. 

 

Tabelle 2 Verwendete Lösungen zur Entparaffinierung und Rehydrierung 

 

 Immunhistochemische Untersuchungen 

2.3.1 Grundlegendes 

Immunhistochemische Färbemethoden ermöglichen den gezielten Nachweis von Strukturen 

in Geweben und stellen eine etablierte Methode in histopathologischer Diagnostik und For-

schung dar. Sie sind anwendbar auf eine Vielzahl von Probetypen wie Gefrier-, Kunststoff- 

und Paraffinschnitten, Vibratomschnitten sowie frei flottierenden Schnitten oder Zellkultu-

ren (Lang 2013). 

Das Grundprinzip immunhistochemischer Nachweis- bzw. Färbe-Verfahren, wie der hier 

verwendeten Immunofluoreszenz-Markierung, beruht auf der Affinität von Antikörpern ge-

gen definierte Zielstrukturen. Diese Zielstrukturen, auch Antigene genannt, können verschie-

den geartet sein und mehrere Epitope (Bindungsstellen für Antikörper) vorweisen. Epitope 

können beispielsweise Aminosäuregruppen oder Oligosaccharidketten sein, und nachzuwei-

sende Antigene können sich auf der Oberfläche von Zellen, im Zytoplasma oder Zellkern 

befinden. 

Verwendete Lösung Dauer in Minuten Wiederholungen 

Xylol 10 4 

1:1 Gemisch aus Isopropanol und Xylol 5 1 

100% Isopropanol 5 2 

90% Isopropanol und destilliertes Wasser 5 1 

70% Isopropanol und destilliertes Wasser 5 1 

50% Isopropanol und destilliertes Wasser 5 1 
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2.3.2 Antikörper 

Antikörper, welche in immunhistochemischen Färbeverfahren zum Einsatz kommen, gehö-

ren hauptsächlich der Gruppe der Gamma-Immunglobuline (IgG) an, welche sich durch ihre 

vergleichsweise geringe Größe und Masse (~150 kDa) auszeichnen und daher besonders gut 

in Gewebe eindringen können, sich dabei aber gegenseitig nur wenig sterisch behindern. Sie 

sind meist tierischen Ursprungs und werden durch gezielte Immunisierung von Tieren 

(zumeist Ziege, Maus, Kaninchen oder Meerschweinchen) gegen entsprechende Antigene 

gewonnen. Durch Präsentation des Antigens gegenüber dem Immunsystem des Tieres 

kommt es zu einer Immunantwort mit der Produktion von Antikörpern. Durch Isolierung, 

Kultivierung und Vermehrung entsprechender Plasmazellen erhält man schließlich die 

gewünschten Antikörper in großen Mengen. 

Der Länge nach geteilt, besteht ein IgG-Antikörper aus einer kurzen, leichten Kette und 

einer langen, schweren Kette. Die einzelnen Anteile des Antikörpers werden durch Disulfid-

brücken miteinander verbunden (siehe Abbildung 1). 

Die für eine jeweilige Herkunftsspezies gleichbleibende Fc-Komponente (Fc = fragment 

crystallisable) und die zwei modifizierbaren Fab-Fragmente (Fab = fragment antigen binding), 

geben den Antikörpern ihre für IgG charakteristische Y-Form. Die Fab-Domänen weisen 

dabei eine Affinität zu einem spezifischen Epitop eines Antigens auf und funktionieren nach 

dem Schlüssel-Schloss-Prinzip.  

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung IgG 
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Immunglobuline haben durch ihre makromolekulare Struktur selbst antigene Eigenschaften. 

Durch Verabreichung artfremder Antikörper können Tiere Antikörper bilden (beispielsweise 

durch Immunisierung einer Ziege mit Antikörpern eines Kaninchens), welche wiederum 

selbst gegen die verabreichten Antikörper gerichtet sind. Auf diesem Weg können soge-

nannte polyklonale Sekundärantikörper generiert werden, welche zwar alle gegen das gleiche 

Zielantigen gerichtet sind (in der Regel das Fc-Fragment des eingebrachten Antikörpers), 

sich jedoch in ihrer Epitopspezifität unterscheiden. Polyklonale Antikörper unterscheiden 

sich von monoklonalen Antikörpern dadurch, dass sie ihren Ursprung in unterschiedlichen 

Plasmazellen haben und gegen verschiedene Epitope des gleichen Antigens gerichtet sein 

können, wohingegen monoklonale Antikörper von dem Zellklon einer einzelnen Plasmazelle 

stammen (Hauk 2014). So können mehrere polyklonale Sekundärantikörper an einem Pri-

märantikörper binden und so zu einer Verstärkung des Färbesignals beitragen (Lang 2013; 

Luttmann et al. 2014). 

Im Fall der Antikörper, welche wiederum selbst gegen andere Antikörper gerichtet sind, stellt 

das Fc-Fragment, welches sich am Ende der schweren Ketten befindet, das Antigen dar. 

Sollen wie bei der hier vorliegenden Arbeit mehrere Strukturen innerhalb einer Gewebeprobe 

sichtbar gemacht werden, sind Mehrfachfärbungen mit Antikörpern gegen unterschiedliche 

Zielstrukturen notwendig. Hierzu eignen sich Fluorochrom-konjugierte-Sekundärantikör-

per, an welche Fluoreszenzfarbstoffe gebunden sind. Fluorochrome sind Moleküle, welche 

die Eigenschaft besitzen, bei Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenlänge selbst 

Licht in einer anderen Wellenlänge zu emittieren (siehe Abbildung 2 Kasten A5 und A6). Es 

ist zu bedenken, dass die verschiedenen Fluorochrome, die in einer Mehrfachfärbung zum 

Einsatz kommen, untereinander möglichst weit auseinanderliegende Anregungs- und Emis-

sionswellenlängen besitzen müssen, um Störungen durch Überlagerung der einzelnen Signale 

zu vermeiden. 

 

2.3.3 Detektierte Strukturen  

Die Unterscheidung der unterschiedlichen Reifestufen und funktionellen Stadien der Oli-

godendrozyten nur anhand ihrer Morphologie ist sehr schwierig. Da für die Fragestellung 

dieser Arbeit jedoch eine Unterteilung in zum Beispiel reife Oligodendrozyten und 

Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (OPC) ausschlaggebend ist, fand die Identifikation mit-

tels immunhistochemischer Markierung exprimierter Trankriptionsfaktoren und biochemi-

scher Marker statt. 

Durch immunhistochemische Färbemethoden wurden einerseits die im Nucleus befindli-

chen Marker Olig2, Nkx2.2 sowie Sox10 sichtbar gemacht und andererseits der zytosolische 

Marker p25 angefärbt. 
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Die Darstellung struktureller Veränderungen des Myelins im Sinne einer Demyelinisierung 

wurde durch die Färbung von MBP (basisches Myelinprotein) realisiert. Dabei wurden Zel-

len, welche einfach positiv für die Transkriptionsfaktoren Olig2, Nkx2.2 oder Sox10 ange-

färbt wurden, als Oligodendrozyten-Vorläuferzellen identifiziert und Zellen, welche zusätz-

lich dazu positiv für p25 waren (also doppelt positiv), als reife Oligodendrozyten eingeord-

net. 

Eine grundsätzliche und unspezifische Identifizierung von Zellen im Allgemeinen fand 

durch Färbung ihrer Zellkerne mittels DAPI statt und diente der Reduzierung von Fehlzäh-

lungen, verursacht durch unspezifische Färbeartefakte.  

Im Folgenden werden die einzelnen Zielstrukturen der immunhistochemischen Färbungen 

kurz vorgestellt. 

 

2.3.3.1 Olig2 

Der Transkriptionsfaktor Olig2 (oligodendrocyte transcription factor 2) gehört zur Familie der 

bHLH-Proteine (basic helix-loop-helix) (Takebayashi et al. 2002) und stellt einen spezifischen 

Marker für Oligodendrozyten dar, ist jedoch relativ phasenunspezifisch, da er sowohl in 

OPCs als auch in reifen Oligodendrozyten exprimiert wird (Ligon et al. 2004; Liu et al. 2007). 

Die Aussagekraft von Olig2 als Marker zur Bestimmung der Entwicklungsstufe von Oli-

godendrozyten ist darum abhängig von der Abwesenheit oder Anwesenheit von weiteren 

Markern wie beispielsweise p25.  

Olig2 wird eine Rolle in der Antwort auf Schäden an Oligodendrozyten und Verletzungen 

des Gehirns zugeschrieben, da eine Erhöhung von Olig2 beispielsweise nach Stichverletzun-

gen im Gehirn nachweisbar ist (Buffo et al. 2005; Ou et al. 2016).  

Darüber hinaus wird Olig2 jedoch eine Hauptrolle bei der Reifung und Differenzierung von 

Zellen der oligodendroglialen Reihe zugeschrieben (Zhou et al. 2001; Jakovcevski und Ze-

cevic 2005), auch wenn davon ausgegangen wird, dass ein Zusammenspiel mit weiteren Tran-

skriptionsfaktoren wie Sox10 und Nkx2.2 existiert, ist die Expression von Olig2 alleine in 

der Lage, Reifung und Differenzierung von Oligodendrozyten zu initiieren (Liu et al. 2007). 

Somit stellt Olig2 einen hervorragenden Basalmarker für Zellen der oligodendroglialen Reihe 

dar. 

 

2.3.3.2 Sox10 

Der Transkriptionsfaktor Sox10 ist ein früher Marker für Zellen der oligodendroglialen Reihe 

und gehört zu der Gruppe der High-Mobility-Group-Proteine (Liu et al. 2007). Zusammen 
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mit Olig2 und Nkx2.2 spielt er eine Rolle bei der oligodendroglialen Reifung und Differen-

zierung und wird darüber hinaus auch im reifen Oligodendrozyten weiter exprimiert (Stolt 

et al. 2002). 

2.3.3.3 Nkx2.2 

Ebenso kann Nkx2.2/(Nk2.2), welches zu den Home-domain-Proteinen zählt, als Marker 

für Oligodendrozyten verwendet werden. Es spielt ähnlich wie Sox10 in Kombination mit 

Olig2 eine synergistische Rolle bei der Differenzierung und Reifung von Oligodendrozyten 

(Liu et al. 2007). Insbesondere Untersuchungen zur Entwicklung von Oligodendrozyten in 

Mäusen deuten darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor Nkx2.2 nicht nur die Entwicklung 

bzw. Differenzierung mit steuert, sondern in besonderem Maß einen begrenzenden Einfluss 

auf die Anzahl der gebildeten OPCs ausübt (Kucenas et al. 2008). Ähnlich wie Sox10 ist es 

im ZNS im Nucleus von OPCs nachweisbar, wird aber nach Differenzierung zu reifen Oli-

godendrozyten herunterreguliert (Xu et al. 2000; Watanabe et al. 2004; Kuhlmann et al. 2008) 

und kann somit insbesondere in Koexpression mit p25 als Marker für frühe bzw. erst kürz-

lich differenzierte, reife Oligodendrozyten verwendet werden. 

 

2.3.3.4 p25/TPPP 

Im Gegensatz zu den nukleären Markern Olig2, Sox10 und Nkx2.2 ist der Marker p25 

(TPPP/p25 = tubulin polymerization promoting protein) ein zytoplasmatisches (Phospho)-Protein, 

welches sehr spezifisch in reifen, myelinisierenden Oligodendrozyten exprimiert wird (Leho-

tzky et al. 2008). Man geht davon aus, dass das Markerprotein eine Rolle bei der Strukturie-

rung der Mikrotubuli innehat (Takahashi et al. 1993; Song et al. 2007).  

 

2.3.3.5 MBP 

MBP ist eine Hauptkomponente im Proteinanteil von Myelin und spielt anscheinend eine 

Rolle in diversen Struktur- und Signalnetzwerken, welche in unterschiedlichen Mikrodomä-

nen des Myelins in unterschiedlichen Stadien der zellulären Differenzierung auftreten (Ha-

rauz und Boggs 2013). MBP verankert die zytosolischen Oberflächen der das Axon umwi-

ckelnden Oligodendrozytenmembranen, wodurch es zur Ausbildung der multilamellären 

Barriere für Proteindiffusion und Ionenaustausch durch das kompakte Myelin kommt 

(Trapp und Kidd 2004). Weiterhin spielt MBP eine Rolle beim Aufbau des Zytoskeletts sowie 

im Rahmen der Membranerweiterung und Ausdehnung (Harauz und Boggs 2013; Vassall et 

al. 2015). Als Hauptbestandteil im Proteinanteil von Myelin im ZNS (Zhou et al. 2017) und 

aufgrund seiner relativ homogenen Verteilung im Myelin (Brunner et al. 1989) eignet es sich 

besonders gut für den Nachweis von Myelin in histologischen Präparaten. So können mit 
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MBP als Zielantigen immunhistochemischer Färbeverfahren Areale mit normaler Myelini-

sierung gut von strukturellen Veränderungen im Sinne einer Demyelinisierung unterschieden 

werden. 

 

2.3.4 Gewebevorbereitung 

Im Zuge der Fixierung und Einbettung von Geweben kann es zu Einbußen in der Morpho-

logie und strukturellen Veränderungen kommen. So kann beispielsweise die häufig verwen-

dete Formalinfixierung durch Bildung von Methylgruppen Proteinstrukturen verändern und 

so Epitope maskieren. Formalininduzierte Veränderungen an Epitopen sind dabei oft rever-

sibel und können beispielsweise durch proteolytische Enzyme im Rahmen der PIER (protease-

induced epitope retrieval), oder der weitaus häufiger verwendeten feuchtigkeits- und hitzevermit-

telten HIER (heat-induced epitope retrieval) wiederhergestellt und der Erkennung durch Antikör-

per zugänglich gemacht werden. Diesen Prozess bezeichnet man daher auch als 

Demaskierung oder epitope retrieval (Hantschke und Palmedo 2015). Dazu wurden die Präpa-

rate in Puffer (Citratpuffer (pH6) oder Tris/EDTA (pH9)) in einem Dampfgarer (Braun, FS 

3000, De'Longhi Deutschland GmbH) für 35 Minuten erhitzt. Nachfolgend wurden die Pro-

ben wieder mit destilliertem Wasser und PBS gespült. 

Bei der Färbung gegen Olig2 mittels Tyramid-Kit (TSA™-Kit, Invitrogen/Fisher Scientfic, 

Waltham, USA) wurde im nächsten Schritt die Aktivität der endogenen Peroxidase unter-

bunden, um unerwünschte Hintergrundfärbungen zu vermeiden. Hierzu wurden die Proben 

10 Minuten in 3%iger Wasserstoffperoxid/PBS-Lösung inkubiert und anschließend mehr-

fach mit PBS gespült.  

 

2.3.5 Allgemeine Durchführung der Immunofluoreszenz-Färbung (indirekte 

Methode) 

Bei der hier verwendeten, auch als „Indirekte Methode“ bezeichneten Färbemethode, 

kommt es im ersten Inkubationsschritt zur Bindung eines unkonjugierten Primärantikörpers 

(siehe Tabelle 7) an das zu detektierende Epitop. Im nächsten Inkubationsschritt wird dann 

ein Fluorochrom-konjugierter Sekundärantikörper eingesetzt (siehe Tabelle 8), welcher spe-

zifisch für die Herkunftsspezies des Primärantikörpers ist und an diesen bindet. Da mehrere 

Sekundärantikörper an einen einzelnen Primärantikörper binden können, kommt es zu einer 

Signalamplifikation, welche das Färbeergebnis im Vergleich zu direkten Färbungen (nur mit 

Primärantikörpern) verbessert (Lang 2013). Im Folgenden ist das Färbeprotokoll exempla-

risch dargestellt. 
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Im ersten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper in Blockpuffer 

(10% NGS/PBS). Dies geschah bei 4°C über Nacht und in Dunkelheit. Anschließend er-

folgte die Spülung mit PBS-Puffer (Schritt zwei) und die Inkubation mit dem (fluorochrom-

konjugierten) Sekundärantikörper (1:100) in Blockpuffer ((10% NGS/PBS) (Schritt drei)). 

Dies geschah über zwei Stunden bei Raumtemperatur und in Dunkelheit. Auch nach diesem 

Schritt erfolgte eine Spülung mit PBS-Puffer (Schritt vier). 

Für Mehrfachmarkierungen wurden ggf. Schritte eins bis vier mit abweichenden Primär- Se-

kundärantikörpern wiederholt. 

Weiter schloss sich die Inkubation mit DAPI ((1:1000) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)) in 

PBS-Puffer für fünf bis zehn Minuten an. Dies wurde in einer feuchten Kammer bei Raum-

temperatur und ebenfalls in Dunkelheit durchgeführt (Schritt fünf). 

Letztlich erfolgte eine weitere Spülung mit PBS-Puffer und H20 (Schritt sechs) wonach die 

Präparate mit Fluoromount (Fluorescence Mounting Medium, Dako) eingedeckelt wurden 

(Schritt sieben) und dann bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt wurden. 

 

2.3.6 Durchführung der Immunofluoreszenz-Färbung von Olig2  

Zur Färbung des Transkriptionsfaktors Olig2 wurde ein durch Tyramid-Signalverstärkung 

ergänztes Färbeverfahren angewandt. Ähnlich wie bei dem LSAB-Verfahren (labelled streptavi-

din-biotin) oder dem ABC-Verfahren (avidin-biotin complex), wird sich auch hier die intermole-

kulare Affinität des Avidin- bzw. hier Streptavidin-Moleküls zu Biotin (Vitamin H) zunutze 

gemacht. 

Streptavidin ist ein Protein, welches dem in Hühnereiweiß enthaltenen Avidin sehr ähnelt 

und genau wie dieses vier Bindungsstellen für eine nichtkovalente Bindung zu Biotin besitzt. 

Die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin zählt dabei zu einer der stärksten nichtkova-

lenten Bindungen in der Natur. Streptavidin wird von Bakterien der Gattung Streptomyces avi-

dinii hergestellt und hat im Vergleich zu Avidin den Vorteil, dass es nicht dazu neigt, bei 

physiologischem pH an negative Gewebebestandteile zu binden.  

Im Detail kommt es analog zur indirekten Methode auch hier zur Bindung eines unkonju-

gierten, monoklonalen Primärantikörpers am Zielantigen, an welchem dann im weiteren Ver-

lauf ein (mehrfach) biotinylierter Sekundärantikörper bindet. Folgend wird mit Meerrettich-

peroxidase konjugiertes Streptavidin hinzugegeben, welches seinerseits über Biotin an den 

Sekundärantikörper bindet. Nun hinzugegebenes Tyramid, welches mit einem Fluoreszenz-

farbstoff markiert wurde, wird (in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid) zu einem hochre-

aktiven Derivat umgesetzt, welches an Proteinstrukturen in unmittelbarer Nähe der Reaktion 

bindet. So kommt es nicht nur durch die Polyklonalität des Sekundärantikörpers, sondern 

auch durch die Verwendung der Tyramidreaktion zu einer vielfachen Verstärkung des Fär-

besignals. Dieses modifizierte Verfahren wurde bei der Färbung von Olig2 angewandt, um 
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auch bei Mehrfachfärbungen mit Primärantikörpern der gleichen Herkunftsspezies eine op-

timale Färbung der Zielstrukturen zu gewährleisten, und wird im Folgenden dargestellt. 

Die Färbung gegen Olig2 wurde mit dem Tyramide Signal Amplification-Kit (Invitro-

gen/Fisher Scientfic, Waltham, USA) durchgeführt, wobei die beiliegenden Protokolle des 

Herstellers beachtet wurden: 

Im ersten Schritt erfolgte die Inkubation mit einer 1 %igen Lösung „TSA™-Blocking-Rea-

genz“ in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur. 

Anschließend erfolgte eine Spülung mit PBS-Puffer (Schritt zwei) und die Inkubation mit 

dem Primärantikörper rabbit-anti-Olig2 (IBL) in 1 %iger  „TSA™-Blocking-Reagenz“ 

(1:300) über Nacht bei 4°C und in Dunkelheit (Schritt drei). 

Nach dreimaliger Spülung mit PBS-Puffer (Schritt vier) erfolgte die Inkubation mit dem bi-

otinylierten Sekundärantikörper goat-anti-rabbit (Dianova, 1:250) in „TSA™-Blocking-Rea-

genz“ für 2 Stunden bei Raumtemperatur und Dunkelheit (Schritt fünf). Hieran schloss sich 

eine erneute Spülung mit PBS-Puffer (Schritt sechs) und die Inkubation mit Streptavidin-

HRP-Konjugat (1:100) in 1%iger „TSA™-Blocking-Reagenz“ für 30 Minuten an (Schritt 

sieben). Darauffolgend wurden die Proben erneut mit PBS-Puffer gespült (Schritt acht) und 

für zehn Minuten in Verstärkungspuffer mit 0,0015% H2O2 mit Alexa555-Fluorochrom ge-

koppeltem Tyramid (1:100) inkubiert (Schritt neun). Abschließend erfolgte eine weitere Spü-

lung mit PBS-Puffer (Schritt zehn). 
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2.3.7 Schematische Übersichten der Färbeverfahren 

2.3.7.1 Schematische Übersicht: indirektes Färbeverfahren 

 
Abbildung 2: Übersicht indirektes Färbeverfahren (Legende siehe Abbildung 3) 

A1: Demaskierte Antigene nach erfolgter HIER, A2: Inkubation mit Primärantikörper, A3: Inkubation mit farbstoffmar-

kiertem Sekundärantikörper, A4: Zustand nach erfolgter Spülung – Primärantikörper gebunden an Antigen und Sekun-

därantikörper gebunden an Primärantikörper, A5: Schematische Darstellung von Fluoreszenzinduktion durch Licht mit 

farbstoffspezifischer Wellenlänge, A6: Fluoreszierender Farbstoff in unmittelbarer Nähe des Zielantigens. 
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2.3.7.2 Schematische Übersicht: Färbung Olig2 unter Verwendung des TSA™-Kits 

Abbildung 3: Schematische Übersicht Olig2-Färbung mit TSA-Kit 
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Abbildung 3 (fortges.): Schematische Übersicht Olig2-Färbung mit TSA-Kit (Legende) 

Erläuterung zu Abbildung 3: (Zustand nach erfolgter Spülung - Kasten rechts oben, jeweils neu hinzugekommene bzw. 

aktivierte Komponente) A7: (demaskiertes) Antigen nach erfolgter HIER, A8: Zustand nach Inkubation mit Primäranti-

körper, A9: Zustand nach Inkubation mit biotinyliertem Sekundärantikörper, A10: Zustand nach Inkubation mit Streptavi-

din-HRP-Konjugat, A11: Inkubation mit Fluorochrom-markiertem Tyramid und geringer Menge H2O2, A12: HRP-vermit-

telte Aktivierung des Tyramids unter Anwesenheit von H2O2, A13: unspezifische Bindung von aktiviertem Tyramid in 

unmittelbarer Nähe der enzymvermittelten Aktivierung, A14: Schematische Darstellung von Fluoreszenzinduktion durch 

Licht mit farbstoffspezifischer Wellenlänge, A15: Fluoreszierender Farbstoff in unmittelbarer Nähe des Zielantigens, A16: 

Legende 

 

 Datenauswertung 

Die gefärbten Schnittpräparate wurden mit einem automatisierten Scanner für Objektträger 

(VS-120, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) digitalisiert. Die Auswer-

tung der digitalisierten Aufnahmen erfolgte unter Zuhilfenahme der Bildanalysesoftware 

cellSens™ (Olympus Europa SE & CO. KG, Hamburg, Deutschland) sowie ImageJ-win64 

(National Institutes of Health, Bethesda, USA). 

Erhobene Daten wurden in Microsoft-Excel™ (Microsoft Corporation, Redmont, USA) 

tabellarisch zusammengeführt und für die statistische Analyse aufbereitet.  

Statistische Analyse und grafische Visualisierung der Ergebnisse erfolgte über GraphPad 

Prism 5™ (GraphPad software Inc., La Jolla, USA). 

  



2 Material und Methoden 33 

 

 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 
Futtermittel (Pressfutter R/M, 10 mm) Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, 

Deutschland 
Eppendorfgefäße 1.5 ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 
Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig, 

Deutschland 
Einweghandschuhe MaiMed GmbH, Neuenkirchen, Deutsch-

land 
Injektionsspritzen BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

 
Präparationsbesteck Fine Science Tools, Heidelberg, 

Deutschland 

 

 Computersoftware 
Tabelle 4: Computersoftware 

Software Verwendungszweck Hersteller 

cellSens dimension 1.15-
1.16 

Erstellung und Konvertie-
rung von Bilddateien 

Olympus Deutschland 
GmbH, Hamburg, 
Deutschland 

ImageJ-(64bit)/Fiji Messung des Läsionsareals 
und Quantifizierung der 
Zellen 

National Institutes of 
Health, Bethesda, USA 

Microsoft Office Excel Tabellarische Erfassung der 
Quantifizierungen 

Microsoft Corporation, 
Redmond, USA 

GraphPad Prism 5 Statistische Analyse und 
Erstellung von Diagrammen 
und Graphen 

GraphPad software Inc., 
La Jolla, USA 

Corel Draw X3 Erstellung und Bearbeitung 
von Grafiken und 
Abbildungen 

Corel GmbH, München,  
Deutschland 
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 Apparative Hilfsmittel und Geräte 
Tabelle 5: Apparative Hilfsmittel und Geräte 

Bezeichnung Hersteller 
Dampfgarer FS 3000 Braun, FS 3000, De'Longhi Deutschland GmbH 
Färbekammer Sonderanfertigung für die Neuropathologie an der UMG 
Gewebeinfiltrationsautomat 
Automatic Tissue Processor 
TP 1020 

Leica® Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Mikrotom Leica® Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Fluoreszenz-Mikroskop BX-
41 

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 

Scanner für Mikroskop-Ob-
jektträger VS120 

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland 

 

 Reagenzien 
Tabelle 6: Reagenzien 

Reagenz Hersteller 
Citronensäure-Monohydrat Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
4‘,6-diamidino-2‘-phenylindole dihydro-
chlorid (DAPI) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethanol absolute Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
ExtrAvidin®-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 
Fluoromount-G™ Mounting medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

Steinheim Deutschland 
Formaldehyd (Formalin) (37%) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Isopropanol (Chemsolute®) (99,5%) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
Isoxylol (Xylol 1:1 Isopronalol) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
Ketamin 10%, (Medistar ®) Arzneimittel-Vertrieb GmbH, Ascheberg, 

Deutschland 
NaOH (Natriumhydroxid) (1M) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Normal goat serum (NGS)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 
Paraffin (Paraplast Plus®) Tyco Healthcare, Neustadt, Deutschland 
Paraformaldehyd (PFA) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
Triton® X-100 MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, USA 
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Reagenz Hersteller 
H2O2, (Wasserstoffperoxid) (30%) 
 

Merck Millipore, Darmstadt,  
Deutschland 

Xylazin (20mg/ml) Ecuphar Nv, Oostkamp, Belgien 
Xylol (Chemsolute®) (99,5%) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 

 

  Primärantikörper 
Tabelle 7: Primärantikörper 

Antigen 
Herkunfts-
spezies 

Verdünnung Hersteller Vorbehandlung 

Olig2 Kaninchen 1:300 IBL International 
GmbH, Hamburg, 
Deutschland 

Tris/EDTA - 
Puffer pH9 

p25 Kaninchen 1:250 Abcam, Cambridge, 
Vereinigtes Königreich 

Tris/EDTA-
Puffer pH9 

Nkx2.2 Maus 1:50 University of Iowa, 
Iowa city, USA 

Tris/EDTA-
Puffer pH9 

Sox10 Maus 1:50 Novus Biologicals, 
Centennial, USA 

Citrat-Puffer pH6 

MBP Ratte 1:200 Abcam, Cambridge, 
Vereinigtes Königreich 

Citrat-Puffer pH6 

 Sekundärantikörper 
Tabelle 8: Sekundärantikörper 

Bezeichnung Herkunfts-
spezies 

Verdünnung Hersteller 

(biotinyliert)-anti-Kanin-
chen-Ak 

Ziege 
 

1:250 DIANOVA GmbH, 
Hamburg, Deutschland 

Alexa Fluor®-488-anti-
Kaninchen-Ak 

Ziege 1:100 
 

Invitrogen/Fisher 
Scientfic, Waltham, USA 

Cy™3-anti-Maus-Ak Ziege 1:100 
 

Jackson Immuno Research 
Laboratories,  
Inc., West Grove, USA 

Cy™3-anti-Maus-Ak Ziege 1:100 

 

Jackson Immuno Research 
Laboratories,  
Inc., West Grove, USA 

Alexa Fluor®-647-anti-
Ratte-Ak 

Ziege 1:100 Abcam, Cambridge, Verei-
nigtes Königreich 

* Im Rahmen des TSA™-Kits (Tyramid Signal Amplification TSA™-Kit) gemeinsam mit Tyramid-konjugiertem 

 Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor®- 555 (1:100), Invitrogen/Fisher Scientfic, Waltham, USA) verwendet 
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3 Ergebnisse  

 Analysen von MS-Biopsien 

Wie unter 2.1.1 bereits näher beschrieben, wurde hier Biopsiegewebe von Patienten mit einer 

entzündlichen Demyelinisierung, welche mit einer MS im Frühstadium vereinbar ist, unter-

sucht. Zur Detektion und Unterscheidung von Zellen der oligodendroglialen Reihe und de-

ren Subpopulationen wurden die oligodendrozytenspezifischen Marker Sox10, Nkx2.2 und 

p25 genutzt (siehe 2.3.3). 

Durch die Färbung des myelinspezifischen Markers MBP (basisches Myelinprotein) wurde 

die Myelinisierung des untersuchten Biopsates beurteilt. Anhand der MBP-Färbung wurde 

das Gewebe dann in Demyelinisierungszonen (bzw. Läsionen), periläsionale Areale sowie 

normal myelinisiertes Gewebe (normal appearing white matter, NAWM) unterteilt. Es wurden in 

allen drei Arealen Zellen mit den möglichen Markerkonstellationen Sox10+/p25+, 

Sox10+/p25- und Sox10-/p25+ bzw. Nkx2.2+/p25+, Nkx2.2+/p25- und Nkx2.2-/p25+ quan-

tifiziert. Die Markerkombination lässt dabei Rückschlüsse auf das Entwicklungsstadium der 

Oligodendrozyten zu. 

Zur Beurteilung, ob die beobachteten Unterschiede statistisch signifikant sind, wurde eine 

zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA) mit Hilfe der Software GraphPad Prism 

durchgeführt. Die errechneten Signifikanzniveaus bzw. P-Werte werden in den Abbildungen 

durch die Anzahl der Sternchen (*) ausgedrückt ((* = P ≤ 0,05), (** = P ≤ 0,01), (*** = P ≤ 

0,001), (**** = P ≤ 0,0001)). 

 

3.1.1 Sox10 

Es wurden Biopsate von n=9 Patienten ausgewertet (7 Frauen / 2 Männer; Altersmedian 35 

±17,8 Jahre). Die Resultate sind in Abbildung 4 dargestellt. 

Die Gesamtdichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Sox10+/p25+, Sox10+/p25- oder 

Sox10-/p25+) betrug im Läsionsareal 315,5 ±229,3 Zellen/mm², im Periläsionsareal 261,8 

±240,8 Zellen/mm² und in der NAWM 365,9 ±410,2 Zellen/mm². 

Wie in Abbildung 4g abgebildet, war ein signifikanter Unterschied in der Dichte von 

Sox10+/p25+ doppelpositiven Zellen im Vergleich von NAWM zur Läsion (P ≤ 0,001) bzw. 

Periläsion (P ≤ 0,001) erkennbar (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). Die 

Dichte von Sox10+/p25+-Zellen betrug 621,2 ±59,3 Zellen/mm² (n=6) im Läsionsareal, 

596,6 ±43,3 Zellen/mm² (n=8) im Periläsionsareal und 944,8 ±128,3 Zellen/mm² (n=9) in 

der NAWM. Somit zeigte sich eine signifikante Abnahme p25-positiver Oligodendrozyten, 

welche gleichzeitig Sox10 exprimieren (Sox10+/p25+) von der NAWM über die Periläsion 

zu Läsion. 
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Die Dichte von Sox10+/p25- einfach positiven Zellen betrug im Läsionsareal 256,4 ±24,9 

Zellen/mm² (n=8), im Periläsionsareal 148,5 ±19,4 Zellen/mm² (n=6) und in der NAWM 

108,5 ±15,5 Zellen/mm² (n=9). Es bestand somit visuell eine Tendenz zu einer erhöhten 

zellulären Dichte von Sox10+/p25- oligodendroglialen Vorläuferzellen im Läsionsareal, 

welche jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (Abbildung 4g).  

Die Dichte von Sox10-/p25+ einfach positiven Oligodendrozyten betrug im Läsionsareal 

68,9 ±15,1 Zellen/mm² (n=8), im Periläsionsareal 40,4 ±17,9 Zellen/mm² (n=6) und in der 

NAWM 44,3 ±12,7 Zellen/mm² (n=9). Für diese Zellpopulation konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen den untersuchten Arealen festgestellt werden (Abbildung 4g). 

Der prozentuale Gesamtanteil für Sox10+/p25+-Zellen betrug 84,9% in der NAWM, 76,2% 

in Periläsionsareal und 65,5% im Läsionsareal. Einfach positive Sox10+/p25--Zellen machten 

einen prozentualen Gesamtanteil von 11,0% in der NAWM, 18,8% im Periläsionsareal und 

5,0% im Läsionsareal aus. Für einfach positive Sox10-/p25+-Zellen konnte ein prozentualer 

Gesamtanteil von 4,1% in NAWM, 5,0% in der Periläsion und 7,2% im Läsionsareal ermittelt 

werden. Somit nahm der Anteil von Sox10+/p25+ doppelpositiven Zellen von der Läsion 

über die Periläsion zur NAWM zu (Abbildung 4h). 
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Abbildung 4: Human-Biopsie Sox10/p25/MBP/DAPI 
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3.1.2 Nkx2.2 

Es wurden Biopsate von n=7 Patienten ausgewertet (6 Frauen / 1 Mann; Altersmedian 38 

±14,9 Jahre). 

Die Gesamtdichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Nkx2.2+/p25+, Nkx2.2+/p25- 

und Nkx2.2-/p25+) betrug im Läsionsareal 217,2 ±14,7 Zellen/mm², im Periläsionsareal 

311,6 ±153,1 Zellen/mm² und in NAWM 305,1 ±257,8 Zellen/mm². 

Hier war ein Gradient für doppelt positive Nkx2.2+/p25+-Zellen angedeutet, in welchem die 

Dichte vom Läsionsareal über Periläsionsareal zu NAWM zunahm (Abbildung 5f). Statisti-

sche Signifikanz (P ≤ 0,01) wurde jedoch lediglich für den Unterschied zwischen der Dichte 

im Läsionsareal 198,3 ±73.4 (n=7) und NAWM 665,2 ±67,2 Zellen/mm2 (n=3) erreicht 

(zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). Im Periläsionsareal bestand für 

Nkx2.2+/p25--Oligodendrozyten eine Dichte von 523,2 ±32,9 Zellen/mm² (n=3). 

Die Dichte von einfach positiven Nkx2.2+/p25--Zellen betrug im Läsionsareal 234,1 ±106,9 

Zellen/mm² (n=7), im Periläsionsareal 245,7 ±66,9 Zellen/mm² (n=3) und in der NAWM 

174,6 ±58,0 Zellen/mm² (n=3). Somit bestand zwischen den Arealen kein signifikanter Un-

terschied. 

Die Dichte von einfach positiven Nkx2.2-/p25+-Zellen betrug im Läsionsareal 219,2 ±91,4 

Zellen/mm² (n=7), im Periläsionsareal 166,0 ±56,3 Zellen/mm² (n=3) und in der NAWM 

75,6 ±1,0 Zellen/mm² (n=3). Hier bestand eine visuelle Tendenz zu erhöhter zellulärer 

Dichte von Nkx2.2-/p25+-Oligodendrozyten im Läsionsareal, welche jedoch keine statisti-

sche Signifikanz aufwies. 

Der prozentuale Gesamtanteil von Nkx2.2+/p25+-Zellen betrug 72,6% in NAWM, 56,6% 

im Periläsionsareal und nur 28,1% im Läsionsareal. Einfach positive Nkx2.2+/p25--Oli-

godendrozyten machten einen prozentualen Gesamtanteil von 19,1% in NAWM, 25,8% im 

Periläsionsareal und 31,3% im Läsionsareal aus. Für einfach positive Nkx2.2-/p25+-Zellen 

konnte ein prozentualer Gesamtanteil von 8,3% in NAWM, 17,6% im Periläsionsareal und 

40,5% im Läsionsareal ermittelt werden. 
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 Abbildung 5: Human-Biopsie Nkx2.2/p25/MBP/DAPI  
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 Analysen tierexperimentell erzeugter Gewebeproben 

Im Folgenden werden Zellen der oligodendroglialen Reihe durch die Färbung der oli-

godendrozytenspezifischen Marker Olig2 und p25 in verschiedenen Mausmodellen unter-

sucht. Der myelinspezifische Marker MBP wurde auch hier zur Einteilung des Gewebes in 

Läsion, Periläsion und NAWM genutzt. 

Gewebeproben der Mäuse, welche im Rahmen der toxischen Induktion einer Demyelinisie-

rung mittels Cuprizon untersucht wurden, stammten aus den Corpora callosa der Tiere. Es 

erfolgte eine Gruppierung in Tiere nach zwei- und vierwöchiger Cuprizon-Aufnahme. 

Mikroskopisch optisch intaktes Gewebe im Sinne von NAWM wurde ebenfalls analysiert. 

Gewebeproben der Mäuse, welche im Rahmen der autoimmunvermittelten Demyelinisie-

rung (EAE-Modell) gewonnen wurden, entstammten aus dem Rückenmark der Tiere und 

wurden ebenfalls in zwei Gruppen entsprechend einer Früh- (Erkrankungsdauer 1-5 Tage) 

und einer Spätphase (Erkrankungsdauer 6-24 Tage) unterteilt. Optisch unbeschädigtes 

Rückenmarksgewebe wurde als NAWM mit in die Analyse einbezogen. 

Weiterhin wurden Corpora callosa und das Rückenmark von gesunden Kontrolltieren unter-

sucht.  

 

3.2.1 Cuprizon-Modell Frühphase (2 Wochen) 

Die Dichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Olig2+/p25+, Olig2+/p25-, Olig2-

/p25+) betrug in gesundem Kontrollgewebe 792,1 ±732,5 Zellen/mm², in der Läsion 553,3 

±506,2 Zellen/mm², in der Periläsion 586,6 ±538,4 Zellen/mm² und in der NAWM 465,1 

±336,6 Zellen/mm². 

Wie in Abbildung 6c abgebildet, bestand ein signifikanter Unterschied in der Dichte von 

Olig2+/p25+-Zellen (P ≤ 0,0001) und einfach positiven Olig2-/p25+-Oligodendrozyten (P ≤ 

0,0001) nur im direkten Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe (zwei-faktorielle Vari-

anzanalyse (2-way-ANOVA)). Dabei waren es mehr Olig2+/p25+-Zellen und weniger ein-

fach positive Olig2-/p25+-Zellen im gesunden Tier als in der erkrankten Maus, nach zwei 

Wochen Cuprizon-Aufnahme. 

Die Dichte von Olig2+/p25+-Zellen in der Kontrolle lag bei 1820,8 ±59.5 Zellen/mm² 

(n=13) im Gegensatz zu 280,2 ±126,7 Zellen/mm² (n=3) im Läsionsareal, 256,9 ±101,5 

Zellen/mm² (n=3) im Periläsionsareal und 310,8 ±59,0 Zellen/mm² (n=7) in der NAWM. 

Die Dichte einfach positiver Olig2+/p25--Zellen wies keinen signifikanten Unterschied auf 

und betrug in der Kontrolle 171,2 ±16,63 Zellen/mm² (n=13), 116,2 ±19,8 Zellen/mm² 

(n=3) im Läsionsareal, 157,2 ±29,2 Zellen/mm² (n=3) im Periläsionsareal und 152,3 ±27,0 

Zellen/mm² (n=7) in der NAWM. 
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Die Dichte einfach positiver Olig2-/p25+-Zellen im Kontrollgewebe lag bei 383,4 ±38,2 Zel-

len/mm² (n=13) im Gegensatz zu 1262,9 ±336,2 Zellen/mm² (n=3) im Läsionsareal, 1245,9 

±271,7 Zellen/mm² (n=3) im Periläsionsareal und 932,2 ±123,3 Zellen/mm² (n=7) in der 

NAWM. 

Der prozentuale Gesamtanteil von Olig2+/p25+-Zellen betrug 76,7% in der Kontrolle, 

21,6% in der NAWM, 16,0% im Periläsionsareal und 19,6% im Läsionsareal. Einfach posi-

tive Olig2+/p25--Oligodendrozyten machten einen prozentualen Gesamtanteil von 7,3% in 

der Kontrolle, 10,8% in der NAWM, 9,0% im Periläsionsareal und 7,3% im Läsionsareal aus. 

Für einfach positive Olig2-/p25+-Zellen konnte ein prozentualer Gesamtanteil von 16,0% in 

der Kontrolle, 67,7% in der NAWM, 75,0% im Periläsionsareal und 73,1% im Läsionsareal 

ermittelt werden. 
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Abbildung 6: Cuprizon-Modell Woche 2 Olig2/p25/MBP/DAPI 
Morphologie und Verteilung von Zellen der oligodendroglialen Reihe im Corpus callosum von C57BL/6 – Mäusen nach 2 Wochen Cuprizon‐Aufnahme über die Nahrung  
(a) Übersicht mit Fluoreszenz‐Markierungen (Olig2, rot), (p25, grün), (MBP, magenta), (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken 100 µm; untersuchtes Läsionsareal mit L (gelb) und zusätzlich gelb‐gepunkteter Linie umran‐

det, untersuchtes Periläsionsareal  (bzw. Begrenzung Corpus callosum) mit P  (weiß) und zusätzlich weiß‐gepunkteter Linie umrandet. (b*), (b**) Vergrößerungen von (b). (c) Quantifizierung der Zelldichte von 

verschiedenen Zellen der oligodendroglialen Reihe  (Zellen/mm²) anhand der Marker Olig2 und p25. (d) prozentuale Gesamtverteilung der quantifizierten Zellen  in Läsion, Periläsion sowie NAWM.  (e) und (f) 

prozentuale Aufschlüsselung von Subpopulationen nach Markerprofil, eckige Klammern zeigt übergeordnete Subpopulation an (z.B. [p25] = alle p25+ Zellen). 
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3.2.2 Cuprizon-Modell Spätphase (4 Wochen) 

Die Gesamtdichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Olig2+/p25+, Olig2+/p25-, 

Olig2-/p25+) betrug in gesundem Kontrollgewebe 792,1 ±732,5 Zellen/mm², im Läsionsa-

real 376,3 ±81,8 Zellen/mm², im Periläsionsareal 429,0 ±123,1 Zellen/mm² und in der 

NAWM 465,1 ±336,6 Zellen/mm². 

Die Dichte von Olig2+/p25+-Oligodendrozyten im Kontrollgewebe lag bei 1820,8 ±59,5 

Zellen/mm² (n=13), im Gegensatz zu 272,3 ±133,5 Zellen/mm² (n=5) im Läsionsareal, 

518,8 ±177,8 Zellen/mm² (n=5) im Periläsionsareal und 310,8 ±59,0 Zellen/mm² (n=7) in 

NAWM. Somit zeigte sich im Kontrollgewebe eine signifikant höhere Dichte von 

Olig2+/p25+-Oligodendrozyten im Vergleich zum Läsionsareal (P ≤ 0,0001), Periläsionsareal 

(P ≤ 0,0001) und der NAWM (P ≤ 0,0001) (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-A-

NOVA)) (Abbildung 7g). Dies deckte sich mit den Resultaten aus der Frühphase der 

Cuprizon-Behandlung.  

Im Gegensatz zur Frühphase zeigte sich nach vier Wochen Cuprizon-Aufnahme jedoch eine 

signifikante Erhöhung in der Dichte einfach positiver Olig2+/p25--Oligodendrozyten im Lä-

sionsareal mit 472,2 ±42,0 Zellen/mm² (n=5) im Vergleich zu 152,3 ±27,0 Zellen/mm² 

(n=7) in der NAWM (P ≤ 0,05) und 171,2 ±16,63 Zellen/mm² (n=13) in gesundem Kon-

trollgewebe (P ≤ 0,05) (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). Die Dichte von 

Olig2+/p25--Oligodendrozyten betrug im Periläsionsareal 255,0 ±25,2 Zellen/mm² (n=5) 

und wies keinen statistisch signifikanten Unterschied zu den anderen Untersuchungsarealen 

auf. 

Die Dichte von einfach positiven Olig2-/p25+-Oligodendrozyten im gesunden Kontrollge-

webe lag bei 383,4 ±38,2 Zellen/mm² (n=13) im Gegensatz zu 384,5 ±89,0 Zellen/mm² 

(n=5) im Läsionsareal, 513,3 ±108,5 Zellen/mm² (n=5) im Periläsionsareal und 932,2 

±123,3 Zellen/mm² (n=7) in der NAWM. Die Dichte von einfach positiven Olig2-/p25+-

Oligodendrozyten nahm somit auf ein mit dem Kontrollgewebe vergleichbares Niveau ab 

und lag nun sowohl in Läsionsareal (P ≤ 0,0001), Periläsionsareal (P ≤ 0,01) und Kontroll-

gewebe (P ≤ 0,0001) signifikant niedriger als in der NAWM (zwei-faktorielle Varianzanalyse 

(2-way-ANOVA)). 

Der prozentuale Gesamtanteil betrug für Olig2+/p25+-Zellen 76,7% in der Kontrolle, 21,6% 

in der NAWM, 38,4% im Periläsionsareal und 21,3% im Läsionsareal. Einfach positive 

Olig2+/p25--Oligodendrozyten machen einen prozentualen Gesamtanteil von 7,3% im Kon-

trollgewebe, 10,8% in der NAWM, 20,2% im Periläsionsareal und 45,0% im Läsionsareal 

aus. Für einfach positive Olig2-/p25+-Zellen konnte ein prozentualer Gesamtanteil von 

16,0% in der Kontrolle, 67,7% in der NAWM, 41,3% im Periläsionsareal und 33,7% im Lä-

sionsareal ermittelt werden. 
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Abbildung 7: Cuprizon-Modell Woche 4 Olig2/p25/MBP/DAPI 
 Morphologie und Verteilung von Zellen der oligodendroglialen Reihe im Corpus callosum von C57BL/6‐Mäusen nach 4 Wochen Cuprizon‐Aufnahme über die Nahrung 

(a),  (d) Übersicht mit  Fluoreszenz‐Markierungen  (Olig2,  rot),  (p25, grün),  (MBP, magenta),  (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken 100 µm; untersuchtes  Läsionsareal mit  L  (gelb) und  zusätzlich gelb‐gepunkteter  Linie 

umrandet, untersuchtes Periläsionsareal (bzw. Begrenzung Corpus callosum) mit P (weiß) und zusätzlich weiß‐gepunkteter Linie umrandet. (b*), (c*) Vergrößerungen von (b), (c). (d) Übersicht mit Fluoreszenz‐Markie‐

rungen (Olig2, rot), (p25, grün), (MBP, magenta), (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken 100 µm; untersuchtes Läsionsareal mit L (gelb) und zusätzlich gelb‐gepunkteter Linie umrandet, untersuchtes Periläsionsareal (bzw. 

Begrenzung Corpus callosum) mit P (weiß) und zusätzlich weiß‐gepunkteter Linie umrandet. (e*) Vergrößerung von (e), gelbe Pfeilspitzen markieren doppelt positive Zellen (Olig2+p25+), weiße Pfeilspitzen markieren 

nur Olig2‐positive Zellen (Olig2+p25‐), blaue Pfeilspitzen markieren nur p25‐positive Zellen (Olig2‐p25+). (f) Übersicht Morphologie und Färbeverhalten der einzelnen Zellpopulationen. (g) Quantifizierung der Zelldichte 

von verschiedenen Zellen der oligodendroglialen Reihe (Zellen/mm²) anhand der Marker Olig2 und p25. (h) prozentuale Gesamtverteilung der quantifizierten Zellen in Läsion, Periläsion sowie NAWM.  (i), (j) prozentuale 

Aufschlüsselung von Subpopulationen nach Markerprofil, eckige Klammern zeigt übergeordnete Subpopulation an (z.B. [p25] = alle p25+ Zellen). 

% 
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3.2.3 EAE-Modell Frühphase (1-5 Tage) 

Die Gesamtdichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Olig2+/p25+, Olig2+/p25-, 

Olig2-/p25+) betrug in gesundem Kontrollgewebe 482,1 ±338,5 Zellen/mm², im Läsionsa-

real 214,7  ±37,6 Zellen/mm², im Periläsionsareal 324,6 ±76,2 Zellen/mm² und in der 

NAWM 308,6 ±75,5 Zellen/mm². 

Wie in Abbildung 8c gezeigt, bestand eine signifikante Differenz in der Dichte von 

Olig2+/p25+-Oligodendrozyten jeweils nur im direkten Vergleich von gesundem Kontroll-

gewebe zu den anderen Untersuchungsarealen wie Läsionsareal (P ≤ 0,0001), Periläsionsareal 

(P ≤ 0,0001) und der NAWM (P ≤ 0,0001) (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-A-

NOVA)). Hier lag die Dichte von Olig2+/p25+-Oligodendrozyten in der Kontrolle bei 947,5 

±68,1 Zellen/mm² (n=13), im Gegensatz zu 169,6 ±72,9 Zellen/mm² (n=5) im Läsionsa-

real, 312,8 ±44,77 Zellen/mm² (n=5) im Periläsionsareal und 401,6 ±69,9 Zellen/mm² (n=5) 

in der NAWM. 

Die Dichte einfach positiver Olig2+/p25--Oligodendrozyten wies keinen statistisch signifi-

kanten Unterschied auf und betrug in der Kontrolle 152,2 ±21,5 Zellen/mm² (n=13), 261,6 

±49,8 Zellen/mm² (n=5) im Läsionsareal, 237,7 ±27,8 Zellen/mm² (n=5) im Periläsionsa-

real und 216,7 ±65,3 Zellen/mm² (n=5) in der NAWM. 

Die Dichte einfach positiver Olig2-/p25+-Oligodendrozyten in der Kontrolle lag bei 346,7 

±42,6 Zellen/mm² (n=13) im Gegensatz zu 212,7 ±60,4 Zellen/mm² (n=5) im Läsionsareal, 

423,2 ±123,9 Zellen/mm² (n=5) im Periläsionsareal und 307,5 ±46,6 Zellen/mm² (n=5) in 

der NAWM. 

Der prozentuale Gesamtanteil betrug für Olig2+/p25+-Zellen 65,6% in der Kontrolle, 43,5% 

in der NAWM, 33,7% im Periläsionsareal und 26,0% im Läsionsareal. Einfach positive 

Olig2+/p25--Oligodendrozyten machten einen prozentualen Gesamtanteil von 10,2% in der 

Kontrolle, 23,1% in der NAWM, 25,7% im Periläsionsareal und 40,8% im Läsionsareal aus. 

Für einfach positive Olig2-/p25+-Oligodendrozyten konnte ein prozentualer Gesamtanteil 

von 24,2% in der Kontrolle, 33,4% in der NAWM, 40,5% im Periläsionsareal und 33,3% im 

Läsionsareal ermittelt werden.  
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Abbildung 8: EAE-Modell Frühphase (Tag1-5) Olig2/p25/MBP/DAPI 

 Morphologie und Verteilung von Zellen der oligodendroglialen Reihe im Rückenmark von C57BL/6‐Mäusen im EAE‐Tiermodell mit einer Erkrankungsdauer von 1‐5 Tagen 
(a) Übersicht mit Fluoreszenz‐Markierungen (MBP, magenta), (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken 200 µm; Läsionsareal mit L (gelb) und zusätzlich gelb‐gepunkteter Linie umrandet, Periläsionsareal mit P 

(weiß) markiert (b*) Vergrößerung von (b) mit Fluoreszenz‐Markierungen (Olig2, rot), (p25, grün) und (DAPI, hellblau). (c)  Quantifizierung von verschiedenen Zellen der oligodendroglialen Reihe (Zel‐

len/mm²) anhand der Marker Olig2 und p25. (d) prozentuale Gesamtverteilung der quantifizierten Zellen in Läsion, Periläsion sowie NAWM. (e), (f) prozentuale Aufschlüsselung von Subpopulationen 

nach Markerprofil, eckige Klammern zeigt übergeordnete Subpopulation an (z.B. [p25] = alle p25+ Zellen). (g) Übersicht mit Fluoreszenz‐Markierungen (MBP, magenta), (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken 

100 µm; Läsionsareal mit L (gelb) und zusätzlich gelb‐gepunkteter Linie umrandet, Periläsionsareal mit P (weiß) markiert. (h) = (g) mit zusätzlicher Fluoreszenzmarkierung von (Olig2, rot) und (p25, grün); 

(h*) Vergrößerung von (h) ohne MBP‐Markierung; Maßstabsbalken 50 µm. 
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3.2.4 EAE-Modell Spätphase (6-24 Tage) 

Die Gesamtdichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe (Olig2+/p25+, Olig2+/p25-, 

Olig2-/p25+) betrug in gesundem Kontrollgewebe 482,1 ±338,5 Zellen/mm², im Läsionsa-

real 262,4 ±111,2 Zellen/mm², im Periläsionsareal 336,0 ±102,3 Zellen/mm² und in der 

NAWM 374,5 ±176,6 Zellen/mm². 

Wie in Abbildung 9e veranschaulicht, bestätigte sich die bereits in der Frühphase beobachtete 

hohe Dichte von Olig2+/p25+-Oligodendrozyten im gesunden Kontrollgewebe. So war die 

Dichte hier (Kontrollgewebe) mit 947,5 ±68,1 Zellen/mm² (n=13) im Vergleich zu 141,5 

±18,2 Zellen/mm² (n=14) im Läsionsareal (P ≤ 0,0001), 324,9 ±35,9 Zellen/mm² (n=14) 

im Periläsionsareal (P ≤ 0,0001) und 539,7 ±72,5 Zellen/mm² (n=5) in der NAWM (P ≤ 

0,0001) weiterhin signifikant erhöht (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). Dar-

über hinaus zeigte sich eine statistisch signifikante Differenz, mit höherer Dichte in der 

NAWM im Vergleich zum Läsionsareal (P ≤ 0,0001) und Periläsionsareal (P ≤ 0,05) (zwei-

faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). Weiterhin zeigte sich auch eine signifikante 

Differenz mit niedrigerer Dichte im Läsionsareal und im Vergleich dazu höherer Dichte im 

Periläsionsareal (P ≤ 0,05) (zwei-faktorielle Varianzanalyse (2-way-ANOVA)). 

Die Dichte einfach positiver Olig2+/p25--Oligodendrozyten wies keinen statistisch signifi-

kanten Unterschied auf und betrug 152,2 ±21,5 Zellen/mm² (n=13) in der Kontrolle, 235,9 

±43,8 Zellen/mm² (n=14) im Läsionsareal, 216,5 ±23,1 Zellen/mm² (n=14) im Periläsions-

areal und 129,8 ±13,4 Zellen/mm² (n=5) in der NAWM. 

Die Dichte einfach positiver Olig2-/p25+-Oligodendrozyten lag im Kontrollgewebe bei 

346,7 ±42,6 Zellen/mm² (n=13) im Gegensatz zu 409,9 ±47,2 Zellen/mm² (n=14) im Lä-

sionsareal, 466,5 ±54,8 Zellen/mm² (n=14) im Periläsionsareal und 454,2 ±75,7 Zellen/mm² 

(n=5) in der NAWM und wies somit keine signifikanten Unterschiede auf. 

Der prozentuale Gesamtanteil Olig2+/p25+-Oligodendrozyten betrug 65,6% in der Kon-

trolle, 47,6% in der NAWM, 33,2% im Periläsionsareal und 18,9% im Läsionsareal. Einfach 

positive Olig2+/p25--Zellen machten einen prozentualen Gesamtanteil von 10,2% in der 

Kontrolle, 12,2% in der NAWM, 21,3% im Periläsionsareal und 29,6% im Läsionsareal aus. 

Für einfach positive Olig2-/p25+-Oligodendrozyten konnte ein prozentualer Gesamtanteil 

von 24,2% in der Kontrolle, 40,2% in der NAWM, 45,4% im Periläsionsareal und 51,5% im 

Läsionsareal ermittelt werden. 
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Abbildung 9: EAE-Modell Spätphase (Tag6-24) Olig2/p25/MBP/DAPI 
  Morphologie und Verteilung von Zellen der oligodendroglialen Reihe im Rückenmark von C57BL/6‐Mäusen im EAE‐Tiermodell mit einer Erkrankungsdauer von 6‐24 Tagen 

(a), (c) Übersicht mit Fluoreszenz‐Markierungen (Olig2, rot), (p25, grün), (MBP, magenta), (DAPI, hellblau); Maßstabsbalken (a) 100 µm, (c) 40 µm; Läsionsareal mit L (gelb) und zusätzlich gelb‐gepunkteter Linie umrandet, 

Periläsionsareal P (weiß). (b*), (d*) = Vergrößerungen von (b), (d); gelbe Pfeilspitzen markieren doppelt positive Zellen (Olig2+p25+), weiße Pfeilspitzen markieren nur Olig2‐positive Zellen (Olig2+p25‐), blaue Pfeilspitzen 

markieren nur p25‐positive Zellen (Olig2‐p25+). (e) Quantifizierung von verschiedenen Zellen der oligodendroglialen Reihe (Zellen/mm²) anhand der Marker Olig2 und p25. (f) prozentuale Gesamtverteilung der quantifizier‐

ten Zellen in Läsion, Periläsion sowie NAWM. (g), (h) prozentuale Aufschlüsselung von Subpopulationen nach Markerprofil (eckige Klammer zeigt übergeordnete Subpopulation an (z.B. [p25] = alle p25+ Zellen)). 
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3.2.5 Übersicht Kontrolltiere 

Im Folgenden sind zur Übersicht die Ergebnisse aus der Analyse der Kontrollkohorte (das 

sind naive Mäuse ohne Induktion einer Entzündung oder Entmarkung) zusammengefasst: 

Die Gesamtdichte für Zellen der oligodendroglialen Reihe (Olig2+/p25+, Olig2+/p25-, Olig2-

/p25+) lag für gesunde Kontrolltiere bei 482,1 ±338,5 Zellen/mm² im Rückenmark und bei 

792,1 ±732,5 Zellen/mm² im Corpus callosum  

Die Dichte von Olig2+/p25+-Zellen lag bei 947,5 ±68,0 Zellen/mm² (n=13) im Rückenmark 

und 1820,8 ±59,5 Zellen/mm² (n=13) im Corpus callosum. Einfach positive Olig2+/p25--Zel-

len traten in einer Dichte von 152,2 ±21,5 Zellen/mm² (n=13) im Rückenmark und 172,0 

±16,7 Zellen/mm² (n=13) im Corpus callosum auf. Weiterhin ergab die Analyse der Gewebe-

proben auf einfach positive Olig2-/p25+-Oligodendrozyten eine Dichte von 346,7 ±42,6 

Zellen/mm² (n=13) im Rückenmark und 383,4 ±38,2 Zellen/mm² (n=13) im Corpus callosum 

(Abbildung 10j). 

Weiterhin ergab sich für Olig2+/p25+-Oligodendrozyten ein prozentualer Gesamtanteil von 

76,7% in Corpus callosum und 65,6% in Rückenmark. Einfach positive Olig2+/p25--Zellen 

machten einen Gesamtanteil von 7,3% im Corpus callosum und 10,2% im Rückenmark aus. 

Olig2-/p25+-Zellen machten einen Gesamtanteil von 16,0% im Corpus callosum und 24,42% 

im Rückenmark aus. 
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Abbildung 10: Kontrollgewebe gesunde Maus Olig2/p25/MBP/DAPI 
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4 Diskussion 

Die bemerkenswerte Heterogenität der multiplen Sklerose beschränkt sich nicht nur auf 

ihren Verlauf, sondern gilt ebenso für ihre histologische Präsentation (Lucchinetti et al. 2000; 

Lucchinetti 2005). Bis zum heutigen Tag ist die Ätiologie der MS nicht eindeutig geklärt 

(Ascherio und Munger 2007), doch unabhängig von der Verlaufsform oder dem histologi-

schen Typ geht sie früher oder später einher mit einer Zerstörung von Myelin, Axonen und 

Oligodendrozyten. Letztere rücken als myelinisierende und remyelinisierende Zellen des 

ZNS immer mehr in den Fokus zellbiologischer Untersuchungen und waren auch Gegen-

stand unserer Untersuchungen. Mittels Immunfluoreszenz-Mehrfachmarkierungen unter-

suchten wir die Dichte verschiedener Oligodendrozyten-Subpopulationen in demyelinisier-

ten, ihnen angrenzenden und gesunden Arealen in humanen und tierexperimentell erzeugten 

Gewebeproben. 

Zur Identifizierung von Zellen der oligodendroglialen Reihe verwendeten wir die weitgehend 

entwicklungsstadiumsunspezifischen Transkriptionsfaktoren Olig2 und Sox10. Weiterhin 

analysierten wir die Expression des Transkriptionsfaktors Nkx2.2, welcher ähnlich wie Olig2 

und Sox10, sowohl von Vorläuferzellen als auch (zeitweise) von reifen Oligodendrozyten 

exprimiert wird (Suyama et al. 2007). Eine Besonderheit von Nkx2.2 liegt darin, dass seine 

Expression nach erfolgter Differenzierung zu reifen Oligodendrozyten herunterreguliert 

wird (Xu et al. 2000; Watanabe et al. 2004). Diese Eigenart deuteten wir bei Doppelmarkie-

rung mit dem Protein p25 als Hinweis auf reife Oligodendrozyten, welche mutmaßlich erst 

kürzlich ihre Differenzierung abgeschlossen hatten. Das Protein p25 ist hochspezifisch für 

alle reifen Oligodendrozyten (Skjoerringe et al. 2006) und kann somit in Koexpression mit 

Olig2, Sox10 oder ggf. Nkx2.2 dazu verwendet werden, um diese zu identifizieren. 

Uns war es somit möglich, vier Subpopulationen zu unterscheiden: 

1) Zellen mit den Markerkonstellationen: Sox10+/p25+ und Olig2+/p25+ im Sinne von reifen 

Oligodendrozyten, 

2) Zellen mit der Markerkonstellation: Nkx2.2+/p25+, im Sinne von reifen Oligodendrozy-

ten, welche sich mutmaßlich erst kürzlich zu diesen differenziert hatten, 

3) Zellen mit den Markerkonstellationen: Nkx2.2+/p25-, Sox10+/p25- und Olig2+/p25- im 

Sinne von unreifen Oligodendrozyten bzw. OPCs (Oligodendrozyten-Vorläuferzellen) sowie 

4) Zellen mit den Markerkonstellationen: Nkx2.2-/p25+, Sox10-/p25+ und Olig2-/p25+. 

Insbesondere die Markerkonstellationen Sox10-/p25+ und Olig2-/p25+ sind ungewöhnlich, 

da Sox10 und Olig2 in allen Lebensstadien von Oligodendrozyten exprimiert werden. Wir 

untersuchten hier die Hypothese, ob eine niedrige Expression bzw. Herunterregulation von 

Olig2 bzw. Sox10 auf eine Schädigung der Oligodendrozyten hinweist.  
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 Reduktion der Dichte reifer Oligodendrozyten 

In frühen Stadien von per Biopsie gewonnenen MS-Läsionen entsprechend jenen, die wir 

hier untersucht haben, kann die Dichte von Oligodendrozyten stark variieren und vereinzelt 

gar höher liegen als in der periläsionalen weißen Substanz (Lassmann et al. 1997). Dies trifft 

sowohl auf die Dichte reifer Oligodendrozyten (Ozawa et al. 1994; Lucchinetti et al. 1999) 

als auch von OPCs zu (Wolswijk 1998). 

Generell wird jedoch bei demyelinisierenden Läsionen, insbesondere in späteren Läsionssta-

dien, eine Reduktion insbesondere der Dichte reifer Oligodendrozyten beobachtet, welche 

in ihrem Ausmaß je nach Läsionsstadium und remyelinisierender Aktivität ebenfalls variieren 

kann (Ozawa et al. 1994; Lucchinetti et al. 1999). Diese grundlegende Beobachtung bestätigte 

sich auch bei unseren Untersuchungen von humanen Biopsien sowie teilweise auch in der 

Untersuchung tierexperimentell erzeugter Proben.  

In den untersuchten entmarkten Läsionen ließen sich im Vergleich zur normal erscheinenden 

weißen Substanz (normal appearing white matter, NAWM) sowohl in den humanen Biopsien als 

auch im EAE-Modell der autoimmun-induzierten Demyelinisierung signifikant niedrigere 

Dichten von reifen Oligodendrozyten (Olig2+/p25+ bzw. Sox10+/p25+ bzw. Nkx2.2+/p25+) 

beobachten. Weiterhin war die Zelldichte der reifen Oligodendrozyten in den tierexperimen-

tell erzeugten Gewebeproben (EAE und Cuprizon) stets niedriger als in den untersuchten 

Kontrollgeweben gesunder Mäuse. 

 

 Mögliche Gründe für die Abnahme der Dichte reifer 

Oligodendrozyten 

Grundsätzlich geht man davon aus, dass die beobachtete Abnahme in der Dichte reifer Oli-

godendrozyten durch einen vermehrten Zelltod von Oligodendrozyten hervorgerufen wird 

(Chang et al. 2000).  

Um dieses Phänomen zu erklären, werden verschiedene Möglichkeiten diskutiert. 

Im Allgemeinen sind Oligodendrozyten durch ihren erhöhten Stoffwechsel vulnerabler als 

andere Zellen des ZNS und dadurch anfällig für eine Vielzahl möglicher Noxen (Bradl und 

Lassmann 2010). Zahlreiche Mechanismen sind bekannt, welche Oligodendrozyten direkt 

schädigen und so zu einem Funktionsverlust bzw. Zelluntergang führen können, was dann 

konsekutiv zu einem sekundären Myelinverlust führt. Diese Schädigungsmechanismen sind 

vielfältig und können in ihrer Endstrecke vom Sphingomyelinase-Ceramid-Pfad (McTigue 

und Tripathi 2008) über die exzitotoxische Wirkung von erhöhten Konzentrationen von 

Glutamat (Sánchez-Gómez und Matute 1999) oder ATP (Matute et al. 2007) bis hin zur 

direkten Wirkung von Toxinen, wie z. B. Cuprizon, reichen (Kipp et al. 2009). 
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In Anbetracht der vielfältigen Funktionen von Oligodendrozyten ist das Absterben von Oli-

godendrozyten auch mit dem histologischen Befund des Myelinverlusts und der daraus fol-

genden klinischen Symptomatik von Patienten und Versuchstieren zu vereinbaren. Der 

Myelinverlust könnte dabei ein sekundäres Phänomen im Rahmen einer primären Oli-

godendrozytenschädigung sein, wobei dann auch die bei der MS beobachtete Entzündungs-

reaktion als sekundäres Geschehen im Sinne einer Reaktion auf den vermehrten Zellunter-

gang interpretiert werden könnte (Nakahara et al. 2010).  

Ein Erklärungsansatz, welcher jedoch weitaus breiteren Anklang findet, schreibt der bei der 

MS zu beobachtenden Entzündungsreaktion selbst eine Schlüsselrolle zu und stellt diese als 

zugrundeliegende Pathologie in den Vordergrund. Hier wird diskutiert, dass Myelin-Struktu-

ren als Zielantigen eines fehlgeleiteten (Auto)-Immunprozesses erkannt, angegriffen und zer-

stört werden (Weiner 2004). Der Untergang von Oligodendrozyten wäre damit erst ein se-

kundäres Geschehen als Folge entzündlich- immunologischer Prozesse und des daraus fol-

genden für Oligodendrozyten toxischen Milieus (Nakahara et al. 2010). 

In der Tat werden im Rahmen von Entzündungsreaktionen vielfältige molekulare Prozesse 

und zelluläre Interaktionen angestoßen, welche mit weitreichenden Folgen für die Funktion 

und das Überleben von Oligodendrozyten verbunden sind. Obwohl für das bessere Ver-

ständnis der MS ein Schlüsselpunkt – ist es für das Schicksal der Oligodendrozyten vermut-

lich nachrangig, ob die Entzündung letztendlich ein primäres oder sekundäres Geschehen 

darstellt, da die in Gang gesetzten Prozesse und involvierten Mediatoren dabei in der End-

strecke sehr ähnlich sind. So sind Läsionen im Zuge der MS gekennzeichnet durch eine 

massive Infiltration von zellulären und löslichen Mediatoren des Immunsystems, darunter 

T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Mikroglia als auch durch die Expression einer breiten 

Palette von Zytokinen, Chemokinen sowie die Präsenz von Antikörpern, Komplement-Fak-

toren und anderen toxischen Substanzen (Brück 2005).  

 

 Erst kürzlich differenzierte reife Oligodendrozyten  

In den humanen Proben wurde zusätzlich zu den „klassischen“ Markern für reife und unreife 

Oligodendrozyten auch der Transkriptionsfaktor Nkx2.2 untersucht, welcher im Zuge der 

oligodendroglialen Differenzierung herunterreguliert wird (Xu et al. 2000; Watanabe et al. 

2004; Kuhlmann et al. 2008). Daher war es uns möglich, Zellen zu identifizieren, die sich 

mutmaßlich erst kürzlich zu reifen Oligodendrozyten differenziert hatten und daher sowohl 

Nkx2.2 als auch p25/TPPP (als Marker für reife Oligodendrozyten) exprimierten. 

Bei den in den MS-Biopsieproben untersuchten reifen Nkx2.2+/p25+ Oligodendrozyten 

konnten wir eine signifikant niedrigere Dichte im Läsionsareal verglichen mit der NAWM 

erkennen. Dieser Befund deckte sich mit dem Bild, welches wir auch bei den Oligodendro-

zyten im Rahmen der Sox10-Immunfärbungen vorfinden konnten. Mehr noch war bei der 
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Dichte der Nkx2.2+/p25+-Zellen ein Gradient mit abnehmender Dichte von der NAWM 

über das Periläsionsareal zum Läsionsareal zu erkennen (siehe Abbildung 5f). 

Interpretiert man die in den MS-Biopsieproben untersuchten Nkx2.2+/p25+-Zellen als reife 

Oligodendrozyten, die erst kürzlich differenziert sind, so ergibt sich ein Bild, in welchem die 

Dichte frisch differenzierter Oligodendrozyten in der Peripherie höher ist als in der Läsion. 

Daraus könnte man weiter folgern, dass es womöglich ein Konzentrationsgefälle für lokale 

Faktoren gibt, welche die Reifung von Oligodendrozyten bedingen bzw. in der Läsion ver-

hindern. 

Diese besagten Einflussfaktoren könnten dann gleichermaßen auf alle reife Oligodendrozy-

ten wirken – unabhängig vom Zeitpunkt ihrer Differenzierung. 

Insoweit wäre eine vornehmlich zytotoxische Komponente mit prolongierter Wirkung als 

Erklärungsansatz für den zellulären Verlust in den verschiedenen Subpopulationen von rei-

fen Oligodendrozyten in der Tat denkbar. Doch ist es ebenso plausibel, dass die Wirkungen 

der besagten Faktoren über eine reine Zytotoxizität hinausgehen und es auch zu einer Inter-

ferenz mit den Prozessen im Rahmen der Remyelinisierung kommt. Der Begriff der Remyeli-

nisierung beschreibt die Neubildung von Myelinscheiden und bedarf des reibungslosen Ab-

laufs einer Vielzahl von zeitlich und räumlich festgelegten Prozessen, welche sich auch an-

hand der von uns untersuchten Dichtewerte der einzelnen Subpopulationen bewerten lassen 

können. 

 OPCs und Remyelinisierung 

Im Idealfall sollte die Remyelinisierung die prinzipiellen Myelinisierungprozesse in der Ent-

wicklungsphase des ZNS rekapitulieren (Franklin und Goldman 2015) und kann vereinfacht 

in zwei Phasen unterteilt werden (Franklin 2002). 

Die erste umfasst die Rekrutierung oligodendroglialer Vorläuferzellen (OPCs) und setzt sich 

zusammen aus Proliferation und vermutlich Migration. Die zweite besteht darin, dass die 

OPCs in Kontakt mit demyelinisierten Axonen treten und sich dann lokal in myelinisierende 

Oligodendrozyten differenzieren (Franklin 2002). 

Beiden Phasen liegen eine Vielzahl störungsanfälliger molekularer Prozesse zugrunde, wes-

wegen ein Scheitern der Remyelinisierung in jeder dieser Phasen bzw. einer ihrer vielzähligen 

Zwischenschritte denkbar wäre (Franklin 2002). 

Damit es zu einer Remyelinisierung kommen kann, müssen OPCs wahrscheinlich in einer 

ausreichenden Anzahl überleben, sich vermehren und zu den demyelinisierten Läsionen mig-

rieren. Einmal an den entmarkten MS-Läsionen angekommen, müssen diese OPCs sich so-

dann über zelluläre Zwischenstufen zu reifen Oligodendrozyten differenzieren, um dann an-

schließend die Myelinscheiden erneuern zu können (Hanafy und Sloane 2011). So gibt es im 

Prozess der Remyelinisierung viele Meilensteine, an denen der Prozess theoretisch gestört 
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werden kann: Überleben der Oligodendrozyten, Aktivierung, Proliferation, Migration, Rei-

fung und letztlich die eigentliche Myelinscheidenbildung (Hanafy und Sloane 2011). 

 Einflussfaktoren auf  OPCs: Zytotoxizität vs. 

Differenzierungsblock 

OPCs können als Reaktion auf pathologische Bedingungen bzw. auf Schädigungsreize in 

einen aktivierten Phänotyp übergehen (Levine et al. 2001). Diese Aktivierung äußert sich in 

einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber Mitogenen, Wachstumsfaktoren, Chemokinen 

und Zytokinen, welche die Proliferation und Mobilisation von OPCs in Richtung des 

demyelinisierten Areals verstärken. 

Eine erhöhte Dichte im Sinne einer solchen Aktivierung und Proliferation (Höftberger et al. 

2010) war sowohl bei den MS-Biopsieproben (Sox10) als auch in den Spätphasen des EAE- 

und des Cuprizon-Modells in Ansätzen zu beobachten. Bei Betrachtung der prozentualen 

Gesamtverteilung der jeweiligen Subpopulationen war der Anteil an OPCs (bis auf die 

Frühphase des Cuprizon-Models) in den Läsionsarealen aller Gewebe erhöht (siehe Abbil-

dung 4h, Abbildung 5g, Abbildung 6d, Abbildung 7h, Abbildung 8d und Abbildung 9f). Ein 

resultierender Dichteunterschied mit Erhöhung im Läsionsareal war jedoch nur in der 

Spätphase des Cuprizon-Modells auch statistisch signifikant (siehe Abbildung 7g). 

Somit verblieb die Dichte von OPCs in den verglichenen Arealen wider Erwarten meist auf 

einem vergleichbaren Niveau. Würde man dies analog zu den reifen Oligodendrozyten als 

Folge einer direkten Schädigung und dem daraus folgenden Zelluntergang deuten, könnte 

der mutmaßliche Zelluntergang in seinem Ausmaß dem der reaktiven Zellvermehrung ent-

sprechen und so das Ausbleiben eines statistisch signifikanten Anstieges in der Dichte von 

OPCs erklären.  

Andererseits ist jedoch auch die Möglichkeit zu diskutieren, dass zytotoxische Mechanismen 

bzw. das Überleben der OPCs möglicherweise nicht die einzigen limitierenden Variablen im 

Hinblick auf Veränderungen in der Dichte der verschiedenen Oligodendrozytenpopulatio-

nen sind. 

In Anbetracht unserer Beobachtung, dass trotz einer erniedrigten Dichte von reifen Oli-

godendrozyten innerhalb von Läsionen weiterhin vergleichbare Dichten für OPCs 

(Nkx2.2+/p25--Zellen in Humangewebe) in Läsion, Periläsion und NAWM zu beobachten 

waren (vergleiche hierzu (Wolswijk 1998; Penderis et al. 2003)), könnte die Hypothese dis-

kutiert werden, dass möglicherweise eine ausreichende Menge an Vorläuferzellen für eine 

Differenzierung zu reifen Oligodendrozyten zur Verfügung stand, diese Differenzierung je-

doch in den verschiedenen Untersuchungsarealen nur unterschiedlich effizient ablaufen 

konnte.  

Dies könnte auf eine Störung im Rahmen der OPC-Differenzierung hindeuten (Differenzie-

rungsblock), welche die Reifung zu myelinisierenden Oligodendrozyten verhindern könnte 
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(Kuhlmann et al. 2008). Insbesondere bei der Betrachtung der Verteilung der jeweiligen Sub-

populationen und der prozentualen Anteile scheint eine solche Deutung durchaus plausibel 

(siehe Abbildung 5g). Es ist naheliegend, dass es in den Läsionen einen oder mehrere Fakto-

ren geben muss, welche die Differenzierung der OPCs inhibieren könnten (Franklin und 

ffrench-Constant 2008) und deren Konzentration bzw. Einfluss mit zunehmender Entfer-

nung zur Läsion abnimmt. 

Insoweit könnte insbesondere der erwähnte Dichteunterschied von mutmaßlich erst kürzlich 

differenzierten reifen Oligodendrozyten (Nkx2.2+/p25+) in den unterschiedlichen Untersu-

chungsarealen einen weiteren Hinweis auf die regenerative Kapazität und somit indirekt die 

Funktionsfähigkeit der OPCs innerhalb des Untersuchungsareals geben. Möglicherweise ist 

nicht nur das Überleben einer ausreichenden Anzahl von reifen Oligodendrozyten für eine 

Remyelinisierung notwendig (Yeung et al. 2019), sondern ebenfalls eine intakte Generations-

folge als Voraussetzung für eine adäquate Repopulation mit frischen myelinbildenden Oli-

godendrozyten (Boyd et al. 2013). 

 

 Einflussfaktoren auf  OPCs: Astrozyten und Mikromilieu  

Wie schon erwähnt geht der Proliferation und Differenzierung von OPCs in der Regel eine 

Aktvierung voraus, welcher sich dann im Verlauf eine Reihe weiterer Zwischenschritte an-

schließen müssen, um schließlich eine erfolgreiche Remyelinisierung zu bewirken. Die invol-

vierten Prozesse müssen in einem zeitlich genau festgelegten Rahmen stattfinden und kön-

nen durch vielzählige Faktoren, z. B. in Gestalt von sezernierten Proteinen, beeinflusst wer-

den (Patel und Klein 2011). 

So wird nach Domingues und Kollegen (2016) das Ergebnis glialer Interaktionen bei der 

Myelinisierung stark durch das umgebende Mikromilieu beeinflusst. In ihrer Arbeit zeigen 

sie auf, dass der Aktivierungszustand lokaler Astrozyten möglicherweise bestimmt, ob deren 

Einfluss auf die Entwicklung der Oligodendrozyten förderlicher oder inhibitorischer Natur 

ist. Als wichtiges Einflusskriterium auf die verschiedenen sich daraus ergebenden Phänoty-

pen für Astrozyten könnte insbesondere deren Entfernung zur Läsion eine wichtige Rolle 

spielen (Domingues et al. 2016). Ergänzend dazu passt der Vorschlag von Nash und Kolle-

gen (2011), dass weiter distal von der Läsion lokalisierte Astrozyten eher aktivierte Astrozy-

ten darstellen könnten, die zur Regeneration durch die Sekretion von Proteinen, wie Wachs-

tumsfaktoren und Zytokinen, beitragen und dass Astrozyten, die eher in der Nähe der Läsion 

liegen, eher reaktiv sein könnten und den Remyelinisierungsprozess so behindern (Nash et 

al. 2011). Astrozyten könnten so eine mögliche Quelle für die zuvor vermuteten lokalen Ein-

flussfaktoren auf Oligodendrozyten sein und deren unterschiedlicher Phänotyp die abwei-

chende Zusammensetzung des lokalen Milieus bzw. den vorgeschlagenen Gradienten der 

verschiedenen Faktoren bedingen. 
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Neben Wachstumsfaktoren und Zytokinen sind zahlreiche weitere Proteine bekannt, welche 

nicht nur zwingend auf das lokale Milieu wirken sondern ebenfalls als Mediatoren der 

oligodendroglialen Differenzierung fungieren können. Sie können in Form von Chemokinen 

(Carbajal et al. 2010; Patel et al. 2010), Signalmolekülen (Nakahara et al. 2009; Aguirre et al. 

2010), microRNA (Nave 2010) sowie Transkriptionsfaktoren (Kitada und Rowitch 2006) in 

Erscheinung treten (Patel und Klein 2011). Ihr Auftreten ist als physiologischer Bestandteil 

zellulärer Steuerungsmechanismen (z. B. Transkriptionsfaktoren) oder situationsbedingt 

(z. B. im Rahmen von Entzündungen) zu deuten. 

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass eine unzureichende Abräumung und Akkumulation 

von Myelinfragmenten, von zuvor untergegangenem Myelin, ebenfalls einen inhibitorischen 

Einfluss auf die Differenzierung von OPCs zu haben scheint (Kotter et al. 2006; Baer et al. 

2009). Ebenso akkumulieren Glykosaminoglykan und Hyaluronsäure in demyelinisierenden 

MS-Läsionen, welche ebenfalls als mögliche Inhibitoren der Differenzierung von OPCs dis-

kutiert werden (Back et al. 2005; Sloane et al. 2010). Letztendlich ist bekannt, dass die Diffe-

renzierung von OPCs zusätzlich von räumlichen Faktoren (Rosenberg et al. 2008) und der 

Dichte der OPCs selbst abhängig zu sein scheint (Hughes et al. 2013) und auch Pathologien 

in diesen Beziehungen zu einer insuffizienten Repopulation beitragen können. 

 

 Die Rolle entzündlicher Prozesse bei Differenzierung und 

Remyelinisierung 

Wie eingangs erwähnt wird das im Rahmen von demyelinisierenden Prozessen oftmals zu 

beobachtende Entzündungsgeschehen nicht nur als mögliche Hauptkomponente einer zu-

grundeliegenden Pathologie diskutiert, sondern ebenfalls eng in Verbindung gebracht mit 

Störungen in der Funktion und Differenzierung von Oligodendrozyten und dem folgenden 

Scheitern von Remyelinisierung (Franklin und Goldman 2015). 

Im Zuge von Entzündungsreaktionen kommt es so, unter anderem durch die Sezernierung 

von Mediatoren und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), zu widrigen Bedingungen für das 

Überleben und die Funktion von Oligodendrozyten. 

Oligodendrogliale Vorläuferzellen sind in noch höherem Maße anfällig für Schädigungen im 

Zusammenhang mit entzündlichen Prozessen als dies ohnehin schon der Fall für reife Oli-

godendrozyten ist (Back et al. 2001). Begründet ist dies unter anderem darin, dass OPCs im 

Vergleich zu reifen Oligodendrozyten einen niedrigeren Gehalt an antioxidativen Enzymen 

und Radikalfängern vorweisen können (French et al. 2009). So besitzen OPCs eine nur ge-

ringe Widerstandsfähigkeit gegenüber oxidativem Stress (Thorburne und Juurlink 1996), wie 

er beispielsweise durch reaktive Sauerstoffspezies, freigesetzt aus aktivierten Mikroglia, er-

zeugt wird (Pang et al. 2010; Chew et al. 2013). 
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Dennoch ist die Rolle der Entzündungsreaktion im Rahmen der MS zwiespältiger Natur. So 

können involvierte Mediatoren sowohl inhibitorisch als auch förderlich auf Reparaturpro-

zesse im Rahmen der Remyelinsierung wirken (Hanafy und Sloane 2011). Dies gilt sowohl 

beim Menschen als auch in Tiermodellen der MS (Franklin und Goldman 2015) und zeigt 

sich unter anderem am Beispiel von Zytokinen.  

So kann TNF-α beispielsweise stark zytotoxische Einflüsse ausüben (Hehlgans und Pfeffer 

2005) und Oligodendrozyten schädigen (Jurewicz et al. 2005), ebenfalls jedoch die Myelini-

sierung durch Oligodendrozyten und deren Proliferation fördern (Arnett et al. 2001). Ähnli-

ches trifft beispielsweise auf Interleukine wie IL2 und IL4 zu. Die unterschiedlichen Wirkun-

gen erklären sich in den meisten Fällen durch das zeitliche Auftreten der Zytokine in Bezug 

auf das Entzündungsstadium, deren Produktionsort sowie durch den Aktivierungszustand 

und die Rezeptorexpression der Zielzelle (Merrill und Benveniste 1996). 

 

 Die mögliche Rolle molekularer Signalwege in der Beeinflussung 

von Oligodendrozyten und ihrer Funktion 

Entzündungsreaktionen induzieren im betroffenen Organismus wie erwähnt eine große Zahl 

von Prozessen, welche meist parallel ablaufen. In die Steuerung dieser Prozesse sind unter 

anderem auch zytokinabhängige Signalpfade involviert. Man geht davon aus, dass die Patho-

genese der MS mit Veränderungen multipler solcher Signalpfade und dazugehöriger Prozesse 

verbunden sein könnte. So wurden bei der MS Anomalien in zahlreichen solch zytokinab-

hängigen Signalpfaden sowie assoziierten Immunrezeptoren identifiziert (Kotelnikova et al. 

2015). Beispielsweise ist der NF-κB-Pfad in die Steuerung von Immunzellen involviert und 

hat einen verstärkenden Einfluss auf entzündliche Prozesse, wie sie bei der MS beobachtet 

werden. NF-κB induziert auch die Produktion von Entzündungsmediatoren durch dendriti-

sche Zellen, beeinflusst die Antigenverarbeitung und -präsentation in Makrophagen und be-

wirkt die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen sowie neurotoxischen Mediato-

ren in Mikroglia und Astrozyten (Yan und Greer 2008).  

So wird beispielsweise deutlich, dass durch eine übermäßige Expression von NF-κB ein pro-

inflammatorisches Milieu begünstigt werden könnte, in dem sich Autoimmunerkrankungen 

wie die MS entwickeln könnten (Leibowitz und Yan 2016). Ähnlich wie bei der MS ist auch 

die Induktion des EAE-Modells abhängig von der Aktivierung proinflammatorischer Medi-

atoren, von denen ebenfalls viele unter der Kontrolle von NF-κB stehen (Pahan und Schmid 

2000). 

Ferner werden verschiedene Signalwege direkt mit der Regulation von Remyelinisierung und 

OPC-Differenzierung in Verbindung gebracht. Beispielsweise ist bekannt, dass pathologi-

sche Veränderungen im Wnt-Signalweg Remyelinisierungprozesse stören (Fancy et al. 2009) 
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und dass eine Dysregulation im Notch-Signalweg inhibitorisch auf Differenzierung von 

OPCs wirken kann (Brosnan und John 2009; Tognatta und Miller 2016). 

 

 Herunterregulation der Transkriptionsfaktoren Olig2 und Sox10 

in MS-Läsionen 

Die Reifung und Differenzierung einer oligodendroglialen Vorläuferzelle zum reifen Oli-

godendrozyten ist abhängig von der regelrechten Funktion einer Reihe von Transkriptions-

faktoren, die sich in ihrer Funktion synergistisch ergänzen und beeinflussen können (Emery 

und Lu 2015). So gibt es Hinweise darauf, dass es dosisabhängige Wechselwirkungen zwi-

schen den von uns untersuchten Transkriptionsfaktoren Sox10, Nkx2.2 und Olig2 gibt (Liu 

et al. 2007). Gerade eine verminderte Expression von Transkriptionsfaktoren wie Olig2 und 

Sox10 ist im Hinblick auf den Remyelinisierungsprozess als kritisch anzusehen. Dies liegt 

darin begründet, dass insbesondere der Myelin-Regulationsfaktor (MyRF), welchem im Rah-

men der Oligodendrozytenreifung und Myelinbildung eine Schlüsselrolle zugeschrieben wird 

(Emery et al. 2009; Franklin und Ffrench-Constant 2017), unter dem regulatorischen Ein-

fluss von Sox10 und Olig2 steht (Hornig et al. 2013; Yu et al. 2013). 

Wegener und Kollegen (2015) zeigten in ihrer Arbeit, dass Olig2 in MS-Läsionen ein unphy-

siologisches Expressionsmuster aufweist, welches in der Regel mit der Läsionsaktivität 

korreliert. In ihren Untersuchungen konnten sie weiterhin aufzeigen, dass wiederum eine 

erhöhte Aktivität von Olig2 zu einer erhöhten Migrationsrate von OPCs, deren Differenzie-

rung zu reifen Oligodendrozyten und einer verbesserten Myelinisierung im ZNS führen kann 

(Wegener et al. 2015). 

So ist der Schluss zulässig, dass Pathologien, beispielsweise in Form einer verminderten Ex-

pression der genannten Transkriptionsfaktoren, weitreichende Folgen für die OPCs haben 

können (Stolt et al. 2002; Zhu et al. 2012; Mei et al. 2013). In noch unveröffentlichten Vor-

arbeiten unserer Arbeitsgruppe sowie den hier durchgeführten Tierexperimenten konnten 

wir z. T. eine Minderexpression von Olig2 beobachten, was möglicherweise die Regeneration 

in entmarkten Läsionen beeinträchtigen könnte. 

Insbesondere der im Rahmen von Entzündungsreaktionen induzierte oxidative Stress führt 

nicht nur zu einer Herunterregulation der Expression von Sox10 und Olig2 (French et al. 

2009), sondern ebenfalls zu einer Zunahme der Expression von für eine OPC-Differenzie-

rung inhibitorischen Genen (wie z.B. Id2 und Id4) (Gokhan et al. 2005). 
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 Vorkommen und mögliche Bedeutung von Olig2-/p25+-Zellen 

Geht man – wie für die MS vorgeschlagen und in Tiermodellen gezeigt – primär von einer 

selektiven Myelinzerstörung durch Autoantikörper aus, könnten reife Oligodendrozyten zu-

nächst überleben und im Läsionsgebiet intakt verbleiben (Romanelli et al. 2016). Yeung und 

Kollegen (2019) sowie Duncan und Kollegen (2018) verwiesen in diesem Zusammenhang 

auf die Möglichkeit, dass eine Remyelinisierung primär von diesen verbliebenen Oli-

godendrozyten ausgehen könnte und nicht unbedingt von OPCs, wie in der Regel postuliert 

wird (Duncan et al. 2018; Yeung et al. 2019). Demzufolge könnte eine Remyelinisierung 

stattfinden, solange diese adulten, geschädigten Oligodendrozyten nicht untergehen (Cui et 

al. 2017). 

Aufbauend auf bislang noch unveröffentlichten Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden in 

dieser Arbeit ebenfalls Zellen untersucht, welche zwar p25 als spezifischen Marker für reife 

Oligodendrozyten exprimierten, in denen jedoch weitere wichtige oligodendrogliale Marker 

wie die Transkriptionsfaktoren Olig2 und Sox10 nicht oder nur sehr schwach nachzuweisen 

waren. Zellen mit diesen Markerkonstellationen sind bisher noch wenig untersucht und 

könnten möglicherweise einen Beitrag zu einem besseren Verständnis der in die frühe 

Pathogenese der MS involvierten Prozesse führen. 

Es wäre denkbar, dass diese Zellen reife Oligodendrozyten darstellen, welche durch noch 

ungeklärte und möglicherweise vielfältige Mechanismen eine pathologische Genregulation 

der Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren erfahren haben und so in ihrer 

Funktion eingeschränkt sind. 

In der Tat waren entsprechende Zellen sowohl in humanen MS-Biopsieproben als auch in 

den Tiermodellen in teils stark variierenden Verteilungen und Dichten nachzuweisen. In den 

untersuchten humanen Gewebeproben war beispielsweise der prozentuale Gesamtanteil für 

Sox10-/p25+-Zellen im Läsionsareal höher als in den Periläsionsarealen oder der NAWM 

(Abbildung 4h). 

Besonders in den Tiermodellen waren unsere Beobachtungen teils sehr heterogener Natur. 

Hier waren die Entwicklungen in den prozentualen Anteilen im EAE-Modell und im 

Cuprizon-Modell entgegengesetzter Natur. Während sich in der Spätphase des EAE-Modells 

beispielsweise der prozentuale Anteil der Olig2-/p25+-Zellen leicht vergrößerte, schien er 

sich in der Spätphase des Cuprizon-Modells zu verringern. Auch im Hinblick auf die Dichte 

dieser Zellen herrschte kein einheitliches Bild.  

Weiterhin war beispielsweise in der Frühphase des Cuprizon-Modells eine im Vergleich zu 

den anderen Subpopulationen allgemein erhöhte Dichte von Olig2-/p25+-Zellen zu be-

obachten und lag dabei signifikant höher als im gesunden Kontrollgewebe. Dies könnte die 

spezifische oligodendrogliatoxische Pathogenese dieses Modells reflektieren. 
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Interessanterweise waren die entsprechenden Dichtewerte für Olig2-/p25+-Zellen im Tier-

modell auch stets vergleichbar oder gar höher als die von OPCs in den untersuchten Gewe-

ben.  

Dies ist erwähnenswert, da Olig2-/p25+-Zellen auch in den Kontrollgeweben von gesunden 

Mäusen anzutreffen waren und dieses auch hier in teils höheren Dichten als OPCs. Diese 

Beobachtung lässt die Vermutung zu, dass Olig2-/p25+-Zellen bei Mäusen eine physiologi-

sche Zellpopulation darstellen könnten und nicht zwingend das Ergebnis pathologischer 

Einflüsse sein müssen.  

So bleibt zu hinterfragen, inwieweit die beobachteten Zellen im Mausmodell mit denen im 

menschlichen Organismus verglichen werden können. Die Zellbiologie von Oligodendrozy-

ten bei Mensch und Nagetier lässt sich nicht in jedem Aspekt vergleichen und ist teilweise 

recht unterschiedlicher Natur (Menge und Hörste 2013; Fard et al. 2017).  

Dennoch bleibt auch beim Menschen die Möglichkeit zu diskutieren, ob es sich hier womög-

lich ebenfalls nur um ein transientes Phänomen im Sinne einer vorübergehenden Herunter-

regulation von Transkriptionsfaktoren als Teilaspekt einer physiologischen Reaktion auf 

Schädigungen handeln könnte. 

 

 Epigenetische Regulationsmechanismen als möglicher 

Erklärungsansatz für Olig2-/p25+-Zellen 

Gesetzt den Fall, diese undefinierten Zellen stellen tatsächlich reife Oligodendrozyten dar, 

in denen Transkriptionsfaktoren möglicherweise pathologisch reguliert wurden: Welche Me-

chanismen könnten eine reduzierte Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren er-

klären?  

Das Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren und epigenetischen Modifikatoren, ein-

schließlich Histonmodifikationen, DNA-Methylierung und microRNAs, ist während der 

Entwicklung und für die Ausbildung spezifischer Zellreihen, wie die der Oligodendrozyten, 

unerlässlich (Liu und Casaccia 2010). 

Epigenetische Regulationsmechanismen involvieren verschiedene hochgradig miteinander 

verschränkte Prozesse, wie beispielsweise die der enzymatischen Histonmodifikationen 

(Hsieh und Gage 2004). Solche Histonmodifikationen können durch Methylierung, Acety-

lierung, Phosphorylierung sowie Ubiquitylierung erfolgen und modulieren die Gentranskrip-

tion an spezifischen Gen-Loci, wodurch Genprodukte wie Transkriptionsfaktoren reguliert 

werden können (Kouzarides 2007; Emery und Lu 2015). 

Eine der am besten charakterisierten Histonmodifikationen ist die Histonacetylierung an Ly-

sinresten, die durch Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACs) 
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realisiert wird. Die Histondeacylierung durch HDACs bewirkt zum Beispiel eine lokale Chro-

matinverdichtung, was zu einer Blockade des Zugangs zur Nukleotidsequenz und somit zu 

einer spezifischen Genabschaltung (Gen-Silencing) führt (Bachl et al. 2017).  

Vieles deutet darauf hin, dass die Expression von Myelin-Genen eine solche Genabschaltung 

von Transkriptionsinhibitoren und die anschließende Zunahme in der Expression von Tran-

skriptionsaktivatoren erfordert (Liu und Casaccia 2010). 

So werden mehrere Mitglieder der HDAC-Familie in vivo in Oligodendrozyten exprimiert 

und sind wohl für deren Differenzierung, Myelinisierung sowie Remyelinisierung unerlässlich 

(Shen et al. 2005; Shen et al. 2008).  

Beispielsweise führt eine Blockierung von HDAC1 und HDAC2 unter experimentellen Be-

dingungen zu einer fehlerhaften OPC-Differenzierung, da HDACs Komplexe mit Tran-

skriptionsfaktoren bilden, welche wiederum inhibitorisch auf oligodendrogliale Differenzie-

rung und Myelinisierung wirken können (Shen et al. 2008). 

Beeinträchtigungen in der Funktion von HDACs könnten also so zur Akkumulation inhibi-

torischer Faktoren führen und damit ihren Einfluss auf ein möglicherweise pathologisches 

Niveau verstärken (McKinsey et al. 2000; Gao et al. 2002; Shen et al. 2008) und in der Folge 

zu einer Behinderung der Differenzierung von Oligodendrozyten führen (Ye et al. 2009). 

Die Entdeckung solch enzymatischer Prozesse mit der Fähigkeit, epigenetische Modifikati-

onen sowohl zu bewirken als auch rückgängig zu machen (Shi 2007; Cloos et al. 2008), stellt 

das Konzept der Differenzierung als ein ''bidirektionales'' Ereignis vor (Liu und Casaccia 

2010). Störungen in epigenetischen Regulationsmechanismen könnten beispielsweise einen 

Hinweis auf die Herkunft der beobachteten Olig2-/p25+-Zellen geben, und sie möglicher-

weise als Korrelat einer pathologischen Regulation des Transkriptionsfaktors Olig2 identifi-

zieren. 

 

 Limitationen der vorliegenden Arbeit 

Die Deutung der Ergebnisse und Beobachtungen dieser Arbeit sollten unter Berücksichti-

gung folgender Aspekte erfolgen. 

Zur Auswertung der immunfluoreszenzmarkierten Gewebeschnitte wurden diese gescannt 

und digitalisiert. Dies ermöglichte uns nicht nur eine Konservierung des frischen Färberesul-

tats, sondern auch eine Dokumentation und spätere Evaluation der Analyseergebnisse.  

Je höher die Anzahl der zu detektierenden Strukturen, umso höher liegt auch die Zahl der 

notwendigen Antikörper und der mit ihrer Anwendung verbundenen Zwischenschritte im 

Färbeprozess.  
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In Färbungen mit mehreren Antikörpern können Wechselwirkungen nicht ausgeschlossen 

werden. Vereinzelte Präparate waren beispielsweise durch eine starke Hintergrundfärbung 

gekennzeichnet, welches eine Abgrenzung der Zielzellen von der Umgebung und möglichen 

Färbeartefakten erschwerte. Weiterhin untersuchten wir verhältnismäßig große Gewebe-

Areale, welches mitunter zu einem unterschiedlichen Färberesultat auch innerhalb einer ein-

zelnen Gewebeprobe führen konnte. 

Insofern war eine akkurate Abbildung mehrerer Farbsignale auf einer Zielzelle, auch unter 

Anwendung digitaler Bildoptimierungstechniken sehr anspruchsvoll. Insbesondere in Gewe-

ben mit großen Untersuchungsarealen konnte das lokale Optimum für Parameter wie Kon-

trast und Helligkeit zu einer beeinträchtigten Darstellung an anderen Stellen des Scans füh-

ren. Daher wurden notwendige Bildoptimierungen vor dem Datenexport und stets nur an-

hand der digitalen Rohdaten in einer vom Scanner-Hersteller dafür entwickelten Software-

umgebung durchgeführt (Computer-Programm cellSens™ (Olympus Europa SE & CO. 

KG, Hamburg, Deutschland)). 

Die Quantifizierung der Zellen musste unter Berücksichtigung mehrerer Subpopulationen in 

teilweise verschiedenen Arealen innerhalb eines einzelnen Gewebepräparats erfolgen. Um 

dies zu realisieren, war es notwendig die Scans zur weiteren Analyse in ein anderes Dateifor-

mat zu überführen. Durch diesen notwendigen Datenexport war es jedoch, beispielsweise 

bei Präparaten mit starker Hintergrundfärbung, nicht mehr möglich einzelne Farb-Signale 

auszublenden, um im seltenen Zweifelsfall ein möglicherweise überstrahltes Signal bei Dop-

pelfärbung noch zu unterscheiden. 

Ein Alleinstellungsmerkmal dieser Studie war sicherlich die Möglichkeit, Gewebe von erst 

vor kurzem diagnostizierten MS-Patienten in einem noch sehr frühen Stadium der Erkran-

kung zu untersuchen. Eine Biopsie bei Verdacht auf MS ist nicht üblich und Biopsien solcher 

Patienten dementsprechend auch in nur in sehr begrenzter Anzahl verfügbar. Daraus erklärt 

sich auch, dass die untersuchte Stichprobengröße nur vergleichsweise klein ausfallen konnte. 

Hier bleibt weiterhin zu bedenken, dass Biopsien sehr unterschiedlich ausfallen können und 

daher nur unterschiedlich große Anteile der jeweiligen Areale angeschnitten und entnommen 

worden sind (vergleiche hierzu Abbildung 4a und Abbildung 5a) 

In den Untersuchungen der toxisch-induzierten Demyelinisierung im Tiermodell (Cuprizon-

Modell) ist (wie beim EAE-Modell) eine beachtlich hohe Differenz in der Dichte von OPCs 

und reifen Oligodendrozyten zu den korrespondierenden Populationen im entsprechenden 

ZNS-Gewebe gesunder Mäuse zu beobachten. Neben der bereits erwähnten Möglichkeit, 

dass es hier zu einer Transformation von reifen Oligodendrozyten, also möglicherweise einer 

Verschiebung in der Dichte der Oligodendrozyten gekommen ist, ist auch eine weitere Er-

klärung für diese Beobachtung möglich. Die Identifikation des Läsionsareals und die Unter-

scheidung von Periläsion und NAWM erfolgte durch Beurteilung des immunfluoreszenz-

markierten Myelinproteins MBP. Bekanntermaßen ist Cuprizon, als Gift der zellulären 

Atmungskette, insbesondere für metabolisch hochaktive Oligodendrozyten toxisch und 
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führt sehr rasch zum Zelltod dieser. So sind die vergleichbaren Dichtewerte für die reifen 

Oligodendrozyten oder OPCs in Läsionsarealen, der NAWM und in Periläsionsarealen wo-

möglich durch den Umstand zu erklären, dass es bereits früh zu einer toxischen Wirkung 

und dem konsekutiven Zelluntergang von reifen Oligodendrozyten in den erwähnten Area-

len gekommen, jedoch die verzögerte Abräumung von Myelinfragmenten noch nicht erfolgt 

war. Somit hätte es zu einer (fälschlichen) Zuordnung von toxisch entvölkerten Arealen als 

Periläsionsareal oder NAWM und so zu einer fehlerhaften Quantifizierung der Zellen kom-

men können. 

 

 Fazit 

Die vorliegende Arbeit konnte zuvor gemachte Beobachtungen in Bezug auf Veränderungen 

in der Dichte reifer Oligodendrozyten in ihren Ergebnissen größtenteils reproduzieren. So 

war auch in unseren Untersuchungen die Dichte von reifen und somit myelinsierenden oder 

Myelin erhaltenden Oligodendrozyten in den untersuchten Läsionen zumeist niedriger als in 

umgebendem (mutmaßlich gesundem) Gewebe und darüber hinaus immer signifikant nied-

riger als in gesundem Kontrollgewebe. Diese Beobachtung traf sowohl auf humane Oli-

godendrozyten als auch auf Oligodendrozyten im EAE-Maus-Modell zu und wurde als Kor-

relat einer sekundären oder womöglich gar primären Zellschädigung von Oligodendrozyten 

gedeutet. 

Bei Betrachtung der prozentualen Anteile der jeweiligen Subpopulationen war zwar der An-

teil von OPCs bis auf die Frühphase des Cuprizon-Models in allen Geweben erhöht (siehe 

Abbildung 4h, Abbildung 5g, Abbildung 6d, Abbildung 7h, Abbildung 8d und Abbildung 

9f), bildete jedoch in den meisten Fällen keinen statistisch relevanten Dichteunterschied aus. 

Wir deuteten dies einerseits als mögliches Ergebnis eines zytotoxischen Einflusses auf OPCs, 

welcher in seinem zellschädigenden Ausmaß dem der reaktiven Proliferation entspricht und 

daher keinen signifikanten Dichtezuwachs in den verschiedenen Untersuchungsarealen ver-

zeichnen lässt. Andererseits kann die fehlende Ausbildung eines statistisch relevanten Dich-

teunterschiedes in den jeweiligen Geweben auch das Ergebnis eines Differenzierungsblockes 

sein. 

Darüber hinaus konnten wir die bisher noch wenig definierten und in Vorarbeiten gesehenen 

Olig2-/p25+-Zellen sowohl in humanen als auch tierexperimentell erzeugten Geweben nach-

weisen. Wir konnten zeigen, dass oligodendrogliale Zellpopulationen mit der Expression von 

für reife Oligodendrozyten spezifischem p25, jedoch ohne oder nur mit geringer Expression 

der funktions- und zellreihenspezifischen Transkriptionsfaktoren Olig2 oder Sox10 sowohl 

in humanen als auch tierexperimentell erzeugten Gewebeproben anzutreffen waren und dass 

deren Dichtewerte je nach den koexprimierten Transkriptionsfaktoren in den unterschiedli-
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chen Arealen stark variierten. Eine belastbare Deutung oder gar das Ableiten einer Gesetz-

mäßigkeit für das Auftreten dieser Zellen war aufgrund der ausgeprägten Heterogenität in 

den beobachteten Dichtewerten nur eingeschränkt möglich. Insbesondere im Hinblick auf 

den hohen Anteil dieser Zellpopulationen in gesundem Kontrollgewebe von Mäusen scheint 

eine speziesübergreifende Einordnung dieser Zellen als Ergebnis einer zugrundeliegenden 

Pathologie nicht zulässig. Gewiss ist es möglich, dass es sich bei diesen Zellen um reife Oli-

godendrozyten handelt, welche eine pathologische Regulation funktionsspezifischer Tran-

skriptionsfaktoren erfahren haben und somit in ihrer Funktion eingeschränkt sind. Diese 

Deutung würde sich in Anbetracht der vielfältigen möglichen Schädigungsmechanismen für 

Oligodendrozyten mit dem Bild eines generell zellschädigenden Milieus im Rahmen der MS 

decken. Tatsächlich muss aber auch die Möglichkeit berücksichtigt werden, dass es sich bei 

diesen Zellen unter Umständen um ein transientes Zwischenstadium im Rahmen der oli-

godendroglialen Reifung oder sogar eine physiologische Subpopulation von Oligodendrozy-

ten handeln könnte.  

Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verständnis für das Schicksal ver-

schiedener Zellpopulationen der oligodendroglialen Reihe im Rahmen der MS bzw. ent-

markender Tiermodelle zu erlangen. 

Die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen lieferten zum Teil überraschende Er-

gebnisse und deckten sich zum Teil mit unseren Erwartungen.  

Insbesondere im Hinblick auf die Erkenntnis des häufigen Auftretens von Olig2-/p25+-Zel-

len hoffen wir den Grundstein für weiterführende Studien gelegt zu haben. Durch Verfeine-

rung methodischer Aspekte und unter Berücksichtigung einer größeren Zahl von wissen-

schaftlich quantifizierbaren Merkmalen scheint die weitergehende Untersuchung dieser Zell-

population ein Weg, um ein besseres Verständnis für das Krankheitsgeschehen im Rahmen 

von demyelinisierenden Erkrankungen zu erlangen. Für die Zukunft wäre es sicherlich inte-

ressant zu untersuchen, ob und in welcher Dichte Olig2-/p25+-Zellen auch in gesundem 

Humangewebe vorzufinden sind. 
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5 Zusammenfassung 

Die multiple Sklerose (MS), auch als Enzephalomyelitis disseminata bezeichnet, ist eine demyeli-

nisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) und die häufigste nichttrauma-

tische Ursache für eine Behinderung im jungen Erwachsenenalter. Sie ist gekennzeichnet 

durch Entmarkungsherde, die im gesamten ZNS auftreten können, sowie einer variablen 

Zerstörung von Oligodendrozyten, Myelin und Axonen. Nach heutigem Stand der For-

schung gilt die MS als nicht heilbar und ihre Ätiologie ist nicht eindeutig geklärt. Diskutiert 

wird neben einer autoimmunen Genese ebenfalls eine primäre Schädigung von Oligodendro-

zyten. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Dichte von Zellen der oligodendroglialen Reihe in 

frühen Läsionen von MS-Patienten sowie in tierexperimentell erzeugten Gewebeproben zu 

untersuchen. Tierexperimentell induzierte Demyelinisierungen wurden im Rahmen des 

Cuprizon-Modells (toxische Demyelinisierung) sowie im Rahmen des EAE-Modells (auto-

immun-induzierte Demyelinisierung) im ZNS der Maus untersucht. Mit Hilfe von Immun-

fluoreszenz-Mehrfachmarkierungen wurden oligodendrogliale Subpopulationen identifiziert, 

in definierten Untersuchungsarealen lokalisiert und anschließend quantifiziert. 

Die Veränderungen in der Dichte verschiedener Oligodendrozytenpopulationen stellten sich 

in unseren Untersuchungen je nach Gewebe und Krankheitsmodell heterogen dar. Im Ver-

gleich von entmarkten Läsionsarealen zu gesundem Gewebe (NAWM) beim Menschen bzw. 

Kontrollgewebe im Tiermodell war in der Regel eine reduzierte Dichte reifer Oligodendro-

zyten zu beobachten. Ähnliches galt für mutmaßlich erst kürzlich differenzierte, reife Oli-

godendrozyten in den untersuchten Gewebeproben von MS-Patienten.  

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden vor allem in Läsionsarealen oligodendrogliale 

Zellpopulationen beobachtet, in denen zwar p25 als Marker für reife Oligodendrozyten, je-

doch nicht oder nur schwach Olig2 als oligodendrozytenspezifischer Transkriptionsfaktor 

exprimiert war. Solche Zellen mit schwacher bzw. herunterregulierter Expression von Olig2 

konnten wir unter Berücksichtigung weiterer oligodendrozytenspezifischer Markerproteine 

auch in den vorliegenden Untersuchungen nachweisen. Zwar waren die Dichten für diese 

Zellen je nach Modell und untersuchtem Areal sehr variabel, doch waren sie in allen Gewe-

ben sowohl von Maus als auch Mensch nachzuweisen. Interessanterweise konnten wir Olig2-

/p25+-Zellen auch im ZNS-Gewebe gesunder Mäuse nachweisen, was somit eine spezies-

übergreifende Attribuierung als Korrelat einer Pathologie nicht ohne Weiteres zulässt. 

Zusammenfassend zeigt sich in unseren Untersuchungen eine ausgeprägte Heterogenität in 

der Auswirkung demyelinisierender Prozesse auf die oligodendrogliale Zelldichte, sowohl 

beim Menschen als auch im Tiermodell. Dabei ist der Verlust von reifen p25+-Oligodendro-

zyten der über die verschiedenen Modelle reproduzierbarste Befund. Hier vermuten wir ein 

mögliches Zusammenspiel aus Zellschädigung und konsekutivem Zelluntergang und einer 

möglichen Störung in der Differenzierung von OPCs zu reifen Oligodendrozyten. 
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