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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS), die auch als Enzephalomyelitis disseminata
bezeichnet wird, ist eine chronische entzindlich-demyelinisierende
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS).

Die ersten Beschreibungen ihrer klinischen Symptome, sowie die ersten
histologischen Zeichnungen stammen von Carswell (1838) aus England
sowie von Cruveilhier aus Frankreich (Cruveilhier 1829; Carswell 1838). Die
erste Dokumentation, die den Zusammenhang zwischen Klinik und
Pathologie der MS beschrieb, stammte vom Neurologen Martin Charcot.
1868 beschrieb er in der von ihm als ,Sclérose en plague“ bezeichneten
Erkrankung die histopathologischen  Hauptmerkmale: Entmarkung,
Entziindung und Gliose (Charcot 1868).

1.1.1 Klinik

Die MS ist klinisch durch das Auftreten zeitlich und rdumlich disseminierter
Lasionen charakterisiert. Die Symptome hangen von der Lokalisation der
Entzindungsherde ab. Als Klinische Defizite treten haufig Seh-,
Gleichgewichts- und Sensibilitdtsstorungen sowie Paresen auf. Kognitive
Defizite sind bei mehr als 40% der MS-Patienten nachweisbar (Rao et al.
1991). Wesensveranderungen (Rao et al. 1991) kdnnen ebenfalls auftreten.
Zu Beginn der Erkrankung treten die Symptome bei etwa 85% schubartig auf
(schubférmig verlaufende MS). Die mit den Schiben verbundenen klinischen
Defizite bilden sich im Frihstadium der Erkrankung typischerweise
vollstandig oder teilweise zurtck.

Ein Schub ist charakterisiert durch das Auftreten neurologischer Symptome,
die mindestens 24 Stunden andauern, sofern vorher ein stabiles Intervall von
mindestens einem Monat ohne Auftreten neuer Symptome vorausgegangen
ist und ein infektibser Prozess oder eine Erkrankung anderer Genese als

Ursache fir die Symptome ausgeschlossen werden kann.



1 Einleitung

Ein Grof3teil der Patienten mit primér schubférmigem Verlauf geht schlief3lich
in die sekundar chronisch progrediente Verlaufsform der MS Uber. Die Phase
der Progression ist durch die Akkumulation zunehmender Behinderung
charakterisiert. Dieses Voranschreiten der Erkrankung kann stufenweise mit
Auftreten von Schuben stattfinden oder chronisch schleichend erfolgen.

Etwa 15% der Patienten zeigen eine primar progrediente Verlaufsform der
MS: Bei diesen Patienten schreitet die Erkrankung von Beginn an fort und
fuhrt zur kontinuierlichen Akkumulation von bleibender Behinderung. Bei
dieser Verlaufsform steht klinisch meist eine zunehmende Paraparese mit
kontinuierlicher Verschlechterung der Gehfahigkeit im Vordergrund.

Patienten, die erstmalig einen isolierten Schub erleiden, werden als
Patienten mit klinisch isoliertem Syndrom bezeichnet. Die Optikusneuritis
stellt hierbei die h&ufigste Manifestation eines klinisch isolierten Syndroms
dar. Bei einem Teil der Patienten, die klinisch und
magnetresonanztomographisch keine Hinweise auf weitere Lasionen an
anderen Stellen des ZNS zeigen und einen unauffalligen Liquorbefund
aufweisen, bleibt es bei dieser einmaligen Episode. Patienten, die allerdings
in der MRT weitere Herde und/oder oligoklonale Banden im Liquor zeigen,
haben ein erhéhtes Risiko eine schubférmige MS zu entwickeln (Lublin und
Reingold 1996).

1.1.2 Diagnostik

Die MS ist durch eine raumliche und zeitliche Dissemination der entztndlich-
demyelinisierenden Lasionen charakterisiert. Die traditionelle
Diagnosestellung beruhte vor allem auf klinischen Befunden, wobei die
Diagnose einer definitiven MS erst nach Auftreten von zwei Klinischen
Schiben unter Berlcksichtigung von liguorchemischen (oligoklonale IgG-
Banden im Liquor), neurophysiologischen (evozierte Potenziale) und
magnetresonanztomographischen (MRT) Befunden erfolgte (Poser et al.
1983).
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1 Einleitung

Diese von Poser definierten Kriterien wurden vor kurzem durch die so
genannten McDonald-Kriterien ersetzt (McDonald et al. 2001; Polman et al.
2011). Nach den neuen Kriterien kann die Diagnose einer MS bereits nach
einem Schub gestellt werden, wenn sich in der initialen MRT eine zeitliche
und rdumliche Dissoziation der Lasionen zeigt (Polman et al. 2011). Die
Liguordiagnostik unterstitzt hierbei die Diagnose. Zusatzlich wurde ein
Leitfaden fir die Diagnostik der primar-fortschreitenden MS-Form erstellt
(McDonald et al. 2001).

1.1.3 Therapie

Bislang gibt es fur die MS keine kurative Therapie. Allerdings gibt es
verschiedene immunmodulatorische und immunsuppressive Therapien, die
vor allem die Schubrate reduzieren. Neben diesen immunmodulatorischen
Therapien gibt es noch die Therapie des akuten Schubs.

Wahrend eines akuten Schubs besteht die derzeitige Standardtherapie in der
hochdosierten Gabe von intravenésem Methylprednisolon (1000 mg
Methylprednisolon Uber 3-5 Tage). Durch die antiinflammatorische Wirkung
der Glukokortikoide soll u. a. die Blut-Hirn-Schranke, die wahrend akuter
Schiibe in den Lasionen gestort ist, wieder hergestellt werden und damit das
Ausmald und die Dauer der Schibe reduziert werden. Bei wiederholtem
Nichtansprechen auf die Glukokortikoidtherapie ist eine
Plasmapheresebehandlung indiziert (Gold und Rieckmann 2007).

Zur Langzeitbehandlung eignen sich krankheitsmodifizierende
Therapieschemata, welche das Auftreten von Schiben um etwa 30%
reduzieren. Als immunmodulatorische Therapien stehen einerseits
Interferone (Extavia®, Betaferon®, Avonex®, Rebif®) und Glatiramerazetat
(Copaxone®) zur Verfugung (Sela und Teitelbaum 2001; Bayas und Gold
2003). Alle genannten Medikamente werden subkutan bzw. intramuskular im
Fall von Avonex injiziert. Die Interferone wirken dabei Uber verschiedene
modulatorische Effekte auf die humorale und zellulare Immunantwort (Yong
2002). Allerdings gibt es bisher keine eindeutigen Daten, die einen Effekt
dieser Medikamente auf das Voranschreiten der Behinderung zeigen.

Bei Versagen der immunmodulatorischen Therapien oder aggressiven
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Verlaufen kommt eine Eskalationstherapie mit Natalizumab (Tysabri®),
Fingolimod (Gilenya®) oder Mitoxantron (Morrissey et al. 2005) in Betracht.
Neben der akuten Schubtherapie und den immunmodulatorischen
Behandlungen gibt es auch noch symptomatische Therapien, die zur
Verbesserung von Spastik, Schmerzen, Blasendysfunktion, Depression und

Fatigue dienen.

1.2 Pathogenese der MS

1.2.1 Epidemiologie

Die MS st die héaufigste, chronische neurologische Erkrankung, die zu
Behinderungen im jungen bis mittleren Erwachsenenalter fihrt. Von der
Erkrankung sind 0,05-0,15% der kaukasischen Bevolkerung betroffen, wobei
das Alter zu Erkrankungsbeginn typischerweise zwischen 20 und 40 Jahren
liegt. Frauen sind dabei doppelt so haufig betroffen wie Manner (Noseworthy
et al. 2000). Die Pravalenz der MS variiert nach einem geographischen
Verteilungsmuster, wobei vom Aquator ausgehend jeweils ein Ansteigen in
Richtung der beiden Pole zu verzeichnen ist. Am héchsten ist die Pravalenz
in Nordeuropa, dem sudlichen Australien und in Teilen Nordamerikas
(Kurtzke 1980). In Regionen mit einem grofRen Bevdlkerungsanteil von
Menschen nordeuropéischer Abstammung ist die MS besonders haufig zu
finden. In Deutschland liegt die Préavalenz bei 100-120 Erkrankten pro
100.000 Einwohner. Somit gehort Deutschland, vor allem im Vergleich zum
mitteleuropaischen Durchschnitt von 30-60 Erkrankten pro 100.000

Einwohner, zu einem Land mit hoher Pravalenz.

1.2.2 Atiologie

Die genaue Atiologie der MS ist nicht abschlieRend geklart, aber
epidemiologische Studien weisen daraufhin, dass neben geographischen
Einflissen  auch  genetische Faktoren eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung spielen.

Zwillingsstudien belegen eine genetische Préadisposition fur die MS. Die
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Konkordanz fur eineiige Zwillinge betragt 30% und die fur zweieiige Zwillinge
oder einen anderen Geschwisterteil etwa 5% (Ebers et al. 1986; Sadovnick
et al. 1996).

In genetischen Untersuchungen konnten auf3erdem unterschiedliche
Ergebnisse zwischen verschiedenen Populationen gefunden werden (Kira et
al. 1996). Dies zeigt, dass verschiedene Faktoren bei der Pathogenese der
MS eine Rolle spielen und von einer Interaktion von Umwelteinflissen und
genetischen Faktoren auszugehen ist (Sadovnick et al. 1996). In genetischen
Studien wurde gezeigt, dass bei der MS nicht ein einzelnes Gen fiur die
Entstehung der Erkrankung ursachlich ist, sondern dass vielmehr ein
polygenes Vererbungsmuster vorliegt (Dyment et al. 2004). Bei den bisher
identifizierten Kandidatengenen handelt es sich vorwiegend um Gene, die
eine Rolle bei der Immunantwort spielen. Eine Assoziation mit der MS konnte
fur die Allele HLA-Dw2 und -DR2 des humanen Leukozytenantigens (HLA)
Klasse Il gezeigt werden. Die HLA-Subtypen DRB1*1501, DQA1*0102 und
DQB1*0602 gehen mit einem zwei- bis vierfach erhdhten Risiko fur die
Entstehung einer MS einher (Dyment et al. 2004). Weitere Kandidaten sind
die Gene, die fur die Interleukinrezeptoren wie fir die Untereinheiten der
Rezeptoren fur Interleukin 2 und 7 kodieren (Hafler et al. 2007; Weber et al.
2008).

Eine umfangreiche Genomuntersuchung bei mehr als 9000 MS-Patienten
und Uber 17.000 gesunden Kontrollprobanden ergab tUber 50 Gene, die mit
MS assoziiert sind. Innerhalb des fur die HLA-Subtypen kodierenden DRB1-
Gens konnten bereits bekannte Risikoallele naher identifiziert werden. Die
Studie bestatigte vorwiegend immunologisch relevante Gene. Neben den
immunologischen Faktoren konnten in dieser Studie jedoch auch
Umweltfaktoren wie z.B. Vitamin D (CYP27B1, CYP24Al) identifiziert
werden. Auch gab es eine Assoziation mit therapeutischen Zielstrukturen wie
VCAM1 (Natalizumab und Tysabri®) und IL2RA (Daclizumab). Allerdings
konnten keine genetischen Faktoren identifiziert werden, die mit dem
Krankheitsverlauf oder Schweregrad der Erkrankung assoziiert waren
(Sawcer et al. 2011).
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Migrationsstudien deuten zudem auf den Einfluss exogener Faktoren hin. In
diesen Studien wurde untersucht, wie sich das Erkrankungsrisiko verandert,
wenn ein Individuum von einem Gebiet mit hoher Préavalenz in ein Gebiet mit
niedriger Pravalenz einwandert oder umgekehrt. Es konnte gezeigt werden,
dass das Alter zum Zeitpunkt der Umsiedlung fur das Erkrankungsrisiko eine
Rolle spielt. So Udbernehmen Jugendliche vor der Pubertat das
Erkrankungsrisiko des jeweiligen Einwanderungslandes, wohingegen
Personen, die zum Zeitpunkt der Migration &lter als 15 Jahre waren, das
Erkrankungsrisiko ihres jeweiligen Herkunftslandes beibehalten (Gale und
Martyn 1995).

Virale und auch bakterielle Infektionen werden als weitere Umweltfaktoren
diskutiert, die bei der Entstehung einer MS eine Rolle spielen. Als mdégliche
Kandidaten werden unter anderem das Epstein-Barr-Virus (EBV), das
humane Herpesvirus 6 (Ascherio und Munch 2000), Masernviren (Burgoon et
al. 1999) und Chlamydia pneumoniae (Sriram et al. 1998) genannt.

1.3 Pathologie der MS

Die MS ist charakterisiert durch entziindlich-demyelinisierende Lasionen im
ZNS. Die Lasionen weisen eine meist scharf begrenzte Demyelinisierung
auf, die durch Myelin- und/oder Oligodendrozytenverlust gekennzeichnet ist.
Des Weiteren zeigen die Herde je nach Alter der L&sion ein
unterschiedliches Ausmalfd von Entzindungsaktivitat. Weitere Merkmale von
MS-Lasionen sind die Astrogliose und eine Reduktion der axonalen Dichte.
MS-Plaques finden sich bevorzugt in der periventrikularen weil3en Substanz,
dem Ruckenmark, dem Sehnerv, dem Hirnstamm und dem Kleinhirn. Neben
Lasionen in der weil3en Substanz sind auch Herde in der grauen Substanz
haufig (Bo et al. 2003Db).

Wahrend ihrer Entwicklung durchlaufen Lasionen in der weil3en Substanz
verschiedene Aktivitatsstadien, die bestimmte histopathologische Muster
aufweisen. Je nach Aktivitat einer Lasion lassen sich unterschiedliche
Myelindegradationsprodukte in den Makrophagen nachweisen, wobei die
folgenden Myelinproteine untersucht werden: Das Proteolipidprotein (PLP),

Myelin-Basisches Protein (MBP), Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
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(MOG), die Zyklische Nukleotidphosphodiesterase (CNP) und das Myelin-
assoziierte Glykoprotein (MAG). In der Stadienteilung nach Brick und
Kollegen wird neben diesen in  Makrophagen inkorporierten
Myelinabbauprodukten (PLP, MBP, MOG, CNP und MAG) auch der friihe
Makrophagenaktivierungsmarker MRP-14 zur Charakterisierung von
verschiedenen Stadien verwendet (Bruck et al. 1995; Bruck et al. 1996;
Lucchinetti et al. 1996).

Anhand des Vorhandenseins oder Fehlens dieser Marker werden die
Lasionen in frih-aktive, spéat-aktive und demyelinisierte/inaktive Stadien
eingeteilt (Lucchinetti et al. 1999).

Friih-aktive L&sionen zeigen neben einem parenchymalen Odem und
entmarkten Myelinscheiden vor allem ein dichtes parenchymatdses und
perivaskulares Infiltrat aus Makrophagen und auch einigen T-Lymphozyten.
Bei den Makrophagen handelt es sich typischerweise um friih aktivierte
Makrophagen, die MRP-14 exprimieren. Diese enthalten LFB-positive
Myelinabbauprodukte sowie samtliche immunhistochemisch anfarbbare
Myelinabbauprodukte (PLP, MBP, MOG, CNP und MAG). Die Anzahl der
Oligodendrozyten ist typischerweise reduziert. AuBerdem kdnnen axonale

Schwellungen und Durchtrennungen beobachtet werden (Bitsch et al. 2000).

Spéat-aktive Lasionen zeigen im Vergleich zu frih-aktiven Lasionen einen
deutlich fortgeschrittenen Myelinabbau, wobei in diesen Léasionen lediglich
Makrophagen mit inkorporierten MBP- und PLP-positiven Abbauprodukten
nachweisbar sind. Mit dem Marker MRP-14 lassen sich kaum noch frih-

aktivierte Makrophagen erkennen.

Inaktive demyelinisierte Lasionen weisen weniger Makrophagen auf, die
dann nur noch PAS-positive Abbauprodukte enthalten. Manche Autoren
verwenden in ihrer Einteilung auch chronisch-aktive L&sionen. Hierbei
handelt es sich um L&sionen, in deren Randbereich sich weiterhin
Ansammlungen von Makrophagen befinden und ein langsam ablaufender
Myelinabbau stattfinden kann (Bruck et al. 1995).
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Etwa 40% der Lasionen in der weil3en Substanz weisen Zeichen der
Remyelinisierung auf (Barkhof et al. 2003). Komplett remyelinisierte
Lasionen werden als ,Shadow plaques” bezeichnet. Das neugebildete Myelin
bestent aus dunneren Myelinscheiden und erscheint unregelmaliger
angeordnet als in der normal erscheinenden weil3en Substanz. Die Intensitat
der Remyelinisierung korreliert in Lasionen der weil3en Substanz mit einer
hoheren Oligodendrozytendichte (Bruck et al. 2003).

1.3.1 Heterogenitat frih-aktiver Lasionen

Nach Lucchinetti und Kollegen konnen frih-aktive L&sionen in vier
verschiedene charakteristische L&sionsmuster eingeteilt werden. Diese
Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen an Biopsie- und Autopsiegewebe
von MS-Patienten. Bei ihren Untersuchungen zeigte sich, dass frih-aktive
Lasionen bei ein und demselben Patienten stets das gleiche
charakteristische Lasionsmuster zeigen (intraindividuelle Homogenitat), aber
dass sich diese Lasionsmuster durchaus zwischen den Patienten

unterscheiden (interindividuelle Heterogenitat).

Nach Lucchinetti et al. werden die folgenden vier charakteristischen

Lasionsmuster unterschieden (Lucchinetti et al. 2000):

Subtyp-I- und —lI-L&sionen sind charakterisiert durch eine scharf begrenzte
Lasion mit zahlreichen Makrophagen und T-Zellen, wobei die Subtyp-II-
Lasionen im Gegensatz zu  Subtyp-l-Lasionen  charakteristische
Ablagerungen von Immunglobulinen (meist 1gG) und dem aktivierten

Komplementkomplex C9neo aufweisen.

Subtyp-llI-Lasionen erscheinen nur unscharf begrenzt. Charakteristisch flr
diese Lasionen ist ein Verlust von Oligodendrozyten, wobei sich
typischerweise apoptotische Oligodendrozyten nachweisen lassen. Daneben
zeigt sich ein deutlicher Verlust von Myelin-assoziiertem Glykoprotein (MAG)
bei relativem Erhalt von Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG). Es
wird diskutiert, ob hypoxische Prozesse bei der Entstehung dieses
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Lasionsmusters eine Rolle spielen.

Subtyp IV wurde bisher nur in Autopsien von Patienten mit primar
progredienter MS gefunden. Er zeichnet sich durch einen von DNA-
Fragmentierung gekennzeichneten perilasionalen Oligodendrozytenverlust

aus.

Die Arbeiten von anderen Autoren sahen allerdings keine Hinweise fir die
Heterogenitatshypothese, sondern eher fir homogene MS-Lasionen (Prineas
et al. 1993), die wahrend der L&sionsentstehung verschiedene pathologische
Stadien durchlaufen. Allerdings wurden in diesen Publikationen nicht
ausschlief3lich frih-aktiv demyelinisierende Lasionen untersucht, so dass
diese Arbeiten nicht direkt vergleichbar sind. Das von Prineas beschriebene
frheste Stadium einer MS-Lasion weist hinsichtlich der
Oligodendrozytenapoptose interessanterweise ahnliche Charakteristika auf

wie Typ-lll-Lasionen.

1.3.2 Oligodendrozytenpathologie

Es wird angenommen, dass die reifen, myelinproduzierenden
Oligodendrozyten das Ziel der immunologischen und zur Demyelinisierung
fuhrenden Reaktion der MS sind (Bruck et al. 1994; Lucchinetti et al. 1999).
Der Verlust der Oligodendrozyten kénnte aul3erdem ein initiales Zeichen fur
die Entstehung einer Lasion darstellen (Barnett und Prineas 2004). Trotz
dieser destruktiven Prozesse kénnen parallel ablaufende
Reparaturmechanismen vor allem in aktiven Lasionen beobachtet werden. In
Lasionen mit andauernder aktiver Demyelinisierung finden sich oft Zeichen

der Remyelinisierung (Prineas et al. 1993).

Fur die Remyelinisierung von Lasionen sind neugebildete remyelinisierende
Oligodendrozyten verantwortlich, die aus Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
(OVZz) differenzieren. Die héchste Dichte an Vorlauferzellen befindet sich in
der subventrikularen Zone (Nait-Oumesmar et al. 1999), aber es lassen sich
in den meisten anderen ZNS-Regionen ebenfalls
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Oligodendrozytenvorlauferzellen in geringerer Dichte nachweisen. Die
Oligodendrozytenvorlauferzellen werden entweder von der subventrikuléaren
Zone oder vom perilasionalen ZNS-Gewebe in die Lasionen rekrutiert
(Franklin et al. 1997). Sie wandern in die demyelinisierten Areale ein, wo sie
zu myelinproduzierenden Oligodendrozyten differenzieren. Wéhrend ihrer
Differenzierung formen sich die Zellen zuerst zu pra-myelinisierenden
Oligodendrozyten um, die das demyelinisierte Axon umgeben, bevor sie in
der nachsten Reifungsstufe Myelinproteine produzieren, die das Axon
umwickeln. Normalerweise ist die Dicke der Myelinscheide proportional zum
Axondurchmesser, so dass dicke Axone dicke Myelinscheiden aufweisen.
Remyelinisierte Axone weisen aber deutlich dinnere und kirzere
Myelinscheiden im Vergleich zum préaexistenten Myelin auf (Franklin 2002).
Zu welchem Anteil die Einwanderung von Vorlauferzellen zur
Remyelinisierung beitragt, ist noch nicht abschlieend geklart (Franklin
2002). Wahrend die unreifen Vorlauferzellen stark positiv fur die
Transkriptionsfaktoren Nkx2.2 und Olig2  sind, zeigen die
myelinproduzierenden Zellen der nachsten Reifestufe nur noch eine geringe
Aktivitat von Olig2 und exprimieren zudem den Oligodendrozytenmarker
NogoA.

Wie erwahnt werden nach Lucchinetti et al. aktiv demyelinisierende MS-
Lasionen in vier charakteristische Subtypen unterteilt. Dartber hinaus
konnen akute und auch chronische MS-Lasionen je nach Vorhandensein
oder Fehlen von Oligodendrozyten zwei Typen zugeordnet werden:
Oligodendrozyten-Subtyp | ist durch das Vorkommen von Oligodendrozyten
charakterisiert, wahrend in  Oligodendrozyten-Subtyp Il  keine
Oligodendrozyten oder Remyelinisierungsvorgange mehr zu finden sind
(Lucchinetti et al. 1999). Oligodendrozytenvorlauferzellen  und
myelinproduzierende Oligodendrozyten sind in allen Oligodendrozyten-
Subtyp-I-L&sionen friher MS-Stadien und der umgebenden weil3en
Substanz eindeutig nachweisbar. In chronischen MS-Lasionen hingegen,
sind diese zwar noch vorhanden, ihre Anzahl jedoch deutlich reduziert
(Targett et al. 1996; Wolswijk 2002; Kuhlmann et al. 2008). Fur die gestorte

Remyelinisierung scheinen verschiedene Ursachen verantwortlich zu sein.
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Da die fehlende Remyelinisierung hauptséchlich in chronischen MS-
Lasionen zu finden ist, scheint der Grad der Remyelinisierung grundsétzlich
davon abhangig zu sein, in welchem Stadium der Erkrankung eine Lasion
entsteht (Targett et al. 1996). Neben dem Krankheitsstadium werden drei
Mechanismen fir das Fehlen der Remyelinisierung in chronischen L&sionen
diskutiert: Erstens wird diskutiert, dass es zu einem Verbrauch von
suffizienten Vorlauferzellen kommt (Linington et al. 1992). Mégliche Grunde
fur eine fehlende Reserve von Vorlauferzellen sind zum einen ein Mangel an
Zellen durch standig wiederkehrende Zyklen von Demyelinisierung und
Remyelinisierung und zum anderen ein tatsachlicher Mangel dieser Zellen,
der durch Auto-Antikérper gegen Myelinproteine zustande kommen kénnte
(Li et al. 2002). Ein zweiter mdglicher Mechanismus besteht darin, dass die
vorhandenen Vorlauferzellen weniger sensitiv auf die Rekrutierung
ansprechen oder die Konzentrationen der Faktoren, die fir die Rekrutierung
verantwortlich sind, vermindert sind (Lucchinetti et al. 1999).

Drittens konnte auch eine Behinderung der Differenzierung von
Vorlauferzellen ursachlich fur das Scheitern der Remyelinisierung
verantwortlich sein. Es gibt vermehrt Hinweise darauf, dass dieser dritte
Mechanismus wohl die entscheidende Rolle fir das Versagen der
Remyelinisierung spielt. Die Arbeiten verschiedener Autoren konnten zeigen,
dass in chronischen MS-Lasionen zwar Vorlauferzellen nachweisbar sind,
aber keine Differenzierung zu myelinproduzierenden Oligodendrozyten mehr
erfolgt (Chang et al. 2002; Kuhlmann et al. 2008).

Neben dem generellen Unterschied der Remyelinisierung in Abhangigkeit
vom Erkrankungsstadium besteht auch ein Unterschied zwischen der
Remyelinisierungskapazitat von Lasionen der weiRen Substanz im Vergleich
zu kortikalen Lasionen. 72% der kortikalen MS-Lasionen zeigen Anzeichen
von Remyelinisierung, wahrend dagegen nur 40% der Lasionen der weil3en
Substanz Zeichen der Remyelinisierung aufweisen (Albert et al. 2007).
Mogliche Griinde fur diesen Unterschied der Remyelinisierungskapazitéat von
Lasionen in der grauen und weil3en Substanz sind einerseits die Grol3e der
Lasionen und andererseits die unterschiedliche Oligodendrozytendichte.

Kortikale Lasionen sind in der Regel kleiner, was wiederum die
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Wiedereinwanderung von myelinisierenden Zellen vereinfachen konnte.
Andererseits ist es denkbar, dass die Myelinproduktion von
Oligodendrozyten in verschiedenen Hirnregionen unterschiedlich reguliert ist
(Albert et al. 2007). SchlieRlich sind kortikale L&asionen auch weniger

destruktiv als solche in der weil3en Substanz.

1.3.3 Kortikale MS-Lasionen

Kortikale MS-Lasionen sind bereits vor einiger Zeit von Neuropathologen
beschrieben worden (Brownell und Hughes 1962). Allerdings gerieten diese
Beschreibungen in Vergessenheit, da die Lasionen in der grauen Substanz
mit den histologischen Standardfarbungen in der Regel Gbersehen werden
und diese Lasionen auch in bildgebenden Verfahren schlecht nachweisbar
sind.

Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden konnte jedoch nachgewiesen
werden, dass das Ausmald der neokortikalen Lasionen in einigen Patienten
sogar grofer ist als die Lasionslast in der weif3en Substanz (Bo et al. 2003Db).
Besonders h&ufig sind kortikale Lasionen bei progressiver MS zu finden.
AulBRerdem konnten in Autopsien bei mehr als 90% der Patienten mit
chronischer MS kortikale Lasionen nachgewiesen werden (Wegner et al.
2006). Das Vorhandensein neurodegenerativer Prozesse und apoptotischer
Neurone gibt Hinweise darauf, dass die GroR3e kortikaler Lasionen mit dem
Behinderungsgrad der Patienten assoziiert ist (Peterson et al. 2001; Bo et
al. 2003b). Auffallend ist, dass kortikale Lasionen im Vergleich zu Lasionen
der weilen Substanz eine deutliche geringere Entzindungsreaktion

aufweisen.

Die kortikalen MS-Lasionen werden je nach ihrer Lokalisation in drei

verschiedene Typen unterteilt:
Bei etwa einem Drittel der kortikalen Lasionen handelt es sich um

leukokortikale Lasionen (Typ-l-Lasionen), die sich angrenzend an eine
subkortikale Lasion in der weil3en Substanz befinden.
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Intrakortikale (Typ Il) Lasionen sind typischerweise kleine Lasionen, die oft
um kleinere Gefal3e im Neokortex gelegen sind. Sie Uberschreiten weder die
Hirnoberflache, noch die Grenze zur subkortikalen, weil3en Substanz. Sie

machen etwa 18% aller kortikalen Lasionen aus (Peterson et al. 2001).

Bei etwa 50% der kortikalen Lasionen handelt es sich um subpiale (Typ III)
Lasionen (Peterson et al. 2001; Wegner et al. 2006). Sie reichen von der an
die Pia mater grenzenden Oberflache bis in den Kortex hinein. Bei einigen
Patienten erstrecken sich diese Lasionen bandformig Uber mehrere Gyri
hinweg. Teilweise erscheinen sie jedoch auch als keilférmig an der

Hirnoberflache gelegene Lasionen.

Wie Dbereits erwdhnt zeigen kortikale MS-L&sionen mdglicherweise eine
bessere Remyelinisierungskapazitat als Lasionen der weil3en Substanz. Da
die meisten Daten auf Untersuchungen an Autopsiegewebe basieren, gibt es
wenige Hinweise zu den pathologischen Veranderungen friher kortikaler
MS-Léasionen. Die Dynamik der MS-Pathogenese und klinisch-pathologische
Korrelationen lassen sich in vivo nur mit grof3en Schwierigkeiten
untersuchen. Daher sind Tiermodelle der MS eine wertvolle Erganzung, um

mehr Uber die Pathogenese der MS zu erfahren.

1.4 Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE) in Callithrix-jacchus-Marmosetten

Post-mortem-Studien der MS sind dadurch limitiert, dass Autopsiegewebe in
der Regel von Patienten im chronischen Stadium der Erkrankung stammt.

Die heutigen Erkenntnisse zur Pathogenese der MS in frihen Stadien
beruhen im Wesentlichen auf dem Tiermodell der Experimentellen
Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). Bei der EAE handelt es sich um
eine uberwiegend T-Zell-vermittelte entzindlich-demyelinisierende
Erkrankung des ZNS. Die EAE wird meist in kleinen Nagetieren wie Mausen
und Ratten induziert. Die EAE ist das bis heute meist verwendete Tiermodell.

Mit Hilfe dieses Tiermodells konnten bereits in der heutigen MS-Therapie
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etablierte Medikamente wie Glatirameracetat entwickelt werden.

Die EAE kann auf verschiedene Weisen induziert werden und wurde bisher
bei Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen und anderen nicht-menschlichen
Primaten beschrieben. Eine Madoglichkeit der Induktion besteht in der
Inokulation von Myelin oder Myelinproteinen zusammen mit einem
inkompletten Immunadjuvans aus bakteriellen Produkten und Mineral6l, wie
zum Beispiel dem Freund'schen Adjuvans (Brok et al. 2001). Meist wird die
EAE aktiv durch eine Immunisierung mit Myelinantigenen, wie dem Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), dem basischen Myelinprotein (MBP)
oder dem Proteolipid-Protein (PLP) induziert (Wekerle et al. 1994).

Die EAE bei Nagetieren ist nur begrenzt mit der MS vergleichbar, da die
Erkrankung im Tiermodell auf Lasionen im Ruckenmark beschrankt ist und
meist monophasisch ablauft. Die EAE bei Callithrix-jacchus-Marmosetten
(WeiBbuschelaffen, Krallenaffchen) weist hingegen in Bezug auf klinische
und neuropathologische Merkmale die groRte Ubereinstimmung mit der MS
auf (Genain und Hauser 2001) und gibt Hinweise darauf, dass T-Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der EAE spielen. Fir die
Ahnlichkeit zwischen diesen beiden Erkrankungen spielt es eine wichtige
Rolle, dass zwischen Menschen und Callithrix-jacchus-Marmosetten eine
grof3e Homologie zwischen den Myelin- und den Immunsystem kodierenden
Genen herrscht (Bontrop et al. 1999).

Callithrix-jacchus-Marmosetten sind kleine, 300-500 g schwere, aus dem
Amazonasdelta (Sudamerika) stammende Neuweltaffen. Diese Affenart ist
einerseits besonders anfallig fur eine durch aktive Immunisierung mit
verschiedenen Myelinproteinen hervorgerufene EAE. Andererseits kann in
diesen Tieren auch eine EAE durch passiven Transfer von autoreaktiven T-
Zellen, die gegen Myelinproteine gerichtet sind, induziert werden. Die
Pathogenese und das klinische Bild der EAE sind dabei abh&ngig von dem
zur Immunisierung verwendeten Antigen. Tiere, die mit dem Myelin-
Basischen Protein (MBP) immunisiert wurden, entwickeln nach 10-14 Tagen
eine EAE. Die Erkrankung bei diesen MBP-immunisierten Tieren zeigt jedoch

mehr Ahnlichkeiten mit der akut disseminierten Enzephalomyelitis als mit der
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MS, da es lediglich zur perivaskularen Entmarkung kommt. Die Tiere
entwickeln einen monophasischen Krankheitsverlauf und bei der
neuropathologischen Untersuchung zeigen sich anschlieBend wenig
demyelinisierte Lasionen mit dominierenden perivaskularen Infiltraten, die
Uberwiegend aus Makrophagen und T-Zellen bestehen. Nach Immunisierung
mit Myelin-Oligodendrozyten-Protein (MOG) zeigen sich hingegen auch im
Tierexperiment grof3flachige Demyelinisierungen (Storch et al. 1998) wie bei
der MS. Das MOG-Protein ist an der &uf3eren Oberflache der
Myelinschichten lokalisiert. Diese ausgedehnten Demyelinisierungen sind
womoglich darauf zuriickzufiihren, dass neben T-Lymphozyten auch MOG-
spezifische Antikorper eine Rolle spielen. Die demyelinisierten Lasionen
enthalten auf3erdem sowohl Immunglobuline als auch Einlagerungen von
Komplementfaktoren. Dies sind Charakteristika, die auch bei Patienten mit
dem MS-Subtyp Il gefunden werden (Raine et al. 1999; Lucchinetti et al.
2000).

Die EAE in Marmosetten weist auch hinsichtlich der Lokalisation der
Lasionen groRe Ahnlichkeit zur MS auf. In diesem Modell kommt es sowohl
zu Lasionen im Gehirn als auch im Rickenmark und die meisten Tiere
weisen ausgedehnte Lasionen im Sehnerv auf. Zudem zeigen diese Tiere
kortikale Lasionen entsprechend den drei Lasionstypen, die bei der MS
nachweisbar sind (Pomeroy et al. 2005; Merkler et al. 2006a). Die akuten
kortikalen Lasionen weisen mehr Entziindungszellen auf als chronische
kortikale Lasionen bei der MS. Allerdings ist die Entziindungsreaktion der
kortikalen EAE-L&sionen deutlich geringer als in den L&sionen der weil3en
Substanz. Bislang gibt es keine umfassenden Untersuchungen zur

Oligodendrozytenpathologie kortikaler EAE-Lasionen in den Marmosetten.
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Da die meisten Untersuchungen zur Pathologie von kortikalen MS-L&sionen
an Autopsiegewebe durchgefuhrt wurden, geben sie nur Hinweise auf die
Merkmale spater kortikaler Lasionen. Bislang ist unklar, wie die friihe
Pathologie kortikaler MS Lasionen aussieht und wie die Oligodendrozyten je
nach Alter der Lasionen beeintrachtigt werden. Untersuchungen am EAE-
Marmoset-Tiermodell sind daher eine wertvolle Alternative, um Erkenntnisse

Uber die Oligodendrozytenpathologie friher kortikaler Lasionen zu gewinnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher, die Oligodendrozytenpathologie in
frihen, kortikalen L&sionen im EAE-Marmoset-Tiermodell zu untersuchen.
Dabei soll geprift werden, ob und in welchem Ausmal? sich die Dichte von
Oligodendrozyten in demyelinisierten kortikalen Lasionen vom normal
erscheinenden Kortex unterscheidet. Hierzu soll die Dichte der
Oligodendrozyten mit Antikdrpern gegen NogoA und p25 untersucht werden,
wobei die Oligodendrozytendichte in den tiefen kortikalen Schichten im
demyelinisierten und normal erscheinenden myelinisierten Kortex bestimmt

wird.

Des Weiteren soll untersucht werden, ob die Oligodendrozytendichte durch
die Zusammensetzung des entzindlichen Infiltrats beeinflusst wird. Hierzu
wird die Dichte der Makrophagen, Plasmazellen, T-Zellen und B-Zellen

bestimmt und mit der Oligodendrozytendichte korreliert.
Diese Untersuchungen im Marmoset-Tiermodell sollen zu einem besseren

Verstandnis der kortikalen Demyelinisierung in frihen Krankheitsstadien der
MS beitragen.
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3.1 Induktion der EAE in Marmosetten

Die Experimente und Gewebsuntersuchungen wurden an Marmosetten
(Callithrix jacchus) durchgefuhrt. Die Versuchstiere stammten aus einer
Zuchtkolonie des Deutschen Primatenzentrums der Universitat Gottingen.
Die Haltung erfolgte paarweise in einem regularen Tag/Nacht-Rhythmus
(Licht von 7.00 Uhr bis 19.00 Uhr) bei einer Raumtemperatur von 26°C und
55% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und
Futter. Die Durchfiilhrung der Versuche erfolgte in Ubereinstimmung mit der
Richtlinie des European Communities Council Directive vom 24. November
1986 (86/EEC) und unter Zustimmung der Landesregierung von
Niedersachsen.

Fur die Induktion der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE) wurde das zum N-terminalen Ende der MOG-Sequenz bei der Ratte
(Aminosaure  1-125)  korrespondierende  Ratten-Myelin-Oligodendro-
zytenprotein (rMOG) rekombinant in Escherichia coli exprimiert und
aufgereinigt. Das aufgereinigte Protein wurde in 6 M Harnstoff geldst, mit 20
mM Natriumacetat (pH 3.0) dialysiert, um einen ldslichen Ansatz zu erhalten
und anschliel3end bei -20°C gelagert. Die Marmosetten wurden mit einer
intramuskuléaren Injektion von Saffan (18 mg/kg), Valium® (0.5 mg/kg) und
Robinul® (0.008 mg/kg) narkotisiert. Anschlie3end erhielten sie

500-600 pL in Freund'schem Adjuvans (CFA, Difco, Detroit, Michigan, USA)
emulgiertes rMOG (250-300 ng/Tier, gelost in Kochsalz) als subkutane
Injektion.

Klinisch entwickelten die Tiere drei bis acht Tage nach der Immunisierung
mit rIMOG erste klinische Symptome.

Nach Uberlebenszeiten von 4-8 Wochen wurden die Tiere mit einer
Uberdosis Xylazin/Ketamin narkotisiert und transkardial mit 200 ml
Kochsalzlésung, gefolgt von 400 ml Fixationsmedium, welches in 4%igem

0.1M Natriumphosphat gepuffertes Paraformaldehyd (pH 4.7) enthalt,
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perfundiert. Nach der Perfusion wurden das Gehirn und Rickenmark

entnommen und Uber Nacht in frischer Fixierlosung nachfixiert.

3.2 Auswahl der Tiere und der Schnittpraparate

Ziel der vorliegenden Arbeit war, Oligodendrozyten in tiefen kortikalen
Lasionen und im normal erscheinenden Kortex zu untersuchen. Hierzu
wurden entsprechende Lasionen in neun Versuchstieren (5 mannliche und 4
weibliche Marmosetten; jeweils ein Schnittpraparat pro Tier) ausgesucht,
nachdem zuvor 46 Grof3hirnschnitte von 24 Tieren durchgesehen worden
waren. Die Praparate waren so ausgewahlt worden, dass auf jedem Schnitt
mindestens ein myelinisiertes und ein demyelinisiertes Areal in tiefen
kortikalen Schichten erkennbar war. Zur Beurteilung der Lokalisation und des
Vorhandenseins von Lasionen wurden samtliche Schnitte mit dem gegen das
Myelin-Basisches Protein gerichteten Antikérper gefarbt. Durch das Fehlen
des MBPs konnten die Lasionen in den tiefen kortikalen Schichten detektiert
werden. Der normal erscheinende myelinisierte Kortex zeichnete sich durch
das gleichméaRige Vorhandensein von MBP aus.

Die ausgewahlten Schnitte wiesen in den tiefen kortikalen Schichten sowohl
eine L&sionsflache als auch eine Flache von normal erscheinendem Kortex
von jeweils mindestens 0,625 mm? auf (entsprechend 10 Gesichtsfeldern in
der 400x Vergrof3erung).

3.3 Histologische Techniken

3.3.1 Einbettung und Anfertigen der Schnitte

Nachdem die Gehirne in Formalin fixiert worden waren, erfolgte die
Einbettung in Paraffin. Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden
von den Paraffinblocken mittels Mikrotom 1 um dicke Schnittpraparate
angefertigt. AnschlielRend wurden diese auf einen Objekttrager aufgezogen

und tber Nacht bei 37°C im Wéarmeschrank getrocknet.
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3.3.2 Immunhistochemische Farbungen

Das Prinzip der Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen dienen dazu, mit Hilfe von
spezifischen Antikérpern, Enzymen und Chromogenen unterschiedliche
Antigene anzufarben und somit sichtbar zu machen.

Bei dieser Methode unterscheidet man die direkte und die indirekte Farbung.
Bei der direkten Farbung ist ein Enzym direkt an den verwendeten Antikorper
gebunden. Durch Zugabe eines Chromogens wird die Enzym-Substrat-
Reaktion induziert und die Farbung vollzogen.

Bei der indirekten Farbung enthélt ein Sekundarantikérper das die Reaktion
katalysierende Enzym. Alternativ zu der Enzymkopplung kann der
Sekundarantikdrper auch biotinyliert sein. Biotinylierte Antikbrper zeigen eine
starke Affinitdt zu Avidin, welches seinerseits an ein katalysierendes Enzym
gebunden ist. Haufig fur diese Methoden verwendete Enzyme sind die
Peroxidase und die Alkalische Phosphatase (Boenisch 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl die ,markierte Streptavidin-Biotin-
Technik (Labelled Strept-Avidin-Biotin technique = LSAB oder auch DAB-
Methode) als auch die Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase-
Methode (APAAP-Methode) verwendet.

Die verwendeten Antikorper wurden in einer Doppelfarbung jeweils mit MBP

(Myelin-Basisches Protein) gegengefarbt.

DAB-Methode

Die DAB-Methode besteht im Wesentlichen aus drei Schritten:

Im ersten Schritt wird das Praparat mit dem Priméarantikérper inkubiert. Nach
anschlieBendem Waschen erfolgt die Inkubation zusammen mit dem
biotinylierten Sekundarantikdrper, der an den Primarantikdrper bindet. Im
dritten Schritt erfolgt nach einem Waschvorgang die Zugabe des Avidin-
Peroxidase-Konjugats (oder auch Streptavidin), welches aufgrund der hohen
Affinitat von Avidin zu Biotin an den Sekundarantikorper bindet. Durch
Zugabe der Substrat-Chromogenldosung 3,3 Diaminobenzidin (DAB) kommt
es zu einer chemischen Reaktion, bei der ein braunes Produkt entsteht. Zur

Vermeidung einer unspezifischen Braunfarbung mussen die Préparate vor
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der Durchfuhrung der DAB-Methode zur Blockade der endogenen
Peroxidase mit H,O, vorbehandelt werden.

APAAP-Methode

Bei der APAAP (Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase)-
Methode wird ein Enzym-Anti-Enzym-Immunkomplex eingesetzt. Dieser setzt
sich aus dem Enzym alkalische Phosphatase und dem dagegen gerichteten
Antikdrper zusammen.

Die Durchfuhrung der Methode besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt
bindet ein unkonjugierter Antikrper an das entsprechende Epitop. Im
zweiten Schritt wird ein unkonjugierter Sekundarantikdrper hinzugefugt.
Dieser bindet mit einem Fab-Arm an den Fc-Teil des Primarantikdrpers. Im
dritten Schritt wird der I6sliche Enzym-Immunkomplex dazugegeben. Der im
Komplex enthaltene Antikorper bindet an den zweiten Fab-Arm des
Sekundarantikérpers. Durch die enzymatische Umsetzung der zugegebenen
Substrat-Chromogenlésung wird das nachzuweisende Antigen sichtbar
gemacht. Dabei setzt die alkalische Phosphatase das Substrat, hier
Naphtholphosphatester, zu Phenolkomponenten und Phosphat um. Die
Phenole reagieren dann mit farblosen Diazoniumsalzen (Chromogene) zu
unléslichen Azofarbstoffen. In der vorliegenden Arbeit wurde als Chromogen

Fast Blue verwendet, das ein intensiv blaues Farbprodukt bildet.

3.3.3 Prinzip der Doppelfarbung

Eine Doppelfarbung war in der vorliegenden Arbeit erforderlich, um die
Dichte von Zellen (Oligodendrozyten, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen)
in kortikalen Lasionen und die Dichte von Oligodendrozyten im normal
erscheinenden Kortex bestimmen zu kdnnen.

Hierzu erfolgte zunachst die Farbung mit Hilfe eines fur die jeweiligen Zellen
(reife Oligodendrozyten, T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen) spezifischen
Antikorpers nach der DAB-Methode. Im Anschluss wurde nach dem Prinzip
der APAAP-Methode die Farbung gegen das MBP durchgefuhrt, um unter
dem Mikroskop L&sionen und myelinisierten Kortex voneinander

unterscheiden zu kénnen. Neben dieser Differenzierung diente die Farbung
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mit dem Antikdrper gegen MBP auch der Detektion von Makrophagen, die
durch Inkorporation von MBP-positiven Myelinabbauprodukten
gekennzeichnet waren.

Die angewandten Farbemethoden sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1: Antikbrperkombinationen fir die Doppelfarbungen

Antikérperkombinationen (und durch die Antikorper detektierte

Strukturen sowie Zellen)

MBP (Myelin) und NogoA (reife Oligodendrozyten)

MBP (Myelin) und p25 (reife Oligodendrozyten)

MBP (Myelin) und CD3 (T-Lymphozyten)

MBP (Myelin) und CD20 (B-Lymphozyten)

MBP (Myelin) und IgG (Plasmazellen)

3.4 Durchfuhrung der Doppelfarbung

Vorbehandlung der Schnitte

Vor der immunhistochemischen Farbung wurden die Schnitte zunéachst
entparaffiniert. Hierzu wurden die Praparate viermal 10 Minuten in Xylol
inkubiert. Nach dreiminttiger Inkubation in Isoxylol erfolgte eine absteigende
Ethanolreihe, beginnend mit zweimal drei Minuten 100% Isopropanol, gefolgt
von je drei Minuten in 90%-, 70%- und 50%igem Isopropanol. Am Ende

wurde mit Aqua dest. gespuilt.

3.4.1 DAB-Methode

Antigendemaskierung und Blockierung der endogenen Peroxidase

Nach der Entparaffinierung in einer absteigenden Ethanolreihe wurden alle,
bis auf die fur die CD20-Farbung vorgesehenen Préparate, zunachst mit
Zitratpuffer von ph 6 bei 800 Watt in der Mikrowelle vorbehandelt. Beginnend
mit Zitratpuffer wurden die Praparate in einer Kuvette abwechselnd mit Aqua
dest. funfmal fur je drei Minuten in die Mikrowelle gestellt, anschlieRend
dreimal mit Aqua dest. gespilt und danach in PBS (Phosphatgepufferte

Salzlésung) gestellt. Dieser Prozess diente der Antigendemaskierung und
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fuhrte somit zu einer besseren Detektierbarkeit der gewuinschten Antigene.
Zur
Farbevorgangs erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidase. Hierzu
wurden die Praparate bei 4°C fur 20 Minuten in 50 ml PBS-Puffer mit

Vermeidung einer unspezifischen Braunfarbung wahrend des

3%igem H,O,-Anteil inkubiert. AnschlielRend wurde dreimal mit PBS gespililt.

Antikérper-Inkubation

Zur Blockade von unspezifischen Bindungen zwischen Proteinen wurden die
Schnitte in einer feuchtem Kammer fir 20 Minuten in 100 pl 10%iger
FKS/PBS-L6sung (Fetales Kalberserum/PBS) inkubiert.

Nach Dekantieren der FKS/PBS-Losung wurden 100 pl des jeweiligen
Primarantikorpers (siehe Tabelle 2) auf den vorbehandelten Objekttrager

gegeben und tGber Nacht im Kihlschrank inkubiert.

Tabelle 2: Verdinnung und Spezifikation der verwendeten Primarantikorper

Primar- Detektion Klonalitat | Verdun- | Spezifikation | Hersteller/
antikérper | von nung Quelle
Anti-CD3 T-Zellen Mono- 1:50 Ratte-anti- AbD Serotec,
klonal human Dusseldorf
Anti-CD20 | B-Zellen Mono- 1:100 Maus-anti- Dako
klonal human Deutschland
GmbH,
Hamburg
IgG Plasmazellen | Polyklonal | 1:250 Kaninchen- Dako
anti-human Deutschland
GmbH,
Hamburg
Anti- Oligodendro- | Mono- 1:15000 | Maus-anti- Von
NogoA zyten klonal human Prof. Dr. M.E.
(22C7) Schwab,
Zrich,
Schweiz,
bereitgestellt
Anti-p25 Oligodendro- | Polyklonal | 1:500 Kaninchen- Von Prof. P.
zyten anti-human H. Jensen,
Aarhus,
Danemark,
bereitgestellt
Anti-MBP Myelin Polyklonal | 1:500 Kaninchen- Dako
anti-human Deutschland
GmbH,
Hamburg
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Am nachfolgenden Tag erfolgte nach dreimaligem Spulen mit PBS bei
Raumtemperatur die einstiindige Inkubation mit dem entsprechenden in
10%igem FKS verdinnten, sekundaren, biotinylierten Antikdrper (Schaf-anti-
Maus, Kaninchen-anti-Ratte) (siehe Tabelle 3). Darauf folgte das dreimalige
Spulen mit PBS-Puffer.

Tabelle 3: Sekundarantikérper (Firma Dako Deutschland GmbH, Hamburg)

Spezifikation | Klonalitdt | Verdinnung | Inkubation

Biotinylierter | Polyklonal | 1:100 60 Minuten
Kaninchen-

anti-Ratte

Biotinylierter | Monoklonal | 1:200 60 Minuten
Schaf-anti-

Maus

Ziege-anti- Polyklonal | 1:500 60 Minuten

Kaninchen

Zugabe des konjugierten Avidin-Peroxidasekomplexes

In diesem Schritt wurden auf die mit Antikrper behandelten Schnitte 100 pl
Peroxidase-markierte Streptavidin/FKS-Losung (POX) im Verhéltnis 1:1000
pipettiert. Darauf folgt eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur,

gefolgt von einem dreimaligen Spilvorgang mit PBS.

Entwicklung der Schnitte

Die Entwicklung der Schnitte erfolgte in einer DAB-LOsung. Zur Herstellung
der Losung wurden 1 ml DAB und 49 ml PBS gemischt. Es erfolgte die
Zugabe von 20 ul 30%igem H,0,. Die nun entstandene Lésung wurde in die
Klvette mit den Praparaten gefillt. Um ein optimales Farbeergebnis zu
erhalten, wurden die Schnitte zwischendurch mikroskopiert. Nach
Beendigung des Entwicklungsvorgangs wurden die Schnitte erneut mit PBS

gespult und in Aqua dest. gestellt.
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3.4.2 APAAP-Methode

Zur Durchfihrung der Doppelfarbung wurden die Schnitte im Anschluss an
die DAB-Methode mit dem Priméarantikdrper gegen MBP inkubiert. Nach
Zugabe des zweiten Antikoérpers wurden die Schnitte mit Hilfe der APAAP-
Methode entwickelt und mit ,Fast Blue” gefarbt.

Auf die Objekttrager wurden hierzu 100 pl des polyklonalen MBP-Antikdrpers
der Firma Dako Deutschland GmbH, Hamburg (in 10%igem FKS auf 1:500
verdinnt) aufgetragen. Die Praparate wurden mit einem Deckglas
luftblasenfrei bedeckt und Uber Nacht in einer feuchten Kammer im
Kihlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurden sie mit TBS (Trisgepufferte Salzlosung pH 7,5)
gespult und es erfolgte die Inkubation wie im Abschnitt 3.3.2 beschrieben,
wobei als Sekundarantikdrper der in Tabelle 3 angegebene Ziege-anti-
Kaninchen-Antikorper verwendet wurde.

Nach Ablauf der Inkubationszeit fur den APAAP-Komplex erfolgte die
Entwicklung mit Hilfe von Fast Blue. Die Entwicklungslosung (49 ml TRIS pH
8,2; 1 ml Naphthol-AS-Mix, 50 ul Levamisollésung, 25 mg Fast-Blue-Salz)

wurde fur 90-120 Minuten auf die Préparate gegeben.

Gegenfarben und Blauen

Nach der Entwicklung wurden die Schnitte kurz mit Aqua dest. gespult und
fur 20 Sekunden in Mayers Hamalaun gegeben. Hierdurch konnte eine
verbesserte Darstellung des Kern-Zytoplasma-Kontrastes erreicht werden.
Anschliel3end wurden die Praparate erneut mit Aqua dest. gespult und kurz
in Salzsdure-Alkohol-Losung gegeben. Das Blauen erfolgte nach kurzem
Spulen unter flieBendem, kaltem Wasser fur 5 Minuten in einem

Leitungswasserbad.
Dehydrierung und Eindecken der Schnitte

Die Dehydrierung erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%,
90%, 100%). Im Anschluss wurden sie in Xylol getaucht und eingedeckt.
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3.5 Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen

Zur Quantifizierung der Anzahl von Oligodendrozyten wurde diese in tiefen
kortikalen L&sionen und vergleichend im normal erscheinenden Kortex
untersucht. Kortikale Lasionen waren durch das komplette Fehlen von MBP
gekennzeichnet, wahrend normal erscheinender Kortex einen regelrechten
MBP-Gehalt aufwies. Ingesamt wurden 22 Lasionen in neun Versuchstieren
(jeweils ein Schnittpraparat pro Tier) ausgesucht, nachdem zuvor 46
Grol3hirnschnitte von 24 Tieren durchgesehen worden waren.

Die ausgewahlten Schnitte wiesen in den tiefen kortikalen Schichten sowonhl
eine L&sionsflache als auch eine Flache von normal erscheinendem Kortex
von jeweils mindestens 0,625 mm? auf (entsprechend 10 Gesichtsfeldern in
der 400x Vergrof3erung).

Die Auszahlung der fir NogoA- und p25-positiven Oligodendrozyten erfolgte
sowohl innerhalb kortikaler Lasionen als auch im normal erscheinenden
Kortex. Als NogoA-positive Zellen wurden dabei alle Zellen gezahlt, die eine
ring- oder halbringformige braunliche Farbung durch diesen Antikorper
aufwiesen. Wie bereits erwdhnt wurden die Begrenzungen der kortikalen
Lasionen durch die Doppelfarbung mit dem Antikdrper gegen MBP sichtbar
gemacht.

In acht von insgesamt neun Pr&paraten konnte die Mindestanzahl an
Gesichtsfeldern erreicht werden. Da jedoch beim Anfertigen jedes
Praparates eine neue Schnittebene entsteht und die L&sionsareale auch
kleiner werden kdnnen, konnte bei einem Fall (Fall 6, s. Tabelle 8) nur noch
eine Gesamtflache von mindestens 0,375 mm? ausgezahlt werden. Dieser
Fall wurde auch mit in die Statistik aufgenommen. Mit dem Antikorper gegen
NogoA wurde durchschnittlich pro Fall eine kortikale Lasionsflache von

1,779 mm? und Flache von normal erscheinendem Kortex von 1,51 mm?
ausgewertet.

Die Farbung mit dem Antikorper gegen p25 konnte auf dem Gewebe des
Falls 4, s. Tabelle 4 nicht etabliert werden, so dass in der Farbung mit dem
Antikdrper gegen p25 insgesamt nur acht von neun Fallen untersucht werden
konnten. Im Durchschnitt wurde mit dem Antikbrper gegen p25 eine
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Lasionsflache von 1,22 mm? und normal erscheinender Kortex mit einer

Flache von 1,78 mm? ausgewertet.

Tabelle 4: Ubersicht der Schnittpraparate, an denen in der Farbung gegen
den Antikorper p25 und NogoA die Oligodendrozyten in kortikalen Lasionen

und im normal erscheinenden Kortex ausgezahlt wurden.

Fall |Geschlecht/Alter|p25 |NogoA

M, 37 Monate
M, 38 Monate
W, 49 Monate
W, 49 Monate
M, 33 Monate
W, 48 Monate
W, 59 Monate
M, 29 Monate
M, 38 Monate

X X X

OooNOTUDWNHR

XXX X X X X X X

X X X X X

X: Falle, in denen in der angewandten Farbung die Auszahlung von
Oligodendrozyten in kortikalen Lasionen und im normal erscheinenden
Kortex moglich war.

-: Falle, in denen die Farbemethode nicht etabliert werden konnte.

Neben der Anzahl der Oligodendrozyten wurde auch eine Analyse des
entzundlichen Infiltrats in tiefen, kortikalen Lasionen vorgenommen. Hierflr
wurden nur entzundliche Zellen, die sich im Hirngewebe, also nicht innerhalb
von Gefallen befanden, gezahlt. Als perivaskulares Infiltrat wurden alle
antikorperpositiven Entzindungszellen definiert, die sich mit einem
maximalen Abstand von bis zu drei Zellreihen unmittelbar um das Gefald
befanden. Diese Zellen wurden nicht gezahilt.

Bei den analysierten entztindlichen Zellen handelte es sich um MBP-positve
Makrophagen, CD3-positive T-Zellen, CD20-positive B-Zellen und IgG-
positive Plasmazellen.

Die Makrophagen sind durch die Inkorporation MBP-positiver
Myelinabbauprodukte und eine schaumzellartige Struktur gekennzeichnet.
Eine Anfarbung des Zellkerns oder anderer Zellorganellen fand durch die

hier angewandte Farbung nicht statt. Makrophagen sind vor allem an den
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Ré&ndern von Lasionen zu finden.

CD3-postive T-Zellen und CD20-positive B-Zellen besitzen einen schmalen
Zytoplasmasaum. In dem gefarbten Praparat wurden solche Zellen gezahilt,
die sich durch einen schmalen, ringférmig gefarbten Zytoplasmasaum
auszeichneten.

Als fur 1gG-positive Plasmazellen wurden grof3e, dunkel gefarbte Zellen mit
einem exzentrisch gelegenen Zellkern gezahlt.

Die Auswertung der Praparate erfolgte an einem Mikroskop des Typs BX-51
der Firma Olympus Deutschland GmbH, Hamburg.

Samtliche Auszahlungen erfolgten in 400facher Vergré3erung mit Hilfe eines
10x10 Felder (ein Gesichtsfeld) grol3en Gitterokulars der Firma Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg. Zur Bestimmung der Zelldichte pro
Quadratmillimeter wurde die Summe aller pro L&sion bzw. normal
erscheinender weiRen Substanz gezadhlten Zellen durch die Anzahl der

Gesichtsfelder dividiert und anschliel3end mit 16 multipliziert.

3.6 Datenauswertung und Statistik

Die Fotodokumentation geeigneter Praparate erfolgte durch eine 3,3-
Megapixel-CCD-Kamera vom Typ Color View II, die an das Mikroskop
angeschlossen wurde. Bei der Dokumentation wurde aufRerdem die
zugehorige Software analySIS® (Soft Imaging System GmbH, Minster)
verwendet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von SPSS (SPSS
12, Chicago |IL). Der statistische Zusammenhang zwischen der
Oligodendrozytenzahl in tiefen, kortikalen L&asionen und im normal
erscheinenden Kortex wurde mit einem gepaarten T-Test Uberprift. Mit
Spearman-Korrelationskoeffizienten wurde analysiert, ob die Dichte an
entziindlichen Zellen die Dichte der Oligodendrozyten beeinflusst und ob die
Dichte an T-Zellen mit der Dichte anderer Entztindungszellen korreliert. Da
die Erkrankungsdauer und das Alter der Versuchstiere jeweils normalverteilte
Werte darstellten, wurde eine Assoziation dieser beiden Parameter mittels
Pearson-Korrelation untersucht. Die statistische Signifikanz wurde mit einem
p-Wert < 0,05 definiert.
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Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3.7 Verwendete Reagenzien

Immunhistochemische Farbungen
Phosphat-gepufferte-Salzlésung (PBS)- Puffer:
9,55 g PBS geldst in 100 ml Aqua bidest.

Fetales Kalberserum (FKS):

Zur Inaktivierung von Komplementfaktoren wurde FKS fiir eine Stunde in
einem 60°C warmen Wasserbad erhitzt.

FKS/PBS-LJsung:

FKS und PBS wurden im Verhaltnis 1:10 verdunnt.

Zitrat-Puffer:

2,1 g Zitronensaure-Monohydrat wurden in in 1000 ml Agua dest. gelost.
Durch Titration mit Natronlauge wurde der pH-Wert auf 6 eingestellt.
H2O»-Losung:

Zur Blockade der endogenen Peroxidase wurden 5 ml 30%iges H,O, in
45 ml PBS gelost.
Avidin-Peroxidase-Konjugat (POX)-Ldsung:

Die Losung wurde mit 10%igem FKS/PBS in einem Verhdltnis von
POX:FKS/PBS=1:1000 angesetzt.

3,3 Diaminobenzidin (DAB)-L6sung:

25 mg DAB wurden in 50 ml PBS-Puffer gelést. Nach 15 minitigem Ruhren

mit dem Magnetrihrer wurden 20 ul 30%iges H,O, hinzugefugt.
AP-Substrat (1 I):

Losung A: 0,1 M Tris (12,114 g Tris in 900 ml Aqua bidest.; mit 60 ml
1 M HCI auf pH= 8,2 einstellen; Mit Aqua bidest. auf 980 ml auffullen.

Losung B: 200 mg Naphthol-AS-MX-Phosphat in 20 ml N,N-
Dimethylformamid I6sen.

Lésung C: 1 ml 1 M Levamisol (0,2408 g Levamisol in 1 ml Aqua bidest.)
Fast-Blue-Entwicklungslésung:

25 mg Fast-Blue-Salz in AP-Substrat (49 ml Lésung A + 1 ml Lésung B +

50 ul Lésung C) mischen, filtrieren und sofort verwenden.
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Tabelle 5: Bezugsquellen der Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

3,3 -Diaminobenzidin

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Dimethylformamid

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Avidin-Peroxidase-Konjugat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Fetales Kalberserum (FKS)

Biochrom AG, Berlin

H,0, Merck KGaA, Darmstadt

Levamisol MP Biomedicals Europe, lllkirch,
Frankreich

Fast Blue Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Mayers Hamalaunlésung

Merck KGaA, Darmstadt

Naphthol-AS-MX-Phosphat

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Phosphatgepufferte Salzlésung | Biochrom AG, Berlin

(PBS)

Salzsaure

TRIS Sigma Aldrich Chemie GmbH,

(Trishydroxymethylaminomethan)

Steinheim

Zitronensaure

Merck KGaA, Darmstadt
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Tabelle 6: Bezugsquellen der Priméarantikorper

Bezeichnung

Herkunftsspezies

Artikelnummer

Hersteller

CD3 Ratte MCA 1477 AbD Serotec,
Dusseldorf

CD20 Maus M 0755 Dako Deutschland
GmbH, Hamburg

IgG Kaninchen A0423 Dako Deutschland
GmbH, Hamburg

MBP Kaninchen 062301 Dako Deutschland
GmbH, Hamburg

NogoA Maus Von

(11C7) Prof. Dr. M.E. Schwab,
Zurich, Schweiz, zur
Verfliigung gestellt.

P25 Kaninchen Von

Prof. P. H. Jensen,
Aarhus, Danemark,
zur Verfigung gestellt

Tabelle 7: Bezugsquellen von Geraten und Einwegmaterialien

Artikel Hersteller

CCD Kamera Color View II, Soft imaging System®

Deckglaser Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH& Co KG,
Braunschweig

Filter Schleicher& Schuell MicroScience GmbH, Dassel

Glaswaren Glaswerk Wertheim, Wertheim a. Main

Aquamount Lerner Laboratories, Pittsburgh

Licht-Mikroskop | Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Mikrotom Leica

Mikrowelle Samsung

Objekttrager Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH& Co KG,
Braunschweig

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg

Glaskivetten Eppendorf AG, Hamburg

Warmeschrank Memmert
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4 Ergebnisse

4.1 Ausgewertete Tiere und Morphologie der
Lasionen

Das ubergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Oligodendrozyten in frihen kortikalen Lasionen im Vergleich zum normal
erscheinenden Kortex in Marmosetten mit EAE. Hierzu sollte die
Oligodendrozytendichte in den tiefen Schichten des demyelinisierten Kortex
mit der des umgebenden normal erscheinenden Kortex verglichen werden.
Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweit die Oligodendrozytendichte
in diesen kortikalen Lasionen durch die Zusammensetzung des
entzundlichen Infiltrats beeinflusst wird. AuRerdem wurde untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Alter der Versuchstiere und der
Erkrankungsdauer sowie zwischen der Erkrankungsdauer der Versuchstiere
und der Zusammensetzung des entztndlichen Infiltrats besteht.

Die Detektion der demyelinisierten Areale erfolgte in den neun
Versuchstieren (5 maénnliche und 4 weibliche Marmosetten) mit einer
immunhistochemischen Farbung mit einem Antikérper gegen das basische
Myelinprotein (MBP). Bei den Lasionen in den tiefen kortikalen Schichten
handelte es sich vorwiegend um leukokortikale (s. Abbildungen 1 und 3),
aber auch intrakortikale Lasionen. Auf den MBP-gefarbten Schnittpraparaten
zeigten sich jeweils demyelinisierte und myelinisierte Areale. Insgesamt
konnten auf diesen Schnittprparaten 22 kortikale Lasionen identifiziert
werden, die ebenso wie der normal erscheinende Kortex hinsichtlich der
Oligodendrozytendichte ausgewertet wurden (s. Tabelle 8). Die
Auszahlungen erfolgten bei 6 von 9 Tieren im frontalen Kortex (s. Tabelle 8).

40



4 Ergebnisse

Tabelle 8: Auflistung der untersuchten Areale, Erkrankungsdauer und
Lasionen der neun Versuchstiere, die jeweils sowohl demyelinisierten als
auch normal erscheinenden Kortex in den tiefen kortikalen Schichten in der

analysierten Region aufwiesen.

Geschlecht Anzahl der
(M/W) und Untersuchte Erkrankungs- | ausgewerteten
Alter in kortikale dauer in kortikalen
Fall | Monaten (M) | Region Tagen Lasionen
1 M, 37 M frontotemporal” 43 1
2 M, 38 M frontotemporal” 31 5
3 W, 49 M frontotemporal” 42 1
4 W, 49 M temporal 47 1
S M, 33 M frontal 27 2
6 W, 48 M parietal 47 1
7 |w,s9Mm okzipital 42 5
& M, 29 M frontal 31 4
9 M, 39 M temporal 26 2
22

*Fall 4 wurde von der Bestimmung der p25-positven Oligodendrozyten
ausgenommen, da die Farbung mit dem Antikdrper p25 nicht auf dem
Gewebe dieses Falls etabliert werden konnte.

“Die ausgezahlten Areale lagen auch in den frontotemporalen

Schnittpraparaten jeweils im frontalen Kortex.

Die untersuchten Lasionen zeichneten sich durch scharfe Rander zum
normal erscheinenden Kortex aus (Abbildung 1). Die kleineren L&sionen
wiesen haufig eine perivaskulare Lage auf, wie sie flr intrakortikale Lasionen
typisch ist. Im Uberwiegenden Teil der Lasionen waren Makrophagen mit
inkorporierten MBP-positiven Myelinabbauprodukten nachweisbar (Abbildung
1). In den meisten kortikalen Lasionen fanden sich in perivaskularen

Infiltraten und im Bereich des L&sionsrands zahlreiche schaumzellige
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Makrophagen mit MBP-positiven Abbauprodukten. Es konnten jedoch auch
einige diffus in der L&sion verteilte Makrophagen mit MBP-positiven
Abbauprodukten nachgewiesen werden. Hingegen lieRen sich in einigen
demyelinisierten kortikalen Lasionen auch keine Makrophagen mit

inkorporierten MBP-positiven Abbauprodukten mehr nachweisen.

4.2 Reduktion von Oligodendrozyten in kortikalen
Lasionen im Vergleich zum normal erscheinenden
Kortex

Um zu untersuchen, inwieweit die Oligodendrozyten in demyelinisierten
kortikalen Lasionen im Vergleich zum normal erscheinenden Kortex reduziert
sind, wurde die Anzahl der Oligodendrozyten in myelinisierten und
demyelinisierten tieferen kortikalen Schichten mit zwei unterschiedlichen

Antikorpern gegen Oligodendrozyten (anti-NogoA und anti-p25) quantifiziert.

4.2.1 Reduktion der p25-positiven Oligodendrozyten in
kortikalen Lasionen

Als nachstes erfolgte die Auszahlung p25-positiver Zellen. Auch diese wurde
jeweils in den demyelinisierten und normal erscheinenden, myelinisierten,
tiefen, kortikalen Schichten der neun Schnittpraparate durchgefihrt, die von
jeweils unterschiedlichen Versuchstieren stammten. Um demyelinisierte und
myelinisierte  Areale zu unterscheiden, wurden doppeltgefarbte
Schnittpraparate verwendet, die sowohl fiur Myelin (MBP) als auch
Oligodendrozyten (p25) markiert wurden. Der Fall 4 konnte nicht ausgewertet
werden, da die Farbung mit p25 auf diesem Fall nicht etabliert werden
konnte. In allen demyelinisierten Arealen waren bei der Auswertung weiterhin
p25- positive Zellen zu erkennen. Die Dichte an p25-positiven Zellen
innerhalb der L&sionen erschien im Vergleich zum normal myelinisierten

Kortex jedoch reduziert (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Immunhistochemische Farbung p25-positiver Oligodendro-

zyten im normal erscheinenden Kortex und in intrakortikalen Lasionen.

Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen p25-positive Oligodendrozyten

(braun) und MBP (blau) zum Nachweis von kortikalen Lasionen und normal

erscheinendem bemarkten Kortex.

Normal erscheinender Kortex

Ubersicht 40fache VergroRerung

thehend nomal erscheinender Kortex des
Mammoset. Zu sehen sind die Schichten|-VI des
Kortex, sowie Anteile der weillen Substanz (WS)
und tief gelegene Anteile einer kortikalen

Lasion (L). Das mit dem Antikorper gegen MBP
gefarbte Myelin erscheint blau-grau und ist

gleichmaBig vorhanden.

Kortikale Lasion

Ubersicht 40fache VergroBerung

Zu gehen ist eine kortikale Lasion mit Ubergang
in hohere kortikale Schichten. Zu sehen sind in
der Lasion gelegene Gefalle (*). Die Lasion weist
eine erhohte Dichte an entzandlich
erscheinenden Zellinfiltraten auf (Pfeil).

Die gestrichelte Linie markiert den
ausgewerteten und vergroflerten Bereich der
kortikalen Lasion.

In der Detailansicht von Schicht V-Vl ist eine
regelmagBige Struktur des blau-grau
erscheinenden Myelins zu erkennen. Die
Oligodendrozyten sind durch eine braune
Ring- und Halbringstruktur gekennzeichnet.
Entzindliche Infiltrate fehlen.
Oligodendrozyten ——

Makrophagen —

Detailansichtder kortikalen Lasion. Es sind

viele schaumzellartige Makrophagen mit
blauen, inkorpornierten Myelinabbauprodukten
zu sehen. Die Anzahl der Oligodendrozyten
ist deutlich vermindert.

Die regelmaBige Myelinstruktur fehit.
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Im normal erscheinenden Kortex dieser Préparate konnten im Durchschnitt
pro mm? 204 + 26 p25-positive Zellen nachgewiesen werden. In den
vorhandenen Lasionen derselben Praparate liel3en sich 119 + 31 Zellen pro
mm? erkennen und damit zeigte sich eine Reduktion der p25-positiven Zellen
von 42%. Mit einem p-Wert von < 0,001 zeigte diese Untersuchung eine

statistische Signifikanz (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Reduktion p25-positiver Oligodendrozyten in kortikalen

Lasionen
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Die Dichte der p25-positiven Zellen ist in kortikalen Lasionen (119 + 31 Zellen pro mm?) im
Vergleich zum normal erscheinenden Kortex (204 £+ 26 Zellen pro mmz) signifikant reduziert
(p< 0,001).
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4.2.2 Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten in

kortikalen Lasionen

Zunachst erfolgte die Auszahlung der NogoA-positiven Zellen. Diese wurde
jeweils in den demyelinisierten und normal erscheinenden, myelinisierten,
tiefen, kortikalen Schichten der neun Schnittpraparate durchgefiihrt, die von
jeweils unterschiedlichen Versuchstieren stammten. Um demyelinisierte und
myelinisierte  Areale zu unterscheiden, wurden doppeltgefarbte
Schnittpraparate verwendet, die sowohl fur Myelin (MBP) als auch
Oligodendrozyten (NogoA) markiert wurden.

Bei der Auswertung der Schnittpraparate waren in allen demyelinisierten
Arealen weiterhin NogoA-positive Zellen zu erkennen, wobei die Dichte an
NogoA-positiven Zellen in den L&asionen im Vergleich zum myelinisierten

Kortex vermindert erschien (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Immunhistochemische Farbung NogoA-positiver Oligodendro-
zyten im normal erscheinenden Kortex und in intrakortikalen Lasionen.
Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen NogoA-positive Oligodendrozyten
(braun) und MBP (blau) zum Nachweis von kortikalen Lasionen und normal
erscheinendem bemarkten Kortex.
Normal erscheinender
Kortex Kortikale Lasion

Detailansicht 200fache Vergrolerung Detailansicht 200fache Vergrolerung

g T L

Detailansicht der kortikalen Lasion. Zu

In der Detailansicht von Schicht V-VI ist eine

regelmaRige, blaue Myelinstrukturzu sehen sind schaumzellartige Makrophagen
erkennen. Oligodendrozyten sind durch mit blauen, inkorporierten

braune Ring- und Halbringstrukturen Myelinabbauprodukten, sowie eine deutlich
gekennzeichnet und zahlreich vorhanden. verminderte Anzahl an braunen
Entzandliche Infiltrate fehlen. Oligodendrozyten. Die regelmaBige, blaue
Oligodendrozyten —» Myelinstruktur fehit.

Makrophagen =
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Im normal erscheinenden Kortex zeigten sich 164 + 27 NogoA-positive
Zellen pro mm?. In kortikalen Lasionen lag diese Dichte bei 77 + 23 Zellen
pro mm?® Somit ergab sich hier eine quantitative Reduktion der
Oligodendrozytendichte von 53% im demyelinisierten Kortex. Mit einem p-
Wert von < 0,001 zeigte diese Untersuchung eine statistische Signifikanz
(siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Reduktion NogoA-positiver Zellen in kortikalen Lasionen
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Die Dichte der NogoA-positiven Zellen ist in kortikalen Lasionen (77 + 23 Zellen pro
mmz) im Vergleich zum normal erscheinenden Kortex (164 + 27 Zellen pro mmz)

signifikant reduziert (p < 0,001).

4.3 Erhdhter Quotient von p25-positiven zu NogoA-
positiven Oligodendrozyten in kortikalen Lasionen im
Vergleich zum myelinisierten Kortex

Um zu Uberprifen, ob das Verhaltnis von NogoA-positiven zu p25-positiven
Oligodendrozyten in Lasionen im Vergleich zum normal erscheinenden
Kortex verandert ist, wurden die Auszahlungen dieser Zellen miteinander
verglichen und ein Quotient von NogoA- zu p25-positiven Zellen gebildet.

Sowohl im demyelinisierten als auch im normal erscheinenden Kortex
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4 Ergebnisse

erschien die Dichte an p25-positiven Zellen gro3er als die NogoA-positiver
Zellen.

Beim Vergleich des Quotienten zeigte sich ein signifikant erhéhter Quotient
von p25- zu NogoA-positiven Zellen in der L&sion (1,54 + 1,4) im Vergleich
zum normal erscheinenden Kortex (1,24 + 0,97; p < 0,05) (siehe Abbildung
5). Das heil3t, in den Lasionen lagen noch mehr p25-positive Zellen im
Verhéltnis zu NogoA-positiven Zellen im Vergleich zum normal

erscheinenden Kortex vor.

Abbildung 5: Erhdhter Anteil p25-positiver Zellen pro NogoA-positiver Zellen

in kortikalen Lasionen
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Es zeigte sich ein signifikant erhdhter (p < 0,05) Quotient von p25- zu NogoA-
positiven Zellen in der Lasion (1,54 = 1,4) im Vergleich zum normal erscheinenden

Kortex (1,24 = 0,97).

4.4 Keine Assoziation zwischen Entziindungszellen
und Oligodendrozytendichte in kortikalen Lasionen

Um zu untersuchen, ob die Oligodendrozytendichte in kortikalen Lasionen
vom entzindlichen Infiltrat beeinflusst wird, wurde die Dichte von
Makrophagen mit inkorporierten MBP-positiven Abbauprodukten, CD3-
positiven T-Zellen, CD20-positiven B-Zellen und IgG-positiven Plasmazellen

bestimmt.
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In allen Lasionen lieRen sich Makrophagen mit inkorporierten, MBP-positiven
Myelinabbauprodukten nachweisen (siehe Abbildungen 1 und 3), somit
handelte es sich bei diesen Herden im weitesten Sinne um aktive Lasionen.
Allerdings variierte die Dichte der Makrophagen mit inkorporierten Myelin-
Abbauprodukten deutlich in den Lasionen der verschiedenen Tiere (d.h. 9
Zellen bis 283 Zellen pro mm?. Es konnte weder ein statistischer
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Makrophagen und der von NogoA-
positiven Zellen innerhalb kortikaler Lasionen (r = -0,183; p = 0,637), noch
ein Zusammenhang der Makrophagendichte mit der Dichte p25-positiver
Zellen innerhalb kortikaler Lasionen (r = 0,048; p = 0,911) nachgewiesen
werden.

Allerdings korrelierte die Dichte an T-Zellen sehr gut mit der Dichte der
Makrophagen (r = 0,75; p = 0,02). Fr die B-Zellen (r = 0,494; p = 0,177) und
die Plasmazellen (r = 0,475; p = 0,197) ergab sich keine Korrelation zu dem
Makrophageninfiltrat.

CD3- und CD20-positive Zellen befanden sich vorwiegend als perivaskulares
Infiltrat in geringer Zahl innerhalb kortikaler L&sionen (siehe Abbildungen 6
und 7). CD3-positive Zellen waren dabei etwas haufiger nachweisbar als
CD20-positive Zellen. In Lasionsanteilen fanden sich nur vereinzelt CD20-
positive Zellen. Entsprechend der nur sehr geringen Anzahl der CD20-
positiven Zellen innerhalb kortikaler L&sionen, waren IgG-positive
Plasmazellen in den meisten L&sionen nicht nachweisbar. Waren
Plasmazellen vorhanden, so handelte es sich meist um vereinzelte
perivaskulare Plasmazellen. Innerhalb des Parenchyms traten nur sehr

vereinzelt Plasmazellen auf.
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Abbildung 6: Immunhistochemische Farbung CD3-positiver T-Zellen
innerhalb einer kortikalen Lasion.

Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen CD3-positive T-Zellen (braun) und
MBP (blau) zum Nachweis CD3-positiver Zellen in der kortikalen L&sion.

Kortikale Lasion
in 200facher VergroBerung
>N vn\_‘d.‘_‘;_‘,.- .":‘f‘,\.'(‘ PO A3

In der Detailansicht kortikaler Lasionen finden sich regelmafiig
intraparenchymal gelegene Gruppierungen CD3-positiver
T-Lymphozyten. Diese sind als braun gefarbte Ringstrukturen zu
erkennen. Zusatzlich besteht ein dichtes Infiltrat von schaumzelligen

Makrophagen mit inkorporierten MBP-positiven Myelinabbauprodukten.

CD3-positive Lymphozyten ———
Makrophagen _—
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Abbildung 7: Immunhistochemische Farbung CD20-positiver B-Zellen im
normal erscheinenden Kortex und innerhalb einer kortikalen L&sion.
Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen CD20-positive B-Zellen (braun)
und MBP (blau) zum Nachweis von B-Zellen in der kortikalen Lasionen sowie
Detektion des normal erscheinenden Kortex.

Kortikale Lasion

Der markierte Bereich zeigt eine zum myelinisierten Kortex abgegrenzte, kortikale, myelinfreie
Lasion (L), in der vereinzelt CD20-positive B-Lymphozyten (Pfeil) sichtbar sind. Diese sind

durch eine goldbraune Ringstruktur charakterisiert.
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Die quantitativen Daten zeigen, dass es sich beim uUberwiegenden Teil der
Entziindungszellen um MBP-positive Makrophagen (160 + 121 pro mm?)
gefolgt von T-Zellen (71 + 71 pro mm?), B-Zellen (10 + 11 pro mm?) und
Plasmazellen (2 + 2 pro mm?) handelt (s. Abbildung 8).

Abbildung 8: Durchschnittliche Dichte der untersuchten Entziindungszellen

innerhalb der kortikalen L&sionen
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Die Dichte der T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen zeigte keine Korrelation
mit der Dichte der p25- bzw. NogoA-positiven Oligodendrozyten (s. Tabelle
9).

Tabelle 9: Spearman-Korrelationswerte der Oligodendrozytendichte mit der
Dichte der untersuchten Entziindungszellen

NogoA-positive P25-positive

Oligodendrozyten Oligodendrozyten
Makrophagen r=-0,183 r=0,048

p= 0,637 p=0,911
T-Zellen r=0,033 r=0,214

p =0,932 p =0,610
B-Zellen r=-0,092 r=-0,286

p =0,814 p =0,493
Plasmazellen r=-0,576 r=-0,252

p=0,104 p = 0,548

Die Tabelle gibt die Spearman-Korrelationswerte wieder.

Allerdings korrelierte eine hohere T-Zell-Dichte signifikant mit einer hheren
Dichte samtlicher untersuchter Entziindungszellen wie mit MBP-positiven
Makrophagen (r = 0,75; p = 0,02), B-Zellen (r = 0,711; p = 0,032) und
Plasmazellen (r = 0,695; p = 0,038).

4.5 Keine Assoziation zwischen Erkrankungsdauer
und kortikalen Entziindungszellen

Um zu Uberprifen, ob das Alter der Versuchstiere einen Einfluss auf die
Erkrankungsdauer hat, wurden diese Parameter einander gegenubergestellt.
Die neun Versuchstiere waren zwischen 29 und 59 Monaten (Mittelwert 42,3
Monate) alt. Mit 5 mannlichen und 4 weiblichen Tieren herrschte zudem ein
nahezu ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis. Die individuelle

Erkrankungsdauer der Tiere umfasste einen Zeitraum von 26-47 Tagen
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(Mittelwert 37,3 Tage). Das Alter der Versuchstiere korrelierte dabei positiv

mit der Erkrankungsdauer (r = 0,687; p < 0,05).

Um mogliche Einflisse der Erkrankungsdauer auf das entziindliche Infiltrat

zu untersuchen, wurde Uberpruft, ob die Dichte des entzindlichen Infiltrats

innerhalb kortikaler Lasionen von der Erkrankungsdauer der Versuchstiere

abhangig ist. Dabei zeigte sich, dass die Dichte keiner der untersuchten

Entzindungszellen von der Erkrankungsdauer der Versuchstiere beeinflusst

wird (s. Tabelle 10).

Tabelle 10: Spearman-Korrelationswerte der Erkrankungsdauer der

Versuchstiere mit der Dichte der untersuchten Entziindungszellen

Makrophagen | T-Zellen B-Zellen Plasmazellen
Erkrankungsdauer | r = -0,34 r=-0,042 |r=-0,089 |r=-0,103
p=0,931 p=0,914 p=0,82 p=0,792

54




5 Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Dichte der
Oligodendrozyten in kortikalen, demyelinisierten Lasionen im Vergleich zum
normal erscheinenden, myelinisierten Kortex in Marmosetten mit EAE
signifikant reduziert ist. Dieses Ergebnis konnte mit zwei verschiedenen
Antikorpern gegen Oligodendrozyten (anti-NogoA und anti-p25) bestatigt
werden. AulRerdem war ein erhohter Anteil p25-positiver im Vergleich zu
NogoA-positiven Zellen in kortikalen Lasionen nachweisbar. In den
kortikalen, demyelinisierten Lasionen gab es keine Assoziation zwischen der
Dichte der noch vorhandenen Oligodendrozyten und der Dichte der
Entziindungszellen (Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen). Bei
den Tieren korrelierte die Erkrankungsdauer zwar mit inrem Alter, aber nicht
mit der jeweiligen Dichte der Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen oder

Plasmazellen.

5.1 Reduzierte Dichte von Oligodendrozyten in
demyelinisierten kortikalen Lasionen

In der vorliegenden Arbeit konnte bei Marmosetten mit EAE eine signifikante
Reduktion der NogoA- und der p25-positiven Oligodendrozyten in kortikalen
Lasionen in den tiefen kortikalen Schichten im Vergleich zum normal
erscheinenden Kortex gezeigt werden. NogoA-positive Oligodendrozyten
waren um 53% und p25-positive Oligodendrozyten um 42% gegeniber dem
normal erscheinenden Kortex reduziert.

Es werden drei verschiedene Formen kortikaler Lasionen unterschieden.
Subpiale Lasionen (Typ-llI-Lasionen) sind am héaufigsten und machen etwa
50 % aller kortikalen Lasionen aus. Sie erstrecken sich von der kortikalen
Oberflache typischerweise bis in die kortikalen Schichten IlI-IV. Sie weisen
die geringste entzindliche Aktivitat auf (Peterson et al. 2001). 18% aller
kortikalen Lasionen sind sehr kleine intrakortikale Lasionen (Typ Il Lasionen),
die typischerweise perivaskular innerhalb des Neokortex liegen (Peterson et

al. 2001; Wegner et al. 2006). Bei einem Drittel der Lasionen handelt es sich

55



5 Diskussion

um leukokortikale Typ-I-Lasionen, die unmittelbar an subkortikale Lasionen
der weilRen Substanz angrenzen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die
Auswertung kortikaler Lasionen innerhalb der tiefen kortikalen Schichten, bei
denen es sich entweder um Typ-I- oder Typ-lI-Lasionen handelte. Subpiale

Typ-lll-Lasionen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht ausgewertet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in Einklang mit
Voruntersuchungen anderer Autoren, die ebenfalls einen Verlust von
Oligodendrozyten in kortikalen L&sionen bei Marmosetten mit EAE
beobachten konnten.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine 42-53%-ige Reduktion der
Oligodendrozyten in demyelinisierten Lasionen. Auch Merkler et al. wiesen
eine 50%ige Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten innerhalb
kortikaler Lasionen in Marmosetten mit MOG-induzierter EAE nach (Merkler
et al. 2006b). Deren Ergebnis ist vergleichbar mit der hier beobachteten
Reduktion von 53%. Dort erfolgte die Quantifizierung der NogoA-positiven
Oligodendrozyten in den Schichten IlI-V des Kortex, also auch in hdher
gelegenen kortikalen Anteilen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
aulBerdem untersucht, ob die Reduktion der Oligodendrozyten durch die
Zusammensetzung der Entziindungszellen beeinflusst wird. In der Arbeit von
Merkler et al. wurde der Fokus hingegen auf die Entwicklung der Lasionen in
Abhangigkeit der Zeit gelegt.

Wahrend in der vorliegenden Arbeit eine Reduktion NogoA-positiver
Oligodendrozyten von 53% und p25-positiver Oligodendrozyten von 42%
beobachtet wurde, zeigte sich bei in einer Arbeit von Pomeroy et al.
hingegen eine geringgradigere Reduktion der Oligodendrozytenzahl um 33%
innerhalb demyelinisierter, leukokortikaler Lasionen (Pomeroy et al. 2010).
Auch bei Pomeroy et al. erfolgte die Auswertung der Oligodendrozytendichte
in den in den tiefen kortikalen Schichten.

Drei Faktoren kommen prinzipiell fir den geringeren oligodendroglialen
Verlust bei Pomeroy et al. (-33%) im Vergleich zur vorliegenden Arbeit (bis
zu -53%) in Betracht:

Erstens wurden bei Pomeroy et al. ausschliel3lich leukokortikale Lasionen

untersucht. Da leukokortikale und intrakortikale Lasionen teilweise flieRend
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ineinander dbergingen, wurde in der vorliegenden Arbeit keine strikte
Unterscheidung dieser beiden Lasionen vorgenommen. Folglich erfolgte die
Untersuchung in der vorliegenden Arbeit an leukokortikalen und
intrakortikalen L&sionen.

Zweitens konnte der in der vorliegenden Arbeit ausgepragtere Verlust der
Oligodendrozyten auf die Verwendung anderer Antikérper gegen
Oligodendrozyten zurtckzufihren sein. In der Studie von Pomeroy et al.
wurde der Antikorper anti-CA2 verwendet, wahrend in der hier vorliegenden
Arbeit die Antikbrper NogoA und p25 eingesetzt wurden.

Drittens quantifizierten Pomeroy et al. die Oligodendrozyten nach einer
anderen Methode. In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte eine manuelle
Auszahlung der Oligodendrozyten anhand festgelegter Kriterien zur
Identifizierung der Zellen. Pomeroy et al. quantifizierten die Oligodendrozyten
hingegen mit Hilfe einer computerassistierten, semi-automatischen Methode
anhand des Farbsignals (Pomeroy et al. 2010).

AulRerdem gab es zwischen den beiden Arbeiten Unterschiede beziglich der
Vergleichsstruktur des normal erscheinenden Kortex. Wahrend bei Pomeroy
et al. jede Lasion mit einem identischen Kortexareal eines nicht an EAE
erkrankten Tieres verglichen wurde, erfolgte in dieser Arbeit ein Vergleich mit
einem normal erscheinenden Kortexareal desselben Tieres (Pomeroy et al.
2010).

Die minimale Erkrankungsdauer der Versuchstiere war ahnlich in der Arbeit
von Pomeroy et al. (26-70 Tage) und der vorliegenden Arbeit (26-47 Tage).
Die meisten bisherigen Untersuchungen zu frilhen Lasionen bei der EAE
wurden an Lasionen der weil3en Substanz durchgeftihrt. Diese sind durch
eine deutlich groRere Menge an Oligodendrozyten und Myelin
gekennzeichnet. Dementsprechend kommt es hier zu einer deutlich
starkeren Auspragung der Entztndungsreaktion mit teils destruktiver
Komponente (Bo et al. 2003a; Merkler et al. 2006a). Voruntersuchungen an
Mausen zeigten durchschnittlich 1250 NogoA-positive Zellen/mm? in der
normal erscheinenden weil3en Substanz. Im Vergleich dazu zeigten sich bei
Mausen mit Experimenteller Autoimmuner Enzephalomyelitis 293 NogoA-
positive Zellen/mm? in Lasionen der weiRen Substanz (Kuhimann et al.

2007). Dies entspricht einer Reduktion der Zelldichte von 77% und zeigt
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damit einen deutlich ausgepréagteren Verlust der NogoA-positiven
Oligodendrozyten im Vergleich zu dem hier ermittelten Verlust von 53%
innerhalb kortikaler L&sionen. Die deutlich starkere Reduktion in Lasionen
der weillen Substanz konnte mit der starkeren Entzindungsreaktion und
ohnehin hoheren Dichte von Oligodendrozyten im Bereich der weil3en
Substanz begrindet sein. Die Ergebnisse von Kuhlmann et al. weisen
allerdings auch Parallelen zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit
auf. Denn in den tiefen kortikalen Schichten kommt es wie auch in der
weiflen Substanz zu einer entziindlichen Reaktion, die durch Invasion von
Entzindungszellen, Verlust von Oligodendrozyten und Zeichen friher
Remyelinisierung gekennzeichnet ist (Merkler et al. 2006c). In Vorarbeiten
konnte gezeigt werden, dass die bei der EAE nachgewiesenen
histologischen Merkmale verschiedener Lasionen Parallelen zu frihen
Lasionen bei der MS aufweisen. So zeigten sich sowohl bei MS (Peterson et
al. 2001) als auch bei der EAE in Marmosetten (Pomeroy et al. 2005)
ausgepragtere entzundliche Infiltrate in Lasionen der weil3en als in der
grauen Substanz sowie ein dominierender Anteil von T-Lymphozyten und
Makrophagen in den entztindlichen Infiltraten.

In einer Untersuchung von Goldschmidt et al. konnte gezeigt werden, dass
Lasionen von Patienten mit friher MS oft frihe Remyelinisierungsprozesse
aufweisen (Prineas et al. 1993; Goldschmidt et al. 2009).

Auch in anderen Arbeiten zur MS wurde Oligodendrozyten in geringer Zahl
innerhalb demyelinisierender Lasionen nachgewiesen (Raine et al. 1981;
Prineas et al. 1993). Diese geringe Oligodendrozytendichte kann Hinweise
darauf geben, dass bestimmte Populationen von Oligodendrozyten der
immunologischen Reaktion zundchst entgehen. Diese Zellen kdnnten somit
eine Gruppe von Oligodendrozyten darstellen, die zur Remyelinisierung von
frihen Lasionen fuhren kénnen. Anzeichen fur eine Remyelinisierung friher
MS-Lasionen im Sinne von nachweisbaren MBP-positiven Myelinstrukturen
konnten bereits in mehreren Untersuchungen gezeigt werden (Prineas et al.
1993; Goldschmidt et al. 2009). Mit Hilfe von Markern fir
Oligodendrozytenvorlauferzellen wie Olig2 oder Nkx2.2 konnten in diesen
Studien auch neu eingewanderte Oligodendrozytenvorlauferzellen in frihen,

humanen L&sionen dargestellt werden. Die Dichte dieser neu

58



5 Diskussion

eingewanderten Vorlauferzellen lasst dann Rickschlisse auf das
Regenerationspotenzial der entsprechenden L&sionen zu (Kuhlmann et al.
2008). In der hier vorliegenden Arbeit konnte diese Zellpopulation jedoch
nicht nachgewiesen werden, da der Marker Olig2 zur Markierung von
Oligodendrozytenvorlauferzellen auf dem vorhandenen Material nicht
etabliert werden konnte. Auch ergaben sich am vorliegenden Material keine
eindeutigen Hinweise auf eine Remyelinsierung.

Innerhalb chronischer MS-L&asionen nimmt mit dem Alter der L&sionen auch
die  Anzahl der  potenziell zur Remyelinisierung  fuhrenden
Oligodendrozytenvorlauferzellen ab. In spaten Stadien der Erkrankung sind
somit typischerweise zellarme, demyelinisierte Lasionen zu finden (Bruck et
al. 2003). Die Anzahl reifer Oligodendrozyten ist hierbei stark reduziert und
auch Oligodendrozytenvorlauferzellen sind kaum noch zu finden (Kuhlmann
et al. 2008).

5.2 Signifikant verandertes Verhaltnis von p25- zu
NogoA-positiven Zellen in Lasionen

Um zu uberprifen, ob das Verhéaltnis von NogoA-positiven zu p25-positiven
Oligodendrozyten in Lasionen im Vergleich zum normal erscheinenden
Kortex verandert ist, wurden die Auszahlungen dieser Zellen miteinander
verglichen und ein Quotient von p25- zu NogoA-positiven Zellen gebildet.
Beim Vergleich des Quotienten zeigte sich ein signifikant erhéhter Quotient
von p25- zu NogoA-positiven Zellen in den Lasionen (1,54 + 1,4) im
Vergleich zum normal erscheinenden Kortex (1,24 + 0,97) (p < 0,05).

NogoA wird vorwiegend von reifen, myelinproduzierenden Oligodendrozyten
exprimiert (Kuhlmann et al. 2007). Diese finden sich vor allem in der weil3en
Substanz. In der grauen Substanz sind sie ebenfalls in geringerer Menge zu
finden. In einer Studie konnten aufl3erdem zahlreiche NogoA-positive
Oligodendrozyten in remyelinisierenden, frihen MS-L&sionen der weil3en
Substanz nachgewiesen werden. In chronischen L&sionen waren hingegen
nur wenige zu finden (Kuhlmann et al. 2008). Parallel hierzu konnte in einer

anderen Studie gezeigt werden, dass es auch bei Mausen mit MOG-
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induzierter EAE im zeitlichen Verlauf zu einer deutlichen Reduktion NogoA-
positiver Oligodendrozyten kommt (Kuhlmann et al. 2007). Die Anzahl
NogoA-positiver Oligodendrozyten scheint demnach mit zunehmendem Alter
der Lasionen bzw. dem Fortschreiten der Erkrankung abzunehmen. Eine
kirzlich durchgefuhrte Studie zeigte, dass durch das Ausschalten von NogoA
mit Hilfe von siRNA eine funktionelle Wiederherstellung sowie axonale
Reparationsprozesse und Wachstum bei Mausen mit MOG35-55 Peptid
induzierter EAE initiiert werden kénnen (Yang et al. 2010). Somit kénnten
weitere Untersuchungen zur Unterdriickung des NogoA-Proteins im ZNS
einen wertvollen Beitrag zur Erforschung zentraler Reparationsprozesse bei
neurodegenerativen Erkrankungen leisten. In Mausen ist NogoA neben der
Expression in Oligodendrozyten auch als negativer Regulator an der
Inhibition des Wachstums von Nervenfasern und der synaptischen Plastizitat
beteiligt (Delekate et al. 2011).

Bei p25 handelt es sich um ein Protein, das Bestandteil des zerebralen
Tubulins ist. In vitro fordert es die Polymerisation von Tubulin und inhibiert
den mitotischen Spindelapparat (Lindersson et al. 2005). Es ist hauptséchlich
in Oligodendrozyten lokalisiert und spielt eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung der Vorlauferzellen zu myelinisierenden oligodendroglialen
Zellen (Skjoerringe et al. 2006). AuRBerdem wird vermutet, dass es als
Bestandteil des basischen Myelinproteins durch Interaktion mit Tubulin die
Myelinisierung selbst fordert.

Neben p25-positiven Oligodendrozyten wurden in dieser Arbeit auch NogoA-
positive Oligodendrozyten untersucht. Diese waren sowohl im normal
erscheinenden Kortex als auch innerhalb kortikaler Lasionen in einer
geringeren Menge vorhanden als p25-positive Oligodendrozyten. Bisher gibt
es nur wenige Daten zur Expression von NogoA bei demyelinisierenden
Tiermodellen wie der EAE (Kuhlmann et al. 2007). In einer Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass NogoA im humanen und im ZNS von Mausen
sowie in demyelinisierten ZNS-Arealen ein sehr sensitiver Marker zur
Darstellung von Oligodendrozyten ist. P25 ist ein zur Differenzierung von
Oligodendrozyten essentielles Protein. Es wird bereits in geringer
Konzentration von Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimiert und sein

Expressionslevel steigt mit zunehmender Ausreifung der oligodendroglialen
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Zellen (Lehotzky et al. 2010). NogoA-positiv sind hingegen eher reife oder
fast ausgereifte Oligodendrozyten. Somit wéare es denkbar, dass der
Antikdrper gegen p25 mehr reifende Oligodendrozyten als der Antikorper
gegen NogoA detektiert. Daflir sprache auch die geringere Zahl NogoA-

positiver Zellen im normal erscheinenden Kortex.

5.3 Kein Einfluss des zellularen Infiltrats auf die
Oligodendrozytendichte

Um zu untersuchen, ob die Oligodendrozytendichte in kortikalen Lasionen
vom entzundlichen Infiltrat beeinflusst wird, wurde die Dichte der
Makrophagen mit inkorporierten MBP-positiven Abbauprodukten, der CD3-
positiven T-Zellen, der CD20-positiven B-Zellen und der IgG-positiven
Plasmazellen bestimmt. Es konnte kein Einfluss der Dichte der Makrophagen
auf die Dichte der NogoA- bzw. p25-positiven Zellen innerhalb kortikaler
Lasionen nachgewiesen werden. Allerdings korrelierte eine hohere T-Zell-
Dichte signifikant mit einer hoheren Dichte samtlicher untersuchter
infiltrierender Zellen wie mit der Dichte der MBP-positiven Makrophagen, der
B-Zellen und der Plasmazellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden kortikale Lasionen bei Marmosetten mit
EAE zur Untersuchung herangezogen. Der Vorteil dieses Tiermodells
besteht darin, dass vor allem Lasionen in frihen L&sionsstadien untersucht
werden konnen. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei humanem
Autopsiematerial meist um chronische MS-Lasionen. Akute MS-Lasionen
sind dort hingegen kaum vorhanden. In verschiedenen Studien konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass die L&sionen bei Marmosetten mit EAE
starke Ahnlichkeiten zur MS aufweisen (Genain und Hauser 2001). Diese
betreffen sowohl die Morphologie der Lasionen, als auch die
Zusammensetzung des entzlundlichen Zellinfiltrats (Pomeroy et al. 2005). Die
EAE in Marmosetten ahnelt der MS von allen vorhandenen Tiermodellen am
meisten und ist daher gut geeignet, um Hinweise fur die Pathogenese friher
MS-Lasionen zu liefern.

Da es sich bei der EAE um eine uberwiegend T-Zell-vermittelte Erkrankung
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handelt, deckt sich die Beobachtung einer positiven Korrelation der T-
Zelldichte mit den tbrigen Zellen des entztindlichen Infiltrats mit dem bereits
bekannten Pathomechanismus dieses Tiermodells. Auch in einer anderen
Untersuchung konnte bereits gezeigt werden, dass CD3-positive T-Zellen
neben Makrophagen einen grofR3en zellularen Anteil des entzindlichen
Infiltrats bilden (Pomeroy et al. 2005). In einer weiteren Untersuchung zur
Analyse des entzindlichen Infiltrats in Marmosetten mit EAE konnte
ebenfalls nachgewiesen werden, dass CD3-positive T-Zellen sowie MRP-14-
positive Makrophagen den grof3ten Anteil des entzindlichen Infiltrats
innerhalb der weil3en Substanz und kortikaler Lasionen bilden (Merkler et al.
2006a).

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei den 9 Versuchstieren
durchschnittlich 71 + 71 CD3-positive T-Zellen pro mm?. In der Arbeit von
Merkler et al. wurden nur 3 Marmosetten mit EAE untersucht. Dabei zeigte
sich innerhalb Kkortikaler Lasionen eine sehr &hnliche T-Zelldichte von
durchschnittlich 77 CD3-positiven T-Zellen pro mm?.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich durchschnittlich 160 + 121 MBP-
positive Makrophagen pro mm? in kortikalen Lasionen. Merkler et al. sahen in
den drei untersuchten Tieren eine durchschnittliche Dichte von 426 MRP-14-
positiven Makrophagen pro mm?% MRP-14 markiert friih-aktivierte
Makrophagen. Der Grund fir die geringere Dichte der Makrophagen in der
vorliegenden Arbeit liegt am ehesten darin, dass die hier nachgewiesenen
Makrophagen mit inkorporierten MBP-positiven Abbauprodukten eine
Untergruppe frah-aktivierter MRP-14-positiver Makrophagen darstellen.
Zusammenfassend &hneln die vorliegenden Ergebnisse zu den
Entziindungszellen den Beobachtungen von Merkler et al.,, wobei beide
Arbeiten Uberwiegend Makrophagen und T-Zellen in den entzindlichen
Infiltraten nachwiesen. Auch bei der MS konnte in frihen aktiv-
demyelinisierenden L&asionen gezeigt werden, dass bei einem Grol3teil der
Patienten die Bildung von Lasionen in der weil3en Substanz T-Zell-vermittelt
stattfindet (Lucchinetti et al. 2000; Stadelmann et al. 2005).
Zusammenfassend bestétigt die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene
Korrelation der T-Zelldichte mit anderen entzindlichen Zellen in kortikalen

Lasionen bei Marmosetten mit EAE, dass es sich bei der Pathogenese
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kortikaler Lasionen in den tiefen kortikalen Schichten also ebenfalls um eine
T-Zell-vermittelte Reaktion handelt.

Die Dichte CD20-positiver B-Zellen und aktivierter Plasmazellen war auch in
anderen Arbeiten nur gering (Merkler et al. 2006c). Diese waren, wie auch in
dieser Arbeit, vorwiegend perivaskular angeordnet. Zudem zeigte sich eine
Koexpression mit IgG und dem aktivierten Komplementfaktor C9neo, wobei
diese Veradnderungen auf eine Rolle von Antikdrpern und Komplement
hinweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich sehr wenige IgG-
positive Plasmazellen nachgewiesen.

Die vorliegenden Ergebnisse der charakterisierten Entzindungszellen in
kortikalen Lasionen sind in Einklang mit einer kirzlich veréffentlichen Studie
friher kortikaler MS-Lasionen (Lucchinetti et al. 2011). Darin konnte gezeigt
werden, dass kortikale Lasionen auch bei biopsierten Patienten mit friher
MS nachweisbar sind (Lucchinetti et al. 2011). In den kortikalen Lasionen
dieser frihen MS-Lasionen konnten ebenfalls CD3-positive T-Zellen und
Makrophagen bei 82% bzw. 66% der kortikalen Lasionen detektiert werden,
CD20-positive B-Zellen fanden sich hingegen nur in 27% der kortikalen
Lasionen und waren analog zu den Beobachtungen in der vorliegenden
Arbeit auch grof3tenteils perivaskular nachweisbar (Lucchinetti et al. 2011).
Oligodendrozyten waren auch in der Arbeit von Lucchinetti et al. innerhalb
frher kortikaler MS-L&sionen reduziert, wurden aber nicht quantitativ
untersucht.

Um weitere Erkenntnisse zur Pathogenese friher, kortikaler MS-Lasionen zu
erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit au3erdem untersucht, in wie weit
die Dichte der Oligodendrozyten mit der Dichte des entziindlichen Infiltrats
korrelierte. Hier ergab sich jedoch kein Hinweis fir eine Korrelation. Auch
korrelierte die Dichte der jeweiligen Entziindungszellen nicht mit der
Erkrankungsdauer der Versuchstiere.

Das Alter der Versuchstiere zeigte hingegen eine positive Korrelation mit der
Erkrankungsdauer (r = 0,687; p < 0,05). Dieser Effekt ist wahrscheinlich
darauf zurtickzufuhren, dass die Immunisierung der Versuchstiere nahezu im

selben Alter vorgenommen wurde.
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Histopathologische Untersuchungen der MS sind meist dadurch limitiert,
dass Autopsiegewebe in der Regel von Patienten im chronischen Stadium
der Erkrankung stammt. Daher liegen bisher nur wenige Ergebnisse tber die
Oligodendrozytenpathologie in frihen kortikalen Lasionen bei Patienten mit
MS vor. Die bisherigen Erkenntnisse zur Pathogenese der MS in frihen
Stadien beruhen im Wesentlichen auf dem Tiermodell der Experimentellen
Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). Im Gegensatz zur EAE bei
Nagetieren &hnelt das Verteilungsmuster der EAE bei Callithrix-jacchus-
Marmosetten dem der MS. Bei beiden Erkrankungen lassen sich kortikale
L&asionen nachweisen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Oligodendrozytenpathologie in frihen, kortikalen Lasionen im EAE-
Marmoset-Tiermodell. Hierzu wurde Hirngewebe von 9 Marmosetten mit
EAE untersucht. Auf immunhistochemischen Farbungen mit dem Antikorper
gegen Myelin-Basisches Protein (MBP) wurden die demyelinisierten Areale
und die Anteile von normal erscheinendem Kortex fir die Auswertungen
identifiziert. Die Dichte der p25- bzw. NogoA-positiven Oligodendrozyten
wurde in den tiefen kortikalen Schichten im demyelinisierten und normal
erscheinenden Kortex bestimmt. Des Weiteren wurde die Dichte
myelinphagozytierender Makrophagen, CD3-positiver T-Zellen, CD20-
positiver B-Zellen und IgG-positiver Plasmazellen in den Lasionen bestimmt,
um zu testen, ob diese Entziindungszellen die Dichte der Oligodendrozyten
in den L&asionen beeinflussen.

Die Dichte der Oligodendrozyten war in den L&sionen in den tiefen kortikalen
Schichten im Vergleich zum normal erscheinenden Kortex signifikant
reduziert. Die NogoA-positiven Zellen waren in den Lasionen um 53%
vermindert (77 + 23 Zellen pro mm?) verglichen zum umgebenden
myelinisierten Kortex (164 + 27 Zellen; p < 0,001). Mit dem Antikorper gegen
p25 zeigte sich ebenfalls eine signifikante Reduktion der Oligodendrozyten
um 42% in den demyelinisierten tiefen kortikalen Schichten im Vergleich zum

normal erscheinenden Kortex (119 + 31 Zellen pro mm? im Vergleich zu 204
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+ 26 Zellen pro mm?; p < 0,001). Der Quotient von p25- zu NogoA-positiven
Oligodendrozyten war in den Lasionen (1,54 + 1,4) im Vergleich zum normal
erscheinenden Kortex (1,24 + 0,97; p < 0,05) signifikant erhoht.

Die quantitative Auswertung der Entziindungszellen in den L&sionen ergab,
dass es sich beim Uberwiegenden Teil der infiltrierenden Zellen um
myelinphagozytierende Makrophagen (160 + 121 promm?) gefolgt von T-
Zellen (71 + 71 pro mm?), B-Zellen (10 + 11 pro mm?) und Plasmazellen

(2 £ 2 pro mm?) handelte. In den Lasionen gab es keine Korrelation zwischen
der Dichte der Entziindungszellen (Myelinphagozytierende Makrophagen, T-
Zellen und B-Zellen) und der Dichte der p25- bzw. NogoA-positiven
Oligodendrozyten. Allerdings korrelierte eine hohere T-Zell-Dichte signifikant
mit einer hoheren Dichte samtlicher untersuchter Entzindungszellen
(Myelinphagozytierende Makrophagen: r = 0,75; p = 0,02, B-Zellen: r =
0,711; p = 0,032, Plasmazellen: r = 0,695; p = 0,038).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine signifikante
Reduktion NogoA- und p25-positiver Oligodendrozyten in den
demyelinisierten tiefen kortikalen Schichten im Vergleich zum normal
erscheinenden Kortex. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
oligodendrogliale Dichte bereits frih in den demyelinisierten tiefen kortikalen
Schichten stark reduziert ist. Der Myelin- und Oligodendrozytenverlust wird
am ehesten durch die T-Zell-vermittelte Antikdrper/Komplement-Reaktion in
diesem Tiermodell verursacht. Auch bei der MS kommt es zum Verlust der
Oligodendrozyten in demyelinisierten Lasionen der weil3en Substanz. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es bei Marmosetten mit
EAE Dbereits in einem frihen Krankheitsstadium zum Verlust kortikaler
Oligodendrozyten in demyelinisierten kortikalen L&sionen kommt. Da die
EAE in Marmosetten das Tiermodell mit der groRten Ahnlichkeit zur
humanen Erkrankung MS ist, legen diese Ergebnisse nahe, dass es auch in
frihen kortikalen MS-Lasionen zur oligodendroglialen Schadigung kommit.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Pathogenese der
kortikalen Entmarkung besser zu verstehen und therapeutische Ansatze zu

entwickeln.
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