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1. Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche, demyelinisierende Erkrankung
des Zentralen Nervensystems (ZNS). In Deutschland waren im Jahr 2000 etwa 120.000
Menschen an MS erkrankt (Hein und Hopfenmuller 2000). In westlichen Landern ist MS der
haufigste Grund fiir eine neurologische Behinderung im jiingeren Erwachsenenalter (Courtney
et al. 2009). MS weist eine grof3e klinische, bildgebende und pathologische Heterogenitit auf
(Wiendl et al. 2006). Frauen erkranken mindestens doppelt so hidufig wie Manner (Orton et al.
2006; Alonso und Hernan 2008).

Da grundsétzlich alle Teile des ZNS betroffen sein konnen (Lublin 2004), ist das klinische
Bild der Erkrankung sehr vielfdltig. Symptome entstehen, wenn die Nervenleitung durch die
Demyelinisierung blockiert wird (McDonald und Sears 1970) bzw. wenn es zu axonalem
Verlust kommt. Die Initialsymptome bei jliingeren Patienten bestehen meist aus sensorischen
Stérungen oder Sehstorungen durch eine Retrobulbérneuritis; bei dlteren Patienten beginnt die
Erkrankung hiufig mit motorischen Beeintrachtigungen (Weinshenker et al. 1989). Typische
Symptome sind weiterhin ein Auftreten von Doppelbildern und Schwindel (bei
Hirnstammbeteiligung), Gleichgewichts- (bei Kleinhirnbeteiligung) und Blasenstdrungen
(moglich bei Hirn- und Riickenmarksbeteiligung) (Compston und Coles 2002; Del Popolo et
al. 2008). Uber diese Symptome hinaus leiden viele Patienten an kognitiven und psychischen
Beeintrachtigungen (Jose Sa 2008; Smestad et al. 2009). Hierfiir werden sowohl Lésionen der

grauen als auch der weilen Substanz verantwortlich gemacht (Sanfilipo et al. 2006).

MS beginnt typischerweise um das 30. Lebensjahr (L)), kann in seltenen Fillen aber auch vor
dem 15. und nach dem 50. Lj auftreten (Prineas et al. 2002). Der klinische Verlauf eines
individuellen Patienten ist nicht vorhersagbar (Vukusic und Confavreux 2007). Er bewegt
sich zwischen den seltenen Extremen: Tod innerhalb weniger Monate und komplett
asymptomatischen Verldufen. Einigen Faktoren wird jedoch ein prognostischer Wert
zugeschrieben. Fiir eine gute Prognose sprechen z.B. weibliches Geschlecht und das
Uberwiegen sensorischer Symptome, fiir eine schlechte Prognose hingegen minnliches
Geschlecht und das frithe Uberwiegen motorischer Symptome (Noseworthy et al. 2000). Auch
der Verlaufsform wird ein prognostischer Wert beigemessen (s.u.). Durchschnittlich sind 50%
der unbehandelten Patienten 15 Jahre nach Diagnosestellung auf eine Gehhilfe angewiesen

(Weinshenker et al. 1989).
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Es werden verschiedene klinische Verlaufsformen unterschieden. Am gebrauchlichsten ist die
Einteilung nach Lublin und Reingold (Lublin und Reingold 1996). Die wissenschaftlich und
klinisch relevanten Verldufe sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Der progrediente Verlauf
(PPMS und SPMS) ist im Vergleich zum schubformigen mit einer rascheren Zunahme an
Behinderung und damit einer schlechteren Prognose assoziiert (Runmarker und Andersen

1993).

Anteil der
Definition MS- Graphische Darstellung
Patienten
Schubférmig Wiederkehrende 85-90%,
(RRMS) Schibe mit kannin Be-
hinder-
vollstandiger oder SPMS ungt
unvollstandiger Ubergehen
Remission, freies
Intervall zwischen Zeit
Schiiben
Be-
hinder-
ung
Zeit
Primar- Progredientes 10%
progredient Fortschreiten der Be-
hinder-
PPMS Erkrank
( ) rkrankung von ung
Beginn an,
gelegentliche
Plateaus und Zeit
geringe Besserung
moglich
Be-
hinder-
ung™

Zeit
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Sekundar- Schubférmiger Etwa 50%
progredient Verlauf, derin einen  der RRMS Be-
(SPMS) progredienten gehenin hinder-
ung™
Ubergeht SPMS Uber
Gelegentliche
Schibe und geringe Zeit
Besserung moglich
Be-
hinder-
ung™

Zeit

Tabelle 1:
Die verschiedenen MS-Verlaufsformen nach Lublin und Reingold (1996), S. 908-10.

Die Diagnose ,,schubformige MS*“ (RRMS) kann rein klinisch gestellt werden. Gefordert
werden eine rdumliche und eine zeitliche Dissemination, d.h. der Nachweis, dass mindestens
zweli verschiedene Bereiche des ZNS zu verschiedenen Zeiten betroffen waren. Paraklinische
Befunde, die durch elektrophysiologische Untersuchungen, durch Liquoranalyse oder den
Einsatz der Magnetresonanztomographie (MRT) erhoben werden, konnen die rdumliche bzw.
die zeitliche Dissemination ersetzen (Polman et al. 2005). Auf diese Weise ist ein Abwarten
eines ndchsten klinischen Schubes hédufig nicht mehr nétig. Eine friihe Diagnose erscheint
deshalb wichtig, da es Hinweise gibt, dass eine frith begonnene Therapie den Verlauf der
Krankheit positiv beeinflusst (Tintoré 2008). Die Diagnosen PPMS bzw. SPMS werden durch
den klinischen Verlauf und zusétzliche paraklinische Befunde gestellt (Polman et al. 2005).

In der MS-Therapie kann trotz groBer Fortschritte in den letzten Jahrzehnten bislang kein
Medikament das Fortschreiten der Krankheit zum Stillstand bringen (Weiner 2009). Als
besonders schwer zu beeinflussen haben sich die progredienten Verldufe erwiesen (Hohlfeld
und Wekerle 2004; Weiner 2009). Hormonpraparate werden derzeit in der MS-Therapie nicht

eingesetzt.

1.1.1 Histologie und Pathogenese

Demyelinisierung, relative Schonung von Axonen, Entziindung, astrogliale Vernarbung und
variable Remyelinisierung (s. 1.1.3) sind typische Kennzeichen einer MS-Lésion (Prineas et

al. 2002). Die Léasionen treten multifokal auf und sind gehduft in den Nervi optici, der
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periventrikuldren weillen Substanz, im Hirnstamm, Kleinhirn und der weillen Substanz des
Riickenmarks zu finden (Noseworthy et al. 2000). Sie sind iiberwiegend perivends gelegen
und messen einige Millimeter bis einige Zentimeter im Durchmesser (Adams und Kubik
1952). In 2/3 der Félle sind GroBhirn, Riickenmark und Nervi optici dhnlich stark betroffen,
mit Auslassung einer dieser Regionen in weniger als 15 % der Fille (Ikuta und Zimmerman
1976). Der GroBteil (40 %) der zerebralen Lésionen befindet sich in der periventrikuldren
weillen Substanz (Brownell und Hughes 1962). Hierzu zéhlt auch das Corpus callosum (C.c.),
das eine Nervenfaserverbindung zwischen den beiden Hemisphiren darstellt und in dieser
Arbeit vielfach Fokus der Untersuchung ist. Lésionen der kortikalen grauen Substanz wurden
traditionell als selten eingestuft (Charcot 1886; Adams und Kubik 1952), sind aber bei
Patienten mit langjdhriger MS (Verlaufsform unberiicksichtigt) in 90 % vorhanden (Wegner
und Stadelmann 2009). Insbesondere bei progredienten Verldufen (Miller et al. 2002;
Kutzelnigg et al. 2005) - PPMS und SPMS - koénnen auBlerhalb der Lésionen, in der
sogenannten ,,normal erscheinenden weillen Substanz® (NAWM), diffuse axonale Schiden
und Mikrogliaaktivierung beobachtet werden (Kutzelnigg et al. 2005). Diese scheinen im C.c.

besonders ausgeprigt zu sein (Evangelou et al. 2000).

Chronische Lésionen sind haufig komplett demyelinisert, frei von entziindlicher Aktivitit und
frei von Oligodendrozyten (Prineas 2002, zu Oligodendrozyten s. 1.2). Aktiv
demyelinisierende Lésionen stellen sich dagegen heterogener dar; sie sind gekennzeichnet
durch Myelinphagozytose (Briick et al. 1995), variablen Oligodendrozytenverlust (Briick et
al. 1994) und ein perivaskuldres und intraldsionelles entziindliches Infiltrat, das von T-
Lymphozyten und Mikroglia/Makrophagen dominiert wird, aber auch B-Zellen und Plasma-
Zellen beinhaltet (Noseworthy et al. 2000). Neuere immunpathologische Erkenntnisse, die an
aktiv demyelinisierenden MS-Lésionen zustande kamen, unterstreichen die Vorstellung einer
pathogenetischen Heterogenitidt von MS (Lucchinetti et al. 2000). Lucchinetti und Kollegen
unterscheiden vier histologische Typen von MS-Lisionen (s. Tab. 2). Den vier Typen ist
gemeinsam, dass sie ein entziindliches Infiltrat von T-Lymphozyten und Makrophagen
aufweisen. Unterscheiden kann man sie unter anderem hinsichtlich des vermuteten
Mechanismus und der Hohe des Oligodendrozytenverlusts, sowie beziiglich des Nachweises
von aktiviertem Komplement und Immunglobulinen. Fiir die nach den Typ-II-Lésionen am
zweithdufigsten auftretenden Typ-III-Lésionen nehmen die Autoren eine primére Schiadigung
der Oligodendrozyten an, verursacht moglicherweise durch ein noch unbekanntes Virus oder

Toxin. Auch fiir Typ IV, der bisher nur bei PPMS zu beobachten war, wird eine primare
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Schéadigung der Oligodendrozten diskutiert. Fiir die Typen I-III ergab sich keine eindeutige

Korrelation mit einem bestimmten klinischen Verlauf.

0G (Zellen / mm?) Besonderheit Vermuteter Pathomechanismus
Typl 295+73 Komplement, IgG - T-Zellen/ Makrophagen
Typ Il 249 + 30 Komplement, I1gG +++ Antikorper vermittelt
Typ Il 51+24 Apoptotische OG: 14-37% Primare OG-Schadigung
Typ IV 55+55 OG-Verlust, keine Apoptose Primare OG-Schadigung

Tabelle 2:
Vier Typen der MS-Histologie nach Lucchinetti et al. (2000), S. 709, OG = Oligodendrozyten.

Eine alternative Erklarung fiir die histologische Heterogenitit bei MS wire, dass es sich bei
den vier Lasionstypen um verschiedene Stadien der gleichen Krankheit handelt (Barnett und
Prineas 2004). Barnett und Prineas verstehen die primdre Oligodendrozytenschiadigung der
Typ-I1lI-Lasionen als das initiale Ereignis der  Krankheitsentstehung.  Die
»Neurodegenerationshypothese geht hierbei von einem intrinsischen Schaden der
Oligodendrozyten aus, der zu oligodendroglialem Zelltod und durch die Beseitigung des
Zelldetritus zu einer Entziindungsreaktion und Autoimmunisierung fiihrt (Trapp 2004; Prat
und Antel 2005). In deren Folge erst entstiinden dann die typischen MS-Lisionen. Das
entziindliche Infiltrat wére entsprechend Folge und nicht Ursache der priméren
Demyelinisierung (Barnett et al. 2006), konnte aber im Verlauf die Krankheit weiter

unterhalten (Barnett und Sutton 2006).

1.1.2 Geschlechtsunterschiede

Das Geschlecht hat einen groflen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit an MS zu erkranken.
Frauen erkranken mindestens doppelt so hdufig wie Manner, wobei die Inzidenz fiir Frauen in
den letzten Jahrzehnten im Gegensatz zu derjenigen fiir Ménner noch zugenommen hat (Orton
et al. 2006; Alonso und Hernan 2008). Beriicksichtigt man die verschiedenen Verlaufsformen,
so findet man, dass bei schubférmigem Verlauf die Inzidenz fiir Frauen bis zu 3,5mal iiber
derjenigen fiir Ménner liegt (Noseworthy et al. 2000). An der prognostisch ungiinstigeren
PPMS erkranken dagegen Méanner haufiger als Frauen (Weinshenker et al. 1991; Runmarker
und Andersen 1993). Doch scheint das ménnliche Geschlecht auch unabhidngig von der

Verlaufsform ein prognostisch negativer Faktor zu sein (Weinshenker et al. 1991; Confavreux
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und Vukusic 2006). Zu geschlechtsabhingigen Unterschieden beziiglich der MS-Histologie
liegen nur wenige Studien vor. Kuhlmann und Kollegen (Kuhlmann et al. 2009) konnten
keine Geschlechtsunterschiede in der Zusammensetzung oder im Ausmall der
Entziindungsreaktion frither MS-Lidsionen feststellen. Auch das Ausmall der kortikalen
Beteiligung war zwischen den Geschlechtern nicht unterschiedlich. Nur hinsichtlich des
axonalen Schadens innerhalb der NAWM scheinen Ménner stirker betroffen zu sein als
Frauen (Ganter et al. 1999). Geschlechtsunterschiede bei gesunden Gehirnen sind hingegen
schon ldanger bekannt. Fiir MS am relevantesten scheint zu sein, dass mannliche Gehirne bei
einem etwa 10% grofleren Volumen (Goldstein et al. 2001) proportional iiber weniger graue
und mehr weile Substanz verfiigen als weibliche (Filipek et al. 1994; Goldstein et al. 2001).
Bei gesunden Ratten und Maéusen konnte Tlberdies gezeigt werden, dass die
Oligodendrozytendichte im Corpus callosum, dem Fornix und in der weillen Substanz des
Riickenmarks bei ménnlichen Tieren um 20-40% hoher liegt als bei weiblichen (Cerghet et al.
2006). Dies wurde in Zusammenhang gebracht mit einer kiirzeren Lebensdauer von
weiblichen Oligodendrozyten, auf die vermehrter Zelltod und erhohter Zellumsatz von
weiblichen vs. ménnlichen Oligodendrozyten hinweisen (Cerghet et al. 2006). Beim
Menschen stehen derartige Untersuchungen noch aus, wobei analoge Ergebnisse die hohere

Suszeptibilitdt von Frauen fiir MS erhellen kdnnten.

1.1.3 Remyelinisierung

Die Remyelinisierung ist ein endogener Reparaturmechanismus, bei dem Oligodendrozyten
nach erfolgter Demyelinisierung neues Myelin bilden (s.a. 1.2). Auf diese Weise wird die
axonale elektrische Leitgeschwindigkeit erhoht (Smith et al. 1981), neurologische Funktionen
konnen wiederhergestellt (Liebetanz und Merkler 2006; Duncan et al. 2009) und der axonale
Verlust reduziert werden (Irvine und Blakemore 2008). Das neu gebildete Myelin ist jedoch
nicht identisch mit dem vorbestehenden Myelin. Es befindet sich meist am Léisionsrand
(Prineas und Connell 1979), ist diinner (Ludwin und Maitland 1984) und die Internodien sind
kiirzer (Prineas und Connell 1979). Aufgrund dieser morphologischen Unterschiede ist es von
vorbestehendem Myelin nach entsprechender Farbung lichtmikroskopisch unterscheidbar. In
Tiermodellen tritt die Remyelinisierung regelméfBig und nahezu vollstindig nach
traumatischer (Lasiene et al. 2008) und toxischer (Matsushima und Morell 2001; Blakemore
und Franklin 2008) Demyelinisierung auf. Bei Demyelinisierung durch MS ist die

Remyelinisierung hingegen stark eingeschrénkt. Die meisten chronischen MS-Lésionen sind
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nicht oder nur teilweise und nur in etwa 20% komplett remyelinisiert (Patrikios et al. 2006;
Patani et al. 2007; Goldschmidt et al. 2009). Bei frischen Léasionen ist die
Remyelinisierungsrate hingegen hoher (Prineas et al. 1993; Goldschmidt et al. 2009). Wir
konnten zeigen, dass 80,7% der neu aufgetretenen Lésionen Zeichen von Remyelinisierung
aufweisen, im Gegensatz zu nur 60% bei chronischen Lasionen (Goldschmidt et al. 2009).
Wie diese Abnahme der Remyelinisierungskapazitit im Krankheitsverlauf und das generelle
MS-spezifische Remyelinisierungsversagen zu erkldren sind, ist zum heutigen Zeitpunkt noch
unklar. Eine wichtige Rolle scheinen jedoch die sog. Oligodendrozytenvorldauferzellen (OPCs)
einzunehmen, die im gesamten ZNS zu finden sind (Dawson et al. 2000), doch in der grauen
Substanz héufiger (75 Zellen/'mm?) als in der weilen (46 Zellen'mm?) vorkommen
(Kuhlmann et al. 2008). Es wird davon ausgegangen, dass sie den Hauptursprung der
remyelinisierenden Oligodendrozyten darstellen (Scolding et al. 1998; Keirstead und
Blakemore 1999; Franklin und ffrench-Constant 2008). Die Differenzierung von OPCs in
myelinisierende Oligodendrozyten scheint bei MS gestort zu sein, denn auch in chronischen,
nicht remyelinisierenden Lésionen sind OPCs nachweisbar (Wolswijk 2002; Kuhlmann et al.
2008). Die Ursache dieses Differenzierungsblocks ist unklar. Generell sind die Faktoren, die

die Remyelinisierungskapazitét bei MS beeinflussen, nur unvollstindig verstanden.
1.2 Oligodendrozyten und oligodendrogliale Zelllinien (CG4-Zellen)

Oligodendrozyten sind neben Astrozyten die Hauptvertreter der Gruppe der Neuroglia, die
zusammen etwa 90% der ZNS-Zellen ausmachen. Adulte Oligodendrozyten haben einen
runden, chromatindichten Zellkern mit schmalem Zytoplasmasaum und messen ca. 8-10um
im Durchmesser (vgl. Abb. 1B). Ihre Hauptfunktion ist die Myelinisierung von Axonen. Die
Myelinscheiden werden mittels diinner Membranfortsdtze (~30/Zelle) gebildet, die sich
mehrfach um etwa 200um lange Axonsegmente winden und auf diese Weise die intraaxonale
elektrische Leitfahigkeit verbessern (Baumann und Pham-Dinh 2001). Die Dicke der

Myelinscheide ist hierbei proportional dem Axondurchmesser (Waxman und Sims 1984).

Im Laufe der MS-Erkrankung kommt es zu einem intraldsionellen Oligodendrozytenverlust
(vgl. 1.1.1). In dieser Arbeit soll der Einfluss von Ostrogen und Progesteron auf das
Uberleben von Oligodendrozyten in Anwesenheit von Zelltodinduktoren (s.1.2.1) untersucht
werden. Hierfliir kommt die Zelllinie Central Glia 4 (CG4) zum Einsatz, welche spontan aus
bipotenten Vorlduferzellen aus Primdrkulturen des Ratten-ZNS entstanden ist (Louis et al.

1992). Sie lédsst sich in Astrozyten und in adulte Oligodendrozyten differenzieren. Unter
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Einfluss von Mitogenen der neuronalen Zelllinie B104 (Schubert et al. 1974) kénnen CG4-
Zellen unter Wahrung ihrer Bipotentialitit {iber lange Zeit kultiviert werden. Werden die
Mitogene entzogen, so differenzieren sie sich zu 98% in adulte Oligodendrozyten (Louis et al.
1992). Diese Oligodendrozyten sind hinsichtlich Karyotyp, Zellmorphologie und
immunzytochemischen Markern von priméren Oligodendrozyten nicht zu unterscheiden
(Louis et al. 1992; Franklin et al. 1995). Werden CG4-Zellen in demyelinisierte ZNS-
Lisionen lebender Ratten transplantiert, so zeichnen sich die neu differenzierten adulten
Oligodendrozyten durch eine hohe Remyelinisierungskapazitit aus und zeigen keine

Anzeichen von Malignitdt (Franklin et al. 1995).
1.2.1 Die Zelltodinduktoren Stickstoffmonoxid und Staurosporin

Stickstoffmonoxid (NO) hat im menschlichen K&rper vielerlei Funktionen. Als Signalmolekiil
vermittelt es u.a. eine Vasodilatation und trégt zur Neurotransmission bei (Lowenstein et al.
1994), hohere Konzentrationen fithren zum Zelltod. NO hat trotz einer im Sekundenbereich
liegenden Halbwertszeit aufgrund seiner hohen Membrandiffusionskapazitit einen grof3en
Wirkradius (Wood und Garthwaite 1994). Es wird physiologischerweise durch die
calciumabhéngigen und konstitutiven endothelialen und neuronalen NO-Synthasen (NOS) aus
Arginin und freiem Sauerstoff synthetisiert: Arginin + O, — Citrullin + NO. Hohere und
damit zytotoxisch wirksame (Moncada und Erusalimsky 2002) NO-Konzentrationen werden
durch die calciumunabhéngige, induzierbare NOS (iNOS) erreicht. Diese wird bei Gesunden
im ZNS nicht exprimiert, bei Entziindungen und insbesondere bei akuter MS ist sie jedoch in
Mikroglia/Makrophagen und Astrozyten nachweisbar (Murphy et al. 1993; Oleszak et al.
1998). In vitro fiihrt NO zu mitochondrialer Dysfunktion, DNA-Schiden, Anderungen in der
Zellmorphologie und Zelltod von Rattenoligodendrozyten (Mitrovic et al. 1995). Ob der
Zelltod nekrotisch oder apoptotisch verlduft, ist dabei vermutlich abhédngig von der Hohe der
NO-Konzentration (Bonfoco et al. 1995). Es gibt Hinweise, dass NO auch bei MS den Zelltod
von Oligodendrozyten induziert. Dafiir spricht der Nachweis von iNOS und von Nitrotyrosin
innerhalb von MS-Lisionen (De Groot et al. 1997; Cross et al. 1998; J. S. Liu et al. 2001).
Letzteres wird durch Peroxynitrit gebildet, welches spontan bei Anwesenheit von NO und
Sauerstoffradikalen entsteht und bei humanen Oligodendrozyten in vitro zum Zelltod fiihrt
(Jack et al. 2007). In dieser Arbeit kommt S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP) als NO-
Donor zum Einsatz. Bei 37°C setzt SNAP spontan NO frei (Kowaluk und Fung 1990).
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Staurosporin wurde 1977 aus Streptomyces staurosporeus isoliert (Nakano und Omura 2009)
und ist ein unspezifischer Proteinkinasehemmstoff (Ruegg und Burgess 1989). Es induziert
iiber noch nicht abschliefend geklérte, wahrscheinlich mitochondriale Mechanismen einen
apoptotischen Zelltod bei den meisten Zellarten, eingeschlossen Ratten-Oligodendrozyten (Gu
et al. 1999; Studzinski und Benjamins 2001). Es wurde ein intrazelluldrer Calciumanstieg und
ein vermehrtes Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies nach Staurosporingabe beschrieben
(Kruman et al. 1998). Da hohe intrazellulire Calciumlevel {iber einen mitochondrialen
Calciumanstieg zu apoptotischem Zelltod fithren konnen (Rizzuto et al. 2003) und das Binden
des Calciums durch einen Chelator die Staurosporin-induzierte Apoptose verhindert (Kruman
et al. 1998), ist die Hypothese naheliegend, dass der intrazelluldre Calciumanstieg eine
ursdchliche Rolle in der Zytotoxizitit von Staurosporin spielt. In dieser Arbeit wird

Staurosporin als Kontrolle eingesetzt.
1.2.2 Ostrogen und Progesteron im ZNS

Ostrogen und Progesteron sind sog. ,,weibliche® Steroidhormone. Sie liegen bei Frauen im
geschlechtsreifen Alter, zyklusabhéngig, in wesentlich hoheren Blutkonzentrationen vor als
bei Ménnern (s. Tab. 3). Sie werden hauptsdchlich gonadal synthetisiert und nur zu einem
geringen Anteil adrenal. Wahrend der Schwangerschaft werden besonders hohe Blutlevel
erreicht (s. Tab. 3). Postmenopausale Frauen haben hingegen Blutlevel, die mit denjenigen
von Ménnern vergleichbar sind. Die Menopause tritt meist zwischen dem 40. und 50. und nur

bei 0,9% der Frauen vor dem 40. Lebensjahr auf (Coulam et al. 1986).

Ostrogenkonzentration im Blut Progesteronkonzentration im Blut
Weiblicher Zyklus 0,1-1nM <5-80nM
Schwangerschaft bis zu 100 nM bis zu 600 nM
Manner 0,03-0,25 nM 0,3-1nM

Tabelle 3:
Blutkonzentrationen von Ostrogen (17p-Ostradiol)- und Progesteron nach Nicot (2009), S. 50.

Aufgrund ihrer Lipophilie kénnen Ostrogen und Progesteron die Bluthirnschranke
iiberwinden und ins ZNS gelangen. Das ZNS ist dariiberhinaus auch selbst Produktionsort fiir
Progesteron (Plassart-Schiess und Baulieu 2001) und Ostrogen (Cornil et al. 2006). Die

intrazerebrale Progesteronproduktion erfolgt in Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen
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(Zwain und Yen 1999) und ist dabei weitestgehend unabhéngig von der gonadalen und
adrenalen Synthese (Baulieu 1997). Fiir eine hirneigene Ostrogenproduktion spricht die
Expression des Enzyms Aromatase in menschlichen Neuronen (Stoffel-Wagner et al. 1999;
Yague et al. 2006) und in aktivierten Méuse- (Garcia-Segura et al. 1999) und Rattenastrozyten
(Carswell et al. 2005). Das Enzym katalysiert die letzte Stufe der Ostrogensynthese und

wandelt Androgene in Ostrogene um.

A

HO

Abbildung 1:
Die Strukturformeln von A: 178-Ostradiol, B: Progesteron.

Von den natiirlich vorkommenden Ostrogenen ist 178 -Ostradiol (s. Abb. 1A) das biologisch
aktivste (Rabe und Runnebaum 1994). Es werden zwei Ostrogen-spezifische Rezeptoren
unterschieden: ERa und ERP. Diese Rezeptoren sind Produkte zweier Gene, die auf
verschiedenen Chromosomen liegen (Enmark et al. 1997). Sie kommen sowohl als nukleére
Transkriptionsfaktoren als auch zytoplasmatisch und als Membranrezeptoren vor (Hammes
und Levin 2007; Vasudevan und Pfaff 2007). Sie sind einander strukturell dhnlich und haben
nur gering abweichende Ligandenbindungseigenschaften (Kuiper et al. 1997). Der
tiberwiegende Teil der Neuronen im Ratten-ZNS exprimiert ERa und/oder ER (Shughrue et
al. 1997; Papka et al. 2001). Zu Astrozyten gibt es unterschiedliche Angaben: éltere Studien
konnten in priméren Zellkulturen ERa (Santagati et al. 1994; Jung-Testas und Baulieu 1998),
eine Studie konnte im Hippocampus ERp, aber nicht ERa nachweisen (Azcoitia et al. 1999),
andere Studien in einem Kern des Hypothalamus weder ERa noch ERP (Mong und McCarthy
1999; Mong et al. 2002). Im Riickenmark der Ratte wurden hingegen beide ERs
nachgewiesen (Platania et al. 2003). Bei Oligodendrozyten werden Unterschiede in der
Rezeptorexpression in vitro vs. in vivo postuliert (Z. Zhang et al. 2004). Zhang und Kollegen
konnten in einer Oligodendrozyten-Zelllinie sowohl ERa als auch ERP nachweisen, in vivo
fanden sie im GroBhirn bei Oligodendrozyten hingegen nur ERP und nicht ERa. Diese
Untersuchungen erfolgten an Rattenzellen. Ob menschliche gliale Zellen ERa und/oder ER[3

exprimieren, ist nicht bekannt.
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Ostrogene wirken auf Neurone protektiv gegeniiber einer Reihe von Pathomechanismen,
beispielsweise bei Amyloidentstehung (Brinton 2001), Glutamattoxizitét (Singer et al. 1996)
und Ischimie (Jover et al. 2002). Auch beziiglich Oligodendrozyten sind Ostrogene und
besonders 17B-Ostradiol protektiv wirksam. Eine 24stiindige Priinkubation mit 17p-Ostradiol
schiitzt primire Ratten-Oligodendrozyten und CG4-Zellen signifikant vor dem Peroxynitrit
freisetzenden Zelltodinduktor SIN-1 (Takao et al. 2004). Cantarella und Kollegen konnten
ferner zeigen, dass TRAIL, ein direkter Apoptoseinduktor, der vermutlich bei MS eine Rolle
spielt (Wosik et al. 2003), signifikant weniger zytotoxisch auf Oligodendrozyten wirkt, wenn
die Zellen zuvor 48 Stunden mit 17p-Ostradiol inkubiert wurden (Cantarella et al. 2004).
Dieser Effekt verhielt sich proportional zur verwendeten Ostrogenmenge (0,2 bis 30nM). Eine
iltere Studie konnte ferner eine promyelinisierende Wirkung von Ostrogen beobachten (Curry

und Heim 1966).

Die Progesteron-spezifischen Rezeptoren gehdren wie die Ostrogenrezeptoren —zur
Steroidhormonrezeptorsuperfamilie (Evans et al. 1987; Aranda und Pascual 2001) und
gleichen ihnen in Struktur und Funktionsweise. Auch Progesteronrezeptoren konnen als
Membranrezeptoren funktionieren (Hammes und Levin 2007) und auch hier sind zwei
Rezeptortypen bekannt: PR-A und PR-B. Diese werden von demselben Gen kodiert und
unterscheiden sich strukturell nur dadurch, dass PR-B N-terminal 164 Basenpaare langer ist
und liber eine zusitzliche Aktivierungseinheit verfligt (Sartorius et al. 1994). Im Rattenhirn
konnten die Progesteronrezeptoren innerhalb der grauen Substanz in geringen Mengen nahezu
ubiquitdr und in groBBeren Mengen im Hypothalamus nachgewiesen werden (Kato et al. 1994;
Brinton et al. 2008), dies gilt auch fiir Oligodendrozyten und Astrozyten aus priméren
Rattenhirnkulturen (Jung-Testas et al. 1992). Inwiefern menschliche gliale Zellen die

Progesteronrezeptoren exprimieren, ist nicht bekannt.

Progesteron (s. Abb. 1B) reduziert das Ausmal} von posttraumatischen Hirnddemen (Roof et
al. 1996) und wirkt neuroprotektiv, u.a. indem es die Ausschiittung inflammatorischer
Zytokine unterdriickt (He et al. 2004). Es werden aber auch direkte antiapoptotische
Wirkungen von Progesteron auf Neurone diskutiert (Djebaili et al. 2005). Ferner verstéirkt
Progesteron im Ratten-ZNS sowohl Myelinisierung (Ghoumari et al. 2003) als auch
Remyelinisierung (Ibanez et al. 2004). In einem Tiermodell der MS, der experimentellen
autoimmunen Enzephalitis (EAE), gibt es unterschiedliche Ansichten zur Wirkung von

Progesteron. Es sind sowohl krankheitsfordernde (Hoffman et al. 2001) als auch
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krankheitsabschwichende (Garay et al. 2007) Effekte beschrieben worden. Ob Progesteron
den Zelltod von Oligodendrozyten beeinflusst, ist nicht bekannt.

1.3 Fragestellung

Die gemeinsame Endstrecke der meisten MS-Léasionen ist die Oligodendrozyten-depletierte
Glianarbe. Und vermutlich ist eine primére Oligodendrozytenschiddigung die Ursache einiger
(Typ-I1I- und -IV-Lésionen), vielleicht sogar samtlicher MS-Lésionen
(Neurodegenerationshypothese). In dieser Arbeit wird das Hauptaugenmerk auf die
Zellgruppe der Oligodendrozyten gerichtet. Neue Erkenntnisse zu den Einflussfaktoren von
Zellzahl/mm? (Dichte), Funktion (hier: Remyelinisierung), Proliferation und Vulnerabilitit
von Oligodendrozyten konnten zu einem besseren Verstindnis der MS-Erkrankung und
eventuell zu neuen therapeutischen Ansétzen flihren. Dabei sind die bekannten Phdnomene
(1), dass Frauen hdufiger von der MS-Erkrankung betroffen sind als Mianner und dabei
iberwiegend mildere Verldufe entwickeln, sowie (2), dass die weiblichen
Geschlechtshormone Ostrogen und Progesteron zytoprotektiv wirksam sind, die Griinde fiir
den besonderen Fokus, der hier auf das Geschlecht hinsichtlich Zellzahl und Funktion und auf
die Hormone Ostrogen und Progesteron hinsichtlich Proliferation und Vulnerabilitit gelegt

wird.
Die zentralen Fragen dieser Arbeit mit Erlduterung:

1. Beeinflusst das Geschlecht die Oligodendrozyten- und/oder OPC-Dichte beim

Menschen?

Es gibt bislang keine Studie, die versucht hitte, beim Menschen
Geschlechtsunterschiede in der Oligodendrozytendichte aufzudecken. Dass diese Frage
nun an Relevanz gewonnen hat, liegt an den Ergebnissen von Cerghet und Kollegen,
die bei gesunden weiblichen Ratten eine im Vergleich zu méannlichen Ratten 20 bis
40% geringere Oligodendrozytendichte feststellten (Cerghet et al. 2006). Die Autoren
fanden neben der geringeren Zelldichte auch eine kiirzere Lebensdauer und eine
hohere Apoptoserate von weiblichen vs. ménnlichen Oligodendrozyten. Dies schien,
iibertragen auf den Menschen, eine zusétzliche Erklarung fiir die hohere Suszeptibilitét
von Frauen fiir MS anzubieten: nicht nur immunologische (Whitacre 2001), sondern
auch histologische, oligodendrozytenspezifische Faktoren konnten dazu beitragen. In
dieser Arbeit wollen wir untersuchen, ob die Erkenntisse von Cerghet et al. auf den

Menschen tibertragbar sind. Neben der Oligodendrozytendichte haben wir als weiteren
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Parameter die OPC-Dichte gewihlt, um dadurch Zusatzinformationen und womdglich
zusitzliche Unterschiede beziiglich der Oligodendrozytendifferenzierung feststellen zu
konnen. Als mdgliche andere FEinflussfaktoren werden untersucht: Alter, MS-

Erkrankung und MS-Verlaufsform.
Beeinflusst das Geschlecht die Remyelinisierung bei MS?

In Tiermodellen remyelinisieren &ltere Ratten langsamer als junge (Shields et al. 1999;
Sim et al. 2002), sind die Tiere alt und ménnlich remyelinisieren sie im Vergleich zu
alten, weiblichen noch einmal signifikant langsamer (Li et al. 2006). Beim Menschen
ist das Geschlecht bislang nicht als Einflussfaktor der Remyelinisierung nachgewiesen
worden, neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet konnten aber potentiell von
therapeutischem Nutzen sein. Um die Hypothese zu priifen, dass weibliche gonadale
Geschlechtshormone und insbesondere Progesteron proremyeliniserend wirken,
untersuchen wir Patientinnen, die vor dem 40. Lebensjahr verstorben sind und
demzufolge zu Lebzeiten noch der zyklusabhingigen Ostrogen- und
Progesteronsynthese der Gonaden ausgesetzt waren. Als mogliche andere
Einflussfaktoren werden untersucht: MS-Verlaufsform, Todesalter, Krankheitsdauer

und Lisionslokalisation.

Gibt es zwischen MS-Kranken und Gesunden Unterschiede in der
Rezeptorexpression? Exprimieren menschliche Oligodendrozyten Ostrogen-

und/oder Progesteronrezeptoren?

Es gibt sich widersprechende Angaben, ob die Blutkonzentration von Ostrogen mit der
Krankheitsaktivitdt bei MS korreliert (Bansil et al. 1999; Tomassini et al. 2005) und
Progesteron  scheint bei MS-Kranken wund Gesunden in dengleichen
Blutkonzentrationen vorzuliegen (Tomassini et al. 2005). Ob es Unterschiede in der
Rezeptorexpression gibt, soll hier untersucht werden. Es gibt viele Studien, die iiber
die neuronale Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren bei der Ratte
berichten (vgl. 1.2.2). Nur wenige Studien berichten iiber die Rezeptorenexpression bei
glialen Zellen des Rattenhirns (Jung-Testas et al. 1992; Platania et al. 2003; Z. Zhang
et al. 2004). In zwei Studien an Feten (Brandenberger et al. 1997; Takeyama et al.
2001) und einer Studie an Erwachsenen (Osterlund et al. 2000) wurde die Expression
der Ostrogenrezeptoren im menschlichen Gehirn gezeigt, doch man beschriinkte sich
auf die graue Substanz, weshalb bis heute nicht bekannt ist, ob menschliche gliale

Zellen (Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikroglia) Ostrogen- und/oder
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Progesteronrezeptoren exprimieren. Dies soll hier untersucht werden. Um die
Ergebnisse unserer Zellkulturexperimente (s. néchster Punkt) besser interpretieren zu
konnen, werden wir ferner die oligodendrogliale Zelllinie CG4 hinsichtlich ihrer

Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression untersuchen.

Wie beeinflussen Ostrogen und Progesteron die Proliferation und Vulnerabilitit

von Oligodendrozyten?

Zunéchst wollen wir die Beeinflussbarkeit der Oligodendrozyten-Proliferation durch
Ostrogen und Progesteron untersuchen. Der Einfluss muss bekannt sein, um die
nachfolgenden Zytotoxizititsversuche addquat durchfiihren und interpretieren zu
konnen. Oligodendrozyten gelten aufgrund ihrer hohen metabolischen Beanspruchung
durch Myelinsynthese und Myelinerhaltung als besonders vulnerabel gegeniiber
toxischen Einfliissen (Bradl und Lassmann 2010) und NO gilt als ein bei der
Entstehung von MS-Lésionen beteiligtes Molekiil (s. 1.2.2). Hier wollen wir testen, ob
Ostrogen und Progesteron protektiv bei NO-vermitteltem Zelltod wirken. Hinsichtlich
Progesteron gibt es hierzu keine Studien, obgleich vermutet wird, dass Progesteron
einen protektiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei MS hat (Confavreux et al.

1998; Vukusic et al. 2009).
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2 Material und Methoden

2.1 Histologie

2.1.1 Gerite, Verbrauchsmaterialien und Rezepte

Gerate:

Destilliermaschine, Integra
Digital-Mikroskopkamera, DP 71
Einbettautomat, Leica TP 1020
Fdrbekammer

Fdrbe-Kiivetten

Gitterokular, WH10X-H/22
Kiihlschrank (4 °C), Liebherr Premium
Lichtmikroskop, BX-51

Mikrotom, Leica Ultracut ULT
Mikrowelle

Paraffinausgiefstation, Histocentre 2A
pH-Meter

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 ul), Research
Vortexer, Heidolph Reax Top

SG-Wasseraufbereitung, Hamburg-Barsbiittel

Olympus, Hamburg

Leica Mikrosysteme, Bensheim
Eigenbau aus Plexiglas

Merck, Darmstadt

Olympus, Hamburg

Liebherr, Biberach an der Riss

Olympus, Hamburg

Leica Mikrosysteme, Bensheim
Bosch, Gerlingen-Schillerh6he
Shandon, Frankfurt

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach

Verbrauchsmaterialien:

Avidin-Peroxidase, E2886

Biotinylierter Sekunddrantikérper (Anti-Kaninchen)
Casein 0,2%, Tropix I-Block T2015

Deckglédschen

Diaminobenzidin (DAB)

Eindeckelmedium, Aqua-mount

Essigséiure (10%)

Ethanol (96%)

Lithiumcarbonatlésung

Hdmalaun-Lésung

Humaner Anti-OLIG2 Primdrantikérper (IgG, monoklonal,

aus Kaninchen), 18953
Isopropanol
Luxol-Fast-Blue-Reagenz (LFB)
Natriumhydroxid (NaOH)

Objekttréiger

Sigma-Aldrich, Steinheim

Amersham Biosciences, Freiburg
Biosystems, Foster City, California, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Lerner Laboratories, Pittsburgh, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

IBL, Spring Lake Park, Minnesota, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Paraffin, Paraplast Roth, Karlsruhe

Periodséure (1 %ig) Merck, Darmstadt
Phosphat-gepufferte Salzl6sung (PBS) Seromed, Berlin

Schiff’sches Reagenz Merck, Darmstadt

Triton X-100 MP-Biomedicals, Solon, Ohio, USA
Wasserstoffperoxid (H,0,) Merck, Darmstadt

Xylol Merck, Darmstadt
Zitronensdure-Monohydrat Merck, Darmstadt

Rezepte:

Zitratpuffer pH 6,0 wird angesetzt aus 2,1g Zitronensédure-Monohydrat in 1000ml aqua
bidest und anschlieBend mit 1N Natronlauge mithilfe eines pH-Meters auf pH 6,0 eingestellt.

DAB 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochloridhydrat, DAB-Stammlosung: 2g DAB werden in
80ml 1xPBS gelost und in 1 ml Aliquots bei -20°C gelagert. DAB-Gebrauchslosung: 1ml
DAB-Stammlosung ad 49ml 1xPBS + 20ul 30% H,0,.

2.1.2 Histologisches Material

Wir untersuchten das Corpus callosum (C.c.) von 23 menschlichen nicht pathologisch
verdanderten Gehirnen. Diese entnahmen wir dem Autopsie-Archiv der Universititsmedizin
Gottingen (UMG) in Form von in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken. 10 der Gehirne
stammten von Personen aus der dritten Lebensdekade (21-30 Jahre), 13 Gehirne von Personen
aus der achten Lebensdekade (71-80 Jahre). Samtliche Patienten waren an nicht-
neurologischen Erkrankungen verstorben. Die Altersgruppe 21-30 Jahre bestand aus Gehirnen
von finf Frauen und fiinf Ménnern, die Altersgruppe 71-80 Jahre aus Gehirnen von sechs

Frauen und sieben Méannern (vgl. Tab. 4).

36 Autopsien von MS-Patienten

23 gesunde Corpora callosa

9 Corpora callosa ohne 119 Blécke verschiedener
Léision Lokalisation mit MS-Ldsionen
Anzahl/Geschlecht 59,5d (21-30.) 19,848 509,693

69,73 (71-80).)

Tabelle 4:
Ubersicht {iber das verwendete histologische Material.
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Des Weiteren untersuchten wir Autopsien von 36 MS-Patienten, 17 weiblichen und 19
minnlichen (s.a. Tab. 4). Wir werteten 119 in Paraffin eingebettete Gewebeblocke mit
insgesamt 174 chronisch inaktiven MS-Léasionen aus (1-11 Blocke/Fall, ¢3,5 Blocke/Fall).
Die Lésionen lagen sowohl in der grauen als auch in der weillen Substanz. Die Gewebeblocke
wurden uns freundlicherweise von Dr. Jack Antel aus dem Montreal Neurological Institute
der McGill-Universitit in Montreal zur Verfligung gestellt. Sie stammten aus dem GroB- und
Kleinhirn sowie aus dem Hirnstamm. Im Durchschnitt waren bei den weiblichen Gehirnen
4,5, bei den mainnlichen 5,1 Léasionen/Gehirn vorhanden (vgl. Tab. 6). Aus den uns
vorhandenen Angaben zu Todesalter und Krankheitsdauer (s. Tab. 6) errechneten sich
folgende Werte: Das durchschnittliche Todesalter der weiblichen Patienten betrug 56, die
durchschnittliche Krankheitsdauer 18 Jahre. Bei den ménnlichen Patienten lag das
durchschnittliche Todesalter bei 59, die durchschnittliche Krankheitsdauer bei 17 Jahren. Zur
klinischen Verlaufsform lagen uns bei 11 Frauen und 14 Ménnern weitere Informationen vor.
6 Frauen hatten eine PPMS, 5 Frauen eine SPMS. Bei den Méannern zédhlten wir 5 PPMS- und
9 SPMS-Fille. Die 9 lasionsfreien Corpora callosa (19, 83), die wir zur Untersuchung der
NAWM bei MS heranzogen (vgl. 1.1.1), stammten aus dem gleichen Patientenkollektiv. Das
durchschnittliche Todesalter betrug hier 60, die durchschnittliche Krankheitsdauer 22 Jahre.
Die klinische Verlaufsform war bei sieben der neun Fille bekannt: 3 PPMS-, 4 SPMS-Fille
(s. Tab. 5).

Geschlecht Verlaufsform Todesalter/Krankheitsdauer

1 weiblich SPMS ?/36
2 mannlich SPMS 54 /11
3 mannlich SPMS 76/ 34
4 mannlich SPMS 52/16
5 mannlich PPMS ?/11
6 mannlich PPMS 60/3
7 mannlich PPMS 51/8
8 mannlich ? 66 /34
9 mannlich ? ?/?

Tabelle 5:

Aufstellung der MS-Fille, von denen ladsionsfreie C.c. vorlagen. Mit Angabe von Geschlecht, Verlaufsform,
Todesalter und Krankheitsdauer. Todesalter und Krankheitsdauer in Jahren, ,,?“ bedeutet, dass uns hierzu keine
Angaben vorlagen.
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Todesalter/ Todesalter/
Klinischer Anzahl Klinischer Anzahl
mdnnlich Krankheits- weiblich Krankheits-
Verlauf Ldsionen Verlauf Ldsionen

dauer dauer
1 SPMS 11 63/18 1 SPMS 3 ?/36
2 SPMS 4 69/7 2 SPMS 5 60/ 25
3 SPMS 5 54 /11 3 SPMS 5 59/ 16
4 SPMS 3 76/ 34 4 SPMS 9 28/4
5 SPMS 3 41/6 5 SPMS 6 ?/?
6 SPMS 5 57/12 6 PPMS 7 70/ 7
7 SPMS 6 57/29 7 PPMS 3 60/ 14
8 SPMS 6 52/16 8 PPMS 2 66 /30
9 SPMS 2 71/7? 9 PPMS 6 61/31
10 PPMS 4 ?/11 10 PPMS 7 52/8
11 PPMS 1 74 /7 11 PPMS 4 45 /12
12 PPMS 7 60/3 12 ? 2 74 /7
13 PPMS 8 57 /15 13 ? 8 59/9
14 PPMS 3 51/8 14 ? 3 76 /20
15 ? 7 49/7 15 ? 5 35/7
16 ? 9 61/32 16 ? 1 49/7?
17 ? 6 38/7? 17 ? 1 59 /41
18 ? 3 66 /34
19 ? 4 66/7?

Tabelle 6:

Ubersicht der untersuchten MS-Fille mit Angaben iiber Geschlecht, klinische Verlaufsform, Anzahl der
Lasionen, Todesalter und Krankheitsdauer. Todesalter und Krankheitsdauer in Jahren, ,,?“ bedeutet, dass uns
hierzu keine Angaben vorlagen.

Das Einverstdndnis der Ethikkommission zur Verwendung des obenstehenden histologischen
Materials lag uns zu Beginn der Studie vor. Sdmtliches Gewebe wurde zur Konservierung in

einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol dehydriert und daraufthin in Paraffin eingebettet.

2.1.3 Firbeverfahren: Immunhistochemie und LFB-PAS-Himalaun

Aus den in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken fertigten wir mithilfe eines Mikrotoms 4pum
dicke Gewebeschnitte an und zogen diese auf Objekttrager. Um das Gewebe anfirben zu

konnen, mussten wir die Schnitte durch Xylol entparaffinieren und in einer absteigenden
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Alkoholreihe rehydrieren (s. Tab. 7). AnschlieBend wurden verschiedene Férbeverfahren

eingesetzt (s. Tab. 8)

(1) 10 min x 4 Xylol-Entparaffinierung

(2) 3 min Xylol/Isopropanol (50:50, je 100%)
(3) 3 min x 2 Isopropanol 100%

(4) 3 min Isopropanol 90%

(5) 3 min Isopropanol 70%

(6) 3 min Isopropanol 50%

(7) 1 min Aqua bidest

Tabelle 7:
Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte. Von (1) bis (7) Eintauchen der Schnitte in eine
Klvette, gefiillt mit der jeweiligen Substanz.

36 Autopsien von MS-Patienten

23 gesunde Corpora callosa

9 Corpora callosa ohne 119 Blécke verschiedener
Léision Lokalisation mit MS-Ldsionen
Farbung Immunhistochemie (Anti- Immunhistochemie LFB-PAS + Hamalaun
OLIG2-Ak) (Anti-OLIG2-Ak)

Tabelle 8:
Ubersicht iiber das verwendete histologische Material und die angewandten Firbemethoden. Ak =
Antikorper.

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Farbeverfahren von Gewebeschnitten, bei dem durch
spezifisches Binden von Antikdrpern an bestimmte Antigen-Epitope Gewebestrukturen
gezielt lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden konnen. Hier kam die sog. Avidin-
Biotin-Methode zur Anwendung, die nach dem Prinzip der indirekten Immunhistochemie
funktioniert. D.h., dass der spezifische Primdrantikorper (hier: monoklonaler Anti-OLIG2-
Antikorper aus dem Kaninchen, Konzentration 1:50, IBL, Spring Lake Park, USA) nicht
direkt mit einem Enzym konjugiert ist, welches die spitere Farbung katalysiert, sondern, dass
es eines zweiten Antikorpers bedarf (Sekundérantikorper), der den ersten bindet und im Fall

der Avidin-Biotin-Methode mit Biotin markiert ist. Im néchsten Schritt erst bindet das Enzym
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Avidin-Peroxidase, das durch das Avidin hochaffin fiir Biotin ist, an das Biotin des
Sekundérantikdrpers. Zusammen mit dem Entwicklungsmedium entsteht daraus schlieSlich
eine spezifische Farbung der durch den Primérantikdrper gebundenen Struktur. Ein sog.
Hintergrund, d.h. eine unspezifische gleichméBige Anfarbung des gesammten Gewebes, kann
durch endogene Peroxidaseaktivitit oder endogenes Biotin des Gewebes entstehen. Tabelle 9

gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Firbung.

(1) 3 min x 10: Vorbehandlung in Mikrowelle
(2) 20 min Inkubation mit 3% H,0,

(3) evtl. Vorbehandlung mit Triton X-100

(4) 20 min Inkubation mit 0,2% Casein

(5) Inkubation mit dem Primdrantikérper (Anti-OLIG2 aus dem Kaninchen, 1:50 in 0,02% Casein) Inkubation iiber Nacht

bei 4°C in feuchter Kammer unter Deckglas
(6) Hinzugabe des biotinylierten Sekunddrantikérpers (1:100, in 0,02% Casein), Inkubation fiir eine Stunde
(7) Hinzugabe der Avidin-Peroxidase (1:1000, in 0,02% Casein), Inkubation fiir eine Stunde

(8) Entwicklung mit DAB (Diaminobenzidin) fiir 20 min

TD?:e;:ﬁztlnen Schritte der immunhistochemischen Farbung. Zwischen (1) und (2) Spilen mit Aqua bidest.
Spiilen mit PBS zwischen (2) und (3) bzw. (4), zwischen (5) und (6), (6) und (7) und (7) und (8). H,0, und Casein
wurden in PBS geldst. Soweit nicht anders vermerkt, Inkubation bei Raumtemperatur.

Um eine bessere Antikdrperbindung zu erreichen, wurden die Gewebeschnitte vorbehandelt.
Die Vorbehandlung bestand aus zehnmaliger dreiminiitiger Inkubation mit Zitrat-Puffer (pH
6) in einer handelsiiblichen Mikrowelle bei 800W. Bei Verdunstung wurden abwechselnd der
Citrat-Puffer und Aqua bidest (zweifach destilliertes Wasser) nachgefiillt. AnschlieBend
wurde die endogene Peroxidaseaktivitit durch 20miniitige Inkubation in 3%iger
Wasserstoffperoxidlosung in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) blockiert. Bei den
gesunden C.c. schloss sich an dieser Stelle noch eine einstiindige Inkubation mit dem
Detergens Triton X-100 1-10% (in PBS) an. Dies fiihrt zu einer vermehrten Bindung des
Primdrantikérpers an intrazelluldire Antigene durch Aufbruch lipider Strukturen wie
beispielsweise der Zellmembran (Weruaga et al. 1998). Um eine unspezifische
Antikorperbindung zu verhindern, wurden alle Objekttriger mit 0,2%igem Casein
gleichméBig benetzt und in der geschlossenen Farbekammer 20 Minuten (min) inkubiert. Nun
wurde der primére Antikorper in 0,02% Casein-Losung (in PBS) auf die Objekttrager gegeben
und ein Deckglas aufgelegt. Bei den gesunden C.c. wurde auch an dieser Stelle Triton X-100,

jedoch in niedrigerer Dosierung (0,1-1%) hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht
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in einer geschlossenen Farbekammer bei 4°C. Am Folgetag wurden die Deckglédser entfernt
und die Objekttrager dreimal in PBS gespiilt. Der biotinylierte sekundére Antikorper (Anti-
Kaninchen, in der Konzentration 1:200) wurde in 0,02% Casein-Ldsung verdiinnt und fiir eine
Stunde auf die Objekttrager aufgetragen. Nach abermaliger Spililung mit PBS wurde die
Avidin-Peroxidase (1:1000 in 0,02% Casein verdiinnt) hinzugegeben und fiir eine Stunde
belassen. Die Visualisiserung der Antikorperbindung wurde schlielich mit DAB
(Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Hydrat, in PBS (49:50) und 30%
Wasserstoffperoxid,1:2500) durchgefiihrt, welches eine braunliche Farbung erzeugt.
AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte in Aqua dest gestellt und mit einem

wasserbasierten Eindeckelmedium (Aqua-mount) eingedeckelt.

LFB-PAS-Hdamalaun-Farbung

Um De- und Remyelinisierungen nachzuweisen, wéhlten wir die Myelinscheiden
sichtbarmachende Luxol fast blue (LFB)-periodic acid-Schiff (PAS)-Hédmalaun-Farbung (vgl.
Abb. 1 in 2.1.3). Sie féarbt stark lipidhaltige Strukturen wie Myelinscheiden blau (Goto 1987)
und zeigt zuverldssig die Remyelinisierung bei chronischen MS-Lésionen (Goldschmidt et al.
2009). Zur Herstellung der LFB-Losung wurde eine Kiivette mit Ethanol (96%) gefiillt, darin
lg LFB gelost und 5ml Essigsdure (10%) hinzugegeben. Nach der Entparaffinierung wurde
die absteigende Alkoholreihe (s.0.) bis zum 90% Iso-Propanol durchgefiihrt und {iber Nacht
bei 60°C mit der LFB-Losung inkubiert. Am Folgetag wurden die Objekttrager vor der
Differenzierung fiir einige Minuten in 90% Isopropanol gestellt, dann in 0,05%
Lithiumcarbonatlosung und nachfolgend in 70% Isopropanol kurz eingetaucht und schlieBlich
mit Aqua bidest gespiilt. Fiir die sich anschlieBende PAS-Farbung wurden die Schnitte wie
folgt behandelt: 5 min in Periodsdure (1%ig), 5 min Spiilung mit Leitungswasser, kurze
Spiilung mit Aqua bidest, 20miniitige Inkubation mit Schiff'schem Reagenz und 5 min
Spiilung mit Leitungswasser. PAS firbt Glykogen und Mukopolysaccharide, die in Kollagen,
Basalmembranen und Zellwénden zu finden sind, magentarot bis pink. Hieran wurde die
Farbung mit Hamalaun angeschlossen. Hamalaun ist ein kationischer Farbstoff und férbt
anionenreiche Zellkomponenten wie Zellkerne und Mitochondrien blau-violett. Die
Gewebeschnitte wurden 9 Sekunden in die Hdmalaunlésung gehalten und dann zum Bliuen
mit Leitungswasser gespiilt. AnschlieBend wurden sie in Aqua dest gegeben und mit Aqua-

mount eingedeckelt.
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2.1.4 Auswertung

Die Gewebeschnitte wurden lichtmikroskopisch ausgewertet. Hierbei kamen ein Mikroskop,

eine Mikroskopkamera sowie ein Gitterokular zur Anwendung.

Die elektronische Datenverarbeitung wurde mit Microsoft Excel 2007 (Microsoft,
UnterschleiBheim), die Fotoverarbeitung mit ColorView II analySIS (Soft Imaging System,
Miinster) durchgefiihrt. Die statistische Analyse und graphische Veranschaulichung erfolgte
mit GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Als statistische Tests
kamen der Studentsche t-Test, der Fishersche F-Test und der Mann-Whitney-U-Test zum
Einsatz. Das Signifikanzniveau betrug jeweils p < 0,05 (* = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p <
0,001). Der Studentsche t-Test lidsst die Aussage zu, ob sich die Mittelwerte unabhéngiger
Stichproben iiber Zufall hinaus voneinander unterscheiden. Der Fishersche F-Test erlaubt die
Aussage, ob sich die Stichproben voneinander beziiglich der Varianz, d.h. der
Standardabweichung, signifikant unterscheiden. Der Mann-Whitney-U-Test dient der
Uberpriifung, ob sich zwei ordinal geordnete, unabhiingige Verteilungen voneinander

statistisch unterscheiden oder einer Grundgesamtheit entstammen.

OLIG2 positive Zellen
A B . ' S
- ’ - z 37 S :
Corpus callosum . e T N : : . BeRiat
E R £ J".‘ " ‘ |
o T L < A v
- 0,5cm »
- L e, % *
~ 2 : 200 um
Abbildung 2:

A: Coronarer Anschnitt des Corpus callosum (C.c.). Der diinne schwarze Pfeil zeigt auf das Septum pellucidum,
der dicke schwarze Pfeil auf den Sinus sagitallis inferior. Der weiRe Pfeil markiert die periventrikulare Seite des
C.c., an welcher die Auszdhlung vorgenommen wurde. B: Das Farbeverhalten von adulten Oligodendrozyten
und OPCs unterscheidet sich. Ausschnitt (100fache VergroRRerung) aus dem Bereich des periventrikularen C.c.
mit eingeblendeter 1000facher VergréRerung, die eine OPC (dicker schwarzer Pfeil) und adulte
Oligodendrozyten zeigt (diinne schwarze Pfeile). A+B: Farbung: Immunhistochemie (Anti-OLIG2-Antikorper),
Entwicklung mit DAB.
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Um bei den immunhistochemisch angefarbten Gewebeschnitten (vgl. Tab. 7) die Anzahl an
OLIG?2 positiven Zellen zu ermitteln, wurde zunichst bei geringer Vergroferung der breiteste
Anschnitt des C.c. aufgesucht, um dann von periventrikuldr nach rostral zu miaandern und
nach einem standardisierten Schema 10 verschiedene Lokalisationen bei 400facher
VergroBerung (Okular 10x, Objektiv 40x) auszuzihlen (s. Abb. 2A). Es wurde hier zwischen
schwacher und starker Anfarbung unterschieden, da gezeigt werden konnte, dass durch die
Intensitdt der Farbung zwischen Oligodendrozyten und OPCs unterschieden werden kann
(Kitada und Rowitch 2006; Kuhlmann et al. 2008). OPCs exprimieren wesentlich mehr
OLIG2 und erscheinen deshalb bei der Farbung dunkler als Oligodendrozyten (s. Abb. 2B).
Anschliefend wurde der Mittelwert aus den 10 ermittelten Werten gebildet und dieser mit
dem Faktor 16 multipliziert, um die Zellzahl pro Quadratmillimeter zu erhalten (Kantenlédnge

des Zidhlgitters: 250um bei 400facher Vergroflerung).

LFB-PAS-Fiarbung und Remyelinisierung

Abbildung 3:

Der  Score unterteilt die Lasionen hinsichtlich des
Remyelinisierungsgrads: A: Score 0 bedeutet, dass keine
Remyelinisierung detektierbar ist. Der dicke Pfeil zeigt den Lasionsrand.
B: Bei Score 1 machen die remyelinisierten Anteile der Lasion weniger
als 50% der Lasionsfliche aus. Der remyelinisierte Bereich ist
schwacher angefarbt und befindet sich am Lasionsrand (dicker Pfeil).
Der diinne Pfeil zeigt den Ubergang vom remyeliniserten zum
unremyeliniserten Bereich der Lasion. C: Score-3-Ldsionen sind
komplett remyelinsiert, sog. ,shadow plaques”. Der dicke Pfeil zeigt
den Lasionsrand. A-C: Farbung: LFB-PAS-Hamalaunfarbung, Myelin
erscheint blau, Zellkerne blau-violett.

Um das Ausmal} der Remyelinisierung der chronischen MS-Lisionen vergleichen zu kénnen,
teilten wir diese nach folgendem semiquantitativen Score ein: Score 0 = keine Zeichen von
Remyelinisierung, 1 = weniger als 50% der Lision ist remyelinisiert, 2 = mehr als 50% der

Lésion ist remyelinisiert, 3 = 100% der Léasion ist remyelinisiert (s. Abb. 3). Remyelinisierte
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Anteile wurden durch die im Gegensatz zu élterem und dickerem Myelin blassere Anfirbung
durch LFB-PAS identifiziert. Das diinnere, durch Remyelinisierung entstandene Myelin
befand sich am Lisionsrand bzw. fiillte die ganze Lasion aus (vgl. Abb. 3). Der Score bildet
Tendenzen ab: eine geringe Remyelinisierungskapazitét (Score-0- und -1-Lésionen) wird von
einer ausgeprigten Remyelinisierungskapazitit (Score-2- und -3-Lidsionen) abgegrenzt.
Desweiteren hilft er anschnittbedingte Schwankungen beziiglich der Remyelinisierungsfléche
abzufedern, die trotz des Bemiihens um Standardisierung auftreten koénnen. Die meisten
Liasionen konnten in Génze dargestellt werden. Sehr kleine (< 3mm), perivaskuldre Lésionen,
bei denen die anschnittbedingten Schwankungen am gréften sind, wurden nicht gezéhlt. Alle
Lésionen erfiillten die weithin akzeptierten Kriterien der MS-Diagnostik (Lassmann et al.

1998; Prineas et al. 2002).
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2.2 RT-PCR und Zellkultur

2.2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Rezepte

RT-PCR:

Gerate:
Dispergierer, Ultra Turrax T18 Basic IKA, Staufen
Elektrophoresekammer, Subcell-GT BioRad, Miinchen
Flachbettkammer BioRad, Miinchen

Gefrierschrank -20°C, Liebherr Comfort Liebherr, Biberach an der Riss
Gefrierschrank -80°C Sanyo Fisher Sales, Miinchen
Magnetriihrer, Variomag Mono H+P Labortechnik, OberschleifSheim
Mikrowelle Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe

Strom/Spannungsgeber, BluePower 500 Serva Electrophoresis, Heidelberg

Thermocycler Eppendorf, Hamburg
Thermocycler, Biometra T3 Biometra, Géttingen
Tischzentrifuge Qualitron Incorporations, Hooland, USA

UV-Spektrometer, Bioanalyser 2100 Agilent Technologies, Waldbronn

Vortexer, Heidolph Reax Top Heidolph Instruments, Schwabach

Zentrifuge, Centrifuge 5415K

Eppendorf, Hamburg

Verbrauchsmaterialien:

Agarose

Aqua pura

Borsdiure

dNTPs (Oligodesoxynukleotidtriphosphat)
Ethanol

Ethidiumbromid

Grofienmarker, 100bp-Leiter

Na-EDTA

Oligo-d(T)-Primer

Oligonukleotid-Primer

PCR-Puffer

Reverse Transkriptase, Omniscript
RLT-6-Mercaptoethanol
RNA-Extraktions-Bausatz, RNeasy Mini Kit
RNA-Ladepuffer, Blue Orange
RNase-Inhibitor

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Promega, Mannheim
Sigma, Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
MWG-Operon, Ebersberg
Promega, Mannheim
Quiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim
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Taqg-Polymerase

TRIS Base (Trisaminomethan)

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Rezepte:

10xTBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer), angesetzt aus 108g TRIS Base, 55g Borsdure und 40ml

EDTA (s.u.) pH 8,0 ad 1000ml aqua bidest.

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure): 18,61g Na-EDTA in 20ml Aqua bidest 16sen, mittels
pH-Meter und NaOH (s. 2.1.1) auf pH 8 einstellen.

Zellkultur:

Gerate:

Destilliermaschine Typ Integra SG-Wasseraufbereitung
Gefrierschréinke (-20°C; -80°C), Liebherr Comfort, Sanyo
Inkubator, Hera Cell 150 Heraeus

Kiihlschréinke (4°C), Liebherr Comfort

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000ul), Research
Pipettierhilfe, Accu-jet

Spektrophotometer, Microplate Reader Model 680
Vortexer, Heidolph Reax Top

Zidhlkammer nach Neubauer

Zellschaber (25cm)

Zentrifuge, Centrifuge 5415R

Zellkulturbank, Microflow Medical Safety Cabinet

Hamburg, Barsbiittel

Liebherr, Biberach an der Riss; Sanyo, Miinchen
Cellstar Nunc GmbH Wiesbaden
Liebherr, Biberach an der Riss
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

BioRad, Miinchen

Heidolph Instruments, Schwabach
Karl Hecht, Sondheim/Rhén
Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Andover, Hants, UK

Verbrauchsmaterialien:

Auslaufpipetten (5, 10, 25ml)

Biotase

Biotin

Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (DMEM)
Falcons (50 ml)

Fetales Kdlberserum (FCS)

Insulin

Kavitditenplatten, a 24 bzw. 96 wells
Mediumflaschen (Glas; verschiedene Gréf3en)
N1-Supplement

Ostrogen, E4389

Sarstedt, Niimbrecht

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA, Pasching, Osterreich

Sarstedt, Niimbrecht

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Schott Duran, St. Gallen, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Pasteurpipetten 250ml WU, Mainz
PBS Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin-Zellkulturzusatz Biochrom, Berlin
Poly-L-Ornithin (PLO) Sigma-Aldrich, Steinheim
Progesteron, P8783 Sigma-Aldrich, Steinheim
Reaktionsgefdfe (1,5ml; 2ml) Sarstedt, Niimbrecht
Salzsdure (HCIl, 1M) Merck, Darmstadt
SNAP Sigma-Aldrich, Steinheim
Staurosporin Sigma-Aldrich, Steinheim
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid Sigma-Aldrich, Steinheim
Trypan Blue Sigma-Aldrich, Steinheim
Zellkulturflaschen, Cell Star 75cm’ Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Rezepte:

MTT-Reagenz: 5mg Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid in 1ml PBS I6sen, dann steril

filtrieren, cave Lichtempfindlichkeit. Gebrauchslosung 1:10 mit PBS verdiinnen.

N1-Medium mit Biotin: 500ml DMEM, 5ml N1-Supplement, 5Sml Penicillin (10kU/ml)/
Streptomycin (10mg/ml), 200ul Biotin, aliquotiert zu 35ml.

B104 konditioniertes Medium: 99ml DMEM mit Iml 10% FCS + Penicillin/Streptomycin
in DMEM. Nach 3 Tagen Inkubation wird der Uberstand abgezogen.

CG-4 Erhaltungsmedium: 70% N1 Medium mit Biotin, 30% B104 Medium.

CG-4 Differenzierungsmedium: 98% N1 Medium mit Biotin, 2% FCS.

2.2.2 Rezeptornachweis mittels RT-PCR bei menschlichem und tierischem

Gewebe

Um festzustellen, ob menschliche und von der Ratte stammende ZNS- und Kontroll-Gewebe
(s. Tab. 10) Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptoren exprimieren, benutzten wir den
qualitativen Nachweis von Boten-Ribonukleinsdure (mRNA) durch die Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). mRNA wird fiir die Proteinbiosynthese
bendtigt und stellt ein Bindeglied zwischen dem genomischen Bauplan und dem Endprodukt,
hier: dem Rezeptor, dar. Nach der RNA-Extraktion schrieben wir diese mithilfe der Reverse-
Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) in komplementire DNA (cDNA,

Desoxyribonukleinsdure) um. Die cDNA diente uns schlie8lich als Substrat fiir die eigentliche
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Nachweisreaktion, die PCR, welche rezeptorspezifische Sequenzen der cDNA amplifizieren

und damit gelelektrophoretisch sichtbar machen kann.

Die ¢cDNA der menschlichen glialen Zellen (vgl. Tab. 10, Nr. 8-11) erhielten wir
dankenswerterweise von Herrn Dr. Jack Antel aus dem Montreal Neurological Institute der
McGill-Universitidt in Montreal. Das zugrundeliegende Gewebe stammte aus dem Frontal-
oder Temporallappen und aus dem Corpus callosum von erwachsenen Epilepsiepatienten und
wurde epilepsiechirurgisch entfernt oder es stammte von totgeborenen Feten. Das Gewebe
wurde gemidl dem Protokoll von Yong und Antel (Yong und Antel 2001) behandelt.
Neuronen sterben bei dieser Art der Probengewinnung ab. Die Aufreinigung der glialen
Untergruppen erfolgte geméf Protokoll und fiihrt bei Oligodendrozyten und Mikroglia zu
etwa 90%igen, bei Astrozyten zu etwa 70%igen Reinkulturen (Yong und Antel 2001). Die
cDNA-Proben ,,Gesund weiblich (GS)“ und ,,Gesund minnlich (WS)*“ erhielten wir
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Walter Schulz-Schaeffer aus der Abteilung
Neuropathologie der UMG. Erstere stammt aus der frontalen kortikalen grauen Substanz eines
neuropathologisch unauffilligen weiblichen Gehirns, letztere aus der zerebralen weillen
Substanz eines neuropathologisch unauffilligen ménnlichen Gehirns. Die Positivkontrolle
»~MammaCA*“ wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Rainer Girgert aus der
gyndkologischen Abteilung der UMG zur Verfiigung gestellt. Die cDNA stammte von einer
positiv fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren getesteten Zelllinie eines Mamma-
Carcinoms. Die MS-Fille ,,MS-1 und MS-2* entnahmen wir der ,, London Brain Bank for
Neurodegenerative Diseases“ des King’s College zu London. Das Einverstindnis der
Ethikkomission der Universitdt Gottingen lag uns zur Verwendung sédmtlicher der in Tabelle

10 dargestellten Gewebe zu Beginn der Studie vor.

Menschliches Gewebe Nicht-menschliches Gewebe
1. MS1 (innerhalb Lasion in WS) 7. MammaCA 12. Rattenhirn

2. MS1 (NAWM) 8. Oligodendrozyten (adult) 13. CG4-Zellen

3. MS2 (innerhalb Lasion in WS) 9. Astrozyten (fetal)

4. MS2 (NAWM) 10. Astrozyten (fetal)

5. Gesund ménnlich (WS) 11. Mikroglia (adult)

6. Gesund weiblich (GS)

Tabelle 10:
Aufstellung der verwendeten cDNA-Proben. MS = Multiple Sklerose, NAWM = normal erscheinende weille
Substanz, WS = WeiRRe Substanz, GS = Graue Substanz.
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RNA-Extraktion

Die RNA wurde entweder aus bei -80°C tiefgefrorenem (MSI1, MS2, Gesund ménnlich,
Gesund weiblich) oder aus frischem (Rattenhirn, CG4-Zellen) Gewebe extrahiert. Es wurde
ausschlieSlich RNasefreies, zweifach autoklaviertes Material verwendet, welches nur fiir
Arbeiten mit RNA benutzt wird. Tabelle 11 gibt eine Ubersicht iiber die einzelnen Schritte der
RNA-Extraktion wie sie vom Hersteller des hier verwendeten Bausatzes (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, Hilden) empfohlen werden. Der Bausatz funktioniert nach dem Prinzip der
Festphasenextraktion mit einer Silikatmembran als RNA-Bindner (Boom et al. 1990) und
Guanidinthiocyanat als Chaotrop und RNase-Inhibitor (Chomczynski und Sacchi 1987; Boom

et al. 1990). Die Homogenisierung erfolgte mithilfe eines mechanischen Dispergierers.

(1) Die Proben (Gewebe: 30mg, Zelllinien: 10’ Zellen) werden in 600ul RLT-8-Mercaptoethanol gelést und unter
Kiihlung gleichmdfBig homogenisiert (~30 sec).

(2) Das Lysat wird fiir 3 min bei 12.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, der Rest verworfen.

(3) Der Uberstand wird mit 600ul 70%igem Ethanol versetzt und durch Pipettieren vermischt, anschliefend werden bis

zu 700 ul des Lysats auf eine Silikatmembranséule iibertragen.

(4) Zentrifugieren (15 sec bei 12.000 rpm). Der Durchfluss wird verworfen.

(5) Hinzufiigen von 700ul RW1, Zentrifugieren (15 sec bei 12.000 rpm). Der Durchfluss wird verworfen.

(6) Hinzufiigen von 500ul RPE, Zentrifugieren (15 sec bei 12.000 rpm). Der Durchfluss wird verworfen.

(7) Erneutes Hinzufiigen von 500ul RPE, Zentrifugieren (2 min bei 13.200 rpm). Der Durchfluss wird verworfen.
(8) Uberfiihren der Séule in ein neues Sammelgefdf3, trocken zentrifugieren (1 min bei 13.200 rpm).

(9) Uberfiihren der Siiule in ein Elutionsgefdpf3, Hinzufiigen von 30ul RNasefreiem Wasser, Zentrifugieren (1 min bei

12.000 rpm). Das Eluat enthdilt die isolierte RNA.

(10) Zur Bestimmung der Quantitdit: photometrische Messung. Zur Bestimmung der Qualitit: RNA-Gelelektrophorese.

Tabelle 11:

Ubersicht {iber die einzelnen Schritte der RNA-Extraktion. RLT, RLC und RW1 sind von der Firma Qiagen
patentierte Pufferl6sungen: RLT enthédlt Guanidinthiocyanat, RLC Guanidinhydrochlorid, RW1 Ethanol. Es wurde
ausschliefllich RNasefreies Material verwendet. Soweit nicht anders angegeben: Durchfiihrung bei
Raumtemperatur.

Die Guanidinthiocyanat-Pufferlosung lysiert und denaturiert das Zellhomogenisat. Ethanol
wird hinzugesetzt, um die Bindung von RNA an die Silikatmembran zu beférdern. Durch die
Zentrifugation wird das Lysat iiber die in einer Sdule befindliche Silikatmembran filtriert.
Wihrend die RNA dabei an die Silikatmatrix bindet, gelangen alle iibrigen Zellbestandteile in
das Filtrat und werden in den folgenden Waschschritten vollstindig ausgewaschen. Die RNA

wird schlieBlich mit RNasefreiem Wasser aus der Membran eluiert und den nichsten
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Schritten zugefiihrt. Der mRNA-Anteil der isolierten RNA (normalerweise 3%) wurde
dadurch erhoht, dass die Silikatmembran RNA erst ab einer Linge von 200 Nukleotiden
bindet. Die quantitative Bestimmung der isolierten RNA erfolgte am UV-Spektrometer bei
260nm. Zusitzlich flihrten wir fiir die qualitative Bestimmung noch eine Agarose-

Gelelektrophorese durch (s.u.).

cDNA-Synthese

Da mit der PCR nur DNA amplifiziert werden kann, wurde die RNA zundchst mit dem
Enzym Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben. Das Endprodukt dieser Reaktion ist
ein DNA-Doppelstrang, da das Enzym nicht nur RNA-abhédngig DNA polymerisiert, sondern
auch den RNA-Anteil des dadurch entstandenen DNA-RNA-Hybrids verdaut und durch einen

komplementidren DNA-Strang ersetzt.

Um die RNA zu denaturieren, wurden zunéchst 13pul RNA in RNasefreiem Wasser (500ng/ul)
fiir 5 min bei 65°C in einem Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) inkubiert und dann
sogleich auf Eis gestellt. Zur Herstellung des RT-Master-Mix wurden 2ul 10xRT-Puffer
(Qiagen, Hilden), 2ul Oligodesoxynucleotidtriphosphate, 1ul Oligo-d(T)-Primer (Primer aus
Thymidinbasen, der an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet) und 1pl verdiinnter RNase-
Inhibitor gemischt. Der RNase-Inhibitor wurde zuvor 1:4 in eiskaltem 1xRT-Puffer verdiinnt.
Nun wurden 13ul RNA und 1pl des Enzyms Reverse Transkriptase hinzugegeben, woraufhin
vorsichtig mit einer Pipette gemischt, zentrifugiert und im Thermocycler bei 37°C 60 min
lang inkubiert wurde. Die neu entstandene cDNA wurde bei -20°C gelagert und 1:10 in Aqua

pura verdiinnt fiir die PCR verwendet.

Primer

Um eine PCR durchzufiihren, bendtigt man ein Oligonukleotid-Primer-Paar. Die zwei
Oligonukleotidsequenzen werden so ausgewihlt, dass sie das zu amplifizierende Segment
flankieren (vgl. Abb. 4). Das Erstellen der Primer setzt das Wissen um die Gensequenz der
gesuchten Rezeptoren voraus. Diese recherchierten wir mithilfe der Online-Gendatenbanken
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) und
Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Tabelle 12 gibt die
internationale Codierung der den Primern zugrundeliegenden mRNA-Sequenzen wider. Die
Primer fiir PR und rPR erfassen hierbei sowohl (r)PR-A als auch (r)PR-B, da fiir die

Primerbindung der gemeinsame Anteil der mRNA gewdhlt wurde.
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5strogenrezeptor Progesteronrezeptor

Ratte: rERo: NM_012689 rPR: NM_022847

rERB: NM_012754

Mensch: ERa: NM_001122741 PR: NM_000926

ERB: NM_001040275

Tabelle 12:
Ostrogen- und Progesteronrezeptorensequenzen der Ratte und des Menschen und deren internationale
Codierung.

Das Designen der Primer erfolgte mithilfe des Internetprogramms Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/(Rozen und Skaletsky 2000), wobei darauf geachtet wurde,
dass die Anlagerungsstellen der Primer {iiber Exon-Grenzen hinausgingen, um die
Amplifikation genomischer DNA zu unterbinden. Die Spezifitit der Primer wurde mithilfe
des Internetprogramms ,,Blast* (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) sichergestellt. Tabelle 13 zeigt

die Basensequenzen der in dieser Arbeit eingesetzten Primer.

Primer AT (°C) BP Vorwiirts Riickwidirts
rERa 57 159 AAA-GAG-AGT-GCC-AGG-CTT-TG TGA-TTC-CTG-TCC-AAG-AGC-AA
rERB 57,8 169 AGG-AAT-GGT-CAA-GTG-TGG-AT CAG-TTG-CTC-TGG-ACT-CAA-GG
rPR 52 214 ACA-CAA-TTC-CTT-TGG-AAG-GC CGG-GAT-TGG-ATG-AAC-GTA-TT
ERa 57,4 217 CTT-GCT-CTT-GGA-CAG-GAA-CC CAG-GAC-TCG-GTG-GAT-ATG-GT
ERPB 52,7 160 AGA-AGA-TTC-CCG-GCT-TTG-TG CCC-TCA-TCC-CTG-TCC-AGA-AC
PR 57,4 252 CAA-CTA-CCT-GAG-GCC-GGA-TT TTT-CTA-AGG-CGA-CAT-GCT-GG
Tabelle 13:

Aufstellung der verwendeten Primer mit Angaben liber die optimale Anlagerungstemperatur (AT), die Anzahl
der Basenpaare (BP) des PCR-Produkts und die Basensequenz der Primer.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der gezielten exponentiellen Vervielfdltigung
von DNA-Segmenten (Mullis et al. 1986; Saiki et al. 1988). Dabei werden drei Schritte:
Denaturierung, Anlagerung der Primer und FElongation mehrfach wiederholt. Die
Denaturierung erfolgt bei 95°C und fiihrt zur Auftrennung der Doppelstrang-DNA. Nur so
konnen im néchsten Schritt die Primer bei der jeweils optimalen Anlagerungstemperatur (vgl.
Tab. 13) an die DNA binden. Die Elongation, d.h. das Binden von komplementéren

Nukleotiden an die Primer, erfolgt bei 72°C, dem Temperaturoptimum der Thermus
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aquaticus(Taq)-DNA-Polymerase. Endprodukt der PCR ist die zwischen den Primern
gelegene DNA-Sequenz (s. Abb. 4).

E— —_—>
1 -
2
& —
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4
Abbildung 4:

Die PCR verfielfiltigt die zwischen den Primern gelegenen DNA-Abschnitte. 1: Die Primer (roter und
schwarzer Strich) binden an die DNA (lange blaue Striche). Von den Primern aus beginnt die Polymerisation
(schwarze Pfeile), die im néachsten Bild (2) abgeschlossen ist (blaue Striche, die direkt an die Primer
anschlieBen). Diese neu entstandenen DNA-Strange werden nun (3) vom jeweils anderen Primer (schwarzer
und roter Strich) gebunden. Nach erneuter Polymerisation entstehen schlieBlich (4) die Endprodukte — die
zwischen den Primern gelegenen DNA-Sequenzen.

Sul 1:10 verdiinnte cDNA bzw. Aqua pura (fiir die Wasserkontrolle) wurden zusammen mit
15ul Master-Mix (4ul PCR-Puffer, 0,4ul dNTPs, 0,1ul Tag-Polymerase, 0,5u1 Vorwarts-
Primer, 0,5ul Riickwérts-Primer, 9,5ul Aqua pura) in einen Thermocycler (T3, Biometra)
gegeben, worauf 30-40 Zyklen a 90 sec (30 sec/Schritt) durchgefithrt wurden. Am Ende

wurde eine 10mintitige Elongationsphase angeschlossen.

Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA- bzw. RNA-Fragmente der GroBe nach aufzutrennen, verwendeten wir die
Agarose-Gelelektrophorese (Voytas 2001). Agarose ist ein aus Algen gewonnenes
Polysaccharid, das nach Erhitzen in einem Puffer je nach Konzentration ein grob- bis
feinporiges Netz ausbildet. An dieses wird eine elektrische Spannung angelegt und DNA und
RNA wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung Anode. GroBere Fragmente
wandern langsamer als kleinere. Ethidiumbromid dient der Sichtbarmachung der

Auftrennung. Es interkaliert mit der DNA bzw. RNA und fluoresziert unter UV-Licht.
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Wir verwendeten ein 2%iges Agarose-Gel (2g Agarose auf 100ml TBE-Puffer). Die Agarose
und der Puffer wurden in der Mikrowelle bei 800 W fiir 2-3 min aufgekocht bis die Agarose
vollstindig gelost war. Nun wurden 8ul Ethidiumbromid hinzugegeben und gut vermischt,
woraufhin das Gel in eine Flachbettkammer mit Kamm gegossen wurde. Sobald das Gel
erstarrt war, wurde es in die Elektrophoresekammer gelegt und nach Entfernung des Kamms
mit Puffer iibergossen. Die Taschen wurden mit je 10ul PCR-Produkt bzw. 5ul des
GroBenmarkers (100 Basenpaar-Leiter) beschickt. Die Laufzeit betrug bei 120 Volt 30 min.
Das RNA-Gel unterschied sich insofern, als dass ausschlieBlich RNasefreie Instrumente und
Chemikalien verwendet wurden und dass 3ul der Probe und 1ul 6xLadepuffer (Blue Orange)
in die Geltaschen gegeben wurden. Die Laufzeit betrug bei 70 Volt 50 min.

2.2.3 Zellkultur: Proliferations- und Zelltodexperimente an CG4-Zellen mit und

ohne Ostrogen- bzw. Progesteronpriinkubation

Sédmtliche Zellkulturexperimente wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Zellkulturbank durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5%-CO,-Sittigung in

einem Inkubator.
CG4-Zellen

Alle Zellkulturexperimente wurden an CG4-Zellen durchgefiihrt (vgl. 1.2). Die CG-4-Zellen
wurden zu Oligodendrozyten differenziert, indem sie fiir 24 h mit Differenzierungsmedium (s.

2.2.1) inkubiert wurden.

Im undifferenzierten Zustand wurden die Zellen mit Erhaltungsmedium (s. 2.2.1) in
Zellkulturflaschen inkubiert. Etwa alle 4 Tage mussten die Zellen passagiert, d.h. von einer
Flasche in eine andere iiberfiihrt werden, damit das Wachstum durch zu nahe Zellkontakte
nicht gehemmt wird. Dafiir wurden die Zellen durch 20miniitige Inkubation mit dem Enzym
Biotase vom Boden geldst und anschlieBend fiir 5 min bei 1200 rpm (Runden pro Minute)
zentrifugiert. Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt, die Zellen kurz aufgekratzt und in
frischem Erhaltungsmedium resuspendiert. Nach Befiillen der neuen Flaschen mit
Erhaltungsmedium wurden ca. 3-4 Tropfen der Suspension hinzugegeben. Die neuen
Flaschen wurden am Vortag mit Poly-L-Ornithin (PLO) beschichtet (steriles Wasser:PLO,
5:1), um die Adhirenz zu fordern und vor dem Passagieren dreimal mit sterilem Wasser
gewaschen und fiir 10 min mit UV-Licht bestrahlt, um einer Kontamination vorzubeugen. Es

wurden Zellen bis zur 56. Passage verwendet.
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Um die Zellen fiir die Experimente auszuplattieren, wurden die Zellen wie zum Passagieren
gelost und zentrifugiert und dann, wenn sie vorher differenziert worden waren in
Differenzierungsmedium, sonst in Erhaltungsmedium resuspendiert. Um die Zellzahl zu
bestimmen, wurden 10ul der Suspension entnommen, mit 40ul des Farbstoffs Trypan Blue
gemischt und 10pul davon in eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben. Es wurden 8 Felder
ausgezdhlt. Zur Bestimmung der Zellzahl pro Quadratmillimeter, teilten wir die Zellzahl
durch 8 und multiplizierten sie mit dem Verdiinnungsfaktor 5 und dem Neubauer-Faktor
10.000. Ausplattiert wurden je 25.000 Zellen/well (well = Kavitdt einer Zellkulturplatte) auf
mit PLO vorbeschichteten 24well-Platten.

Behandlung der Zellen mit Ostrogen und Progesteron

Um den Einfluss von weiblichen Geschlechtshormonen auf die Oligodendrozytenproliferation
zu untersuchen, inkubierten wir differenzierte CG4-Zellen mit zellkulturgetestetem Ostrogen
(17B-Ostradiol) bzw. Progesteron. Es kamen Konzentrationen von 0,2 bis 500nM Ostrogen
bzw. von 1 bis 200nM Progesteron zum Einsatz. Pro Konzentration standen 3 wells a 40.000
Zellen zur Verfligung. Die Konzentrationen entsprechen den Dosierungen anderer
Verdffentlichungen (Marin-Husstege et al. 2004; Takao et al. 2004). Das Ostrogen wurde in
Aqua dest, das Progesteron in Ethanol gelost. AnschlieBend wurden die Hormone mit
Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium (DMEM) auf die gewiinschte Konzentration
verdiinnt. Die Inkubation betrug 24 bzw. 48 h fiir die Differenzierungs- und 48 h fiir die

Zelltodexperimente.
Behandlung der Zellen mit Staurosporin bzw. dem NO - Donator SNAP

Um den Einfluss von Zelltodinduktoren (s. 1.2.1) auf zu Oligodendrozyten differenzierte
CG4-Zellen zu untersuchen, setzten wir die Zellen Konzentrationen von 10 bis 500nM
Staurosporin bzw. von 0,5 bis 2,5mM SNAP aus. Pro Konzentration standen 3 wells a 40.000
Zellen zur Verfligung. Die Konzentrationen sind in unserem Labor etabliert und wurden durch
Dosis-Effekt-Kurven (hier nicht gezeigt) ermittelt. Sowohl Staurosporin als auch SNAP
wurden mit DMEM auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die Inkubation betrug

jeweils 24 h.
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MTT-Test

S5mg MTT-Reagenz (MTT = 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid)
wurden in 1ml PBS gel6st, steril filtriert und anschlieBend 1:10 mit Differenzierungsmedium
verdiinnt. Das verbrauchte Medium wurde von den Zellen vorsichtig abgesaugt und in jedes
well 0,5ml des verdiinnten MTT-Reagenz gegeben. Dieses wurde fiir mindestens 30 min
(maximal eine Stunde) belassen, wobei mikroskopisch auf die Violettfirbung der Zellen
sowie die Bildung von Kristallen geachtet wurde. Nach Einsetzen der Kristallbildung wurde
das Medium abgesaugt und die wasserunloslichen Salze in 250ul Isopropanol plus Salzsdure
gelost. Zur weiteren Homogenisierung wurde die Platte fiir 15 min auf einen Schiittler

gestellt, worauthin die Auswertung erfolgte.
2.2.4 Auswertung
RT-PCR

Um das Ergebnis der RT-PCR darzustellen, benutzten wir die Agarose-Gelelektrophorese
(s.0.). Die DNA wird der GréBe nach aufgetrennt und durch das Ethidiumbromid unter UV-
Licht in Form von Banden sichtbar. Die Fragmentgrof3e, bzw. Basenpaarldnge kann durch
standardisierte Grolenmarker abgeschétzt werden. Die Negativkontrolle (statt der Probe wird
Aqua pura verwendet) dient dazu, Kontaminationen aufzudecken und ist bei den hier
dargestellten Ergebnissen stets negativ ausgefallen. Die Positivkontrolle hat hingegen immer
positiv auszufallen, sie dient dem Vergleich und hilft falsch-negative Ergebnisse
auszuschlieBen. Die photographische Dokumentation erfolgte mit dem Fluor-S Multilmager

(BioRad, Miinchen).

Das RNA-Gel wurde auf das Vorhandensein von zwei Banden untersucht, die durch die 18S
bzw. 28S ribosomale RNA hervorgerufen werden. Bei der Uberpriifung der RNA-Qualitit

zeigten unsere Proben ausnahmslos zwei abgesetzte Banden.
Zellkultur

Zur Quantifizierung der Parameter Zellproliferation und Zelltod verwendeten wir den MTT-
Test (vgl. 2.2.3, MTT-Test), der die mitochondriale Atmung von lebenden Zellen misst.
Dieser beruht auf der mitochondrialen Reduktion des schwach gelblichen Tetrazoliumsalzes

MTT in das stark violette Formazansalz. Die Farbentwicklung ist hierbei proportional der
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Menge der lebenden Zellen (Mosmann 1983) und ldsst sich photometrisch quantifizieren,
indem man die zunehmende Extinktion eines UV-Lichtstrahls mithilfe eines

Spektrophotometers misst.

Im Anschluss an die oben beschriebenen Schritte wurden aus jedem well zweimal 100ul
(Doppelbestimmung) entnommen und in eine 96well-Platte {iberfithrt. In einem
Spektrophotometer wurde schlieBlich nach vorangegangener Leerproben-Kalibrierung bei

540nm die Extinktion gemessen.

Die elektronische Datenverarbeitung erfolgte mit Microsoft Excel 2007 (Microsoft,
UnterschleiBheim), die statistische Analyse und graphische Veranschaulichung mit GraphPad
Prism 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Als statistischer Test kam der
Studentsche t-Test (vgl. 2.1.3) zum Einsatz. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05 (* =p <
0,05, ** =p <0,01, *** =p <0,001).
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3 Ergebnisse

3.1 Die Anzahl der Oligodendrozyten und OPCs im gesunden Corpus callosum ist

unabhidngig von Geschlecht und Alter

Um herauszufinden, ob es geschlechtsabhéngige Unterschiede in der Oligodendrozyten- bzw.
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen(OPCs)-Dichte in fiir MS typischen Regionen gibt,
untersuchten wir die Corpora callosa (C.c.) von 23 neuropathologisch unauffalligen Gehirnen.
Dies waren je fiinf Gehirne von Frauen und Mainnern, die im Alter von 21-30 Jahren
verstorben waren sowie sechs Gehirne von Frauen und sieben Gehirne von Ménnern, die im
Alter von 71-80 Jahren verstorben waren. Im Durchschnitt waren in den 23 C.c. 660,0
Zellen/mm? OLIG2-positiv. Davon waren 93,4% (616,4 Zellen/mm?) schwach positiv und
wurden als adulte Oligodendrozyten gezdhlt, 6,6% (43,6 Zellen/mm?) waren stark positiv und

wurden als OPCs gewertet.
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Abbildung 5:

Die Anzahl von Oligodendrozyten und OPCs ist unabhdngig vom Geschlecht. A: Die Dichte an
Oligodendrozyten im C.c. ist unabhangig vom Geschlecht der Patienten (p=0,1326); mannlich n=12, weiblich
n=11. B: Auch die Dichte an OPCs im C.c. ist unabhangig vom Geschlecht der Patienten (p=0,9596); mannlich
n=12, weiblich n=11.

Das Geschlecht hat keinen Einfluss auf die Oligodendrozytendichte: bei den méannlichen
Gehirnen war die durchschnittliche Anzahl der adulten Oligodendrozyten im C.c. zwar hoher
als bei den weiblichen Gehirnen (654,7 zu 574,7 schwach OLIG2-positive Zellen/mm?). Der
Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,1326). Dies dnderte sich auch
nicht, wenn nach Altersgruppen getrennt untersucht wurde (Daten hier nicht gezeigt). Die

Streuung war bei beiden Geschlechtern sehr ausgeprégt (s. Abb. 5A). Die Dichte der OPCs

war bei Frauen und Minnern fast identisch: durchschnittlich 43,9 Zellen/mm? bei den
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minnlichen und 43,2 Zellen/'mm? bei den weiblichen Gehirnen (p=0,9596), die Streuung war

ferner auch hier auffallend hoch (s. Abb. 5B).
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Abbildung 6:

Die Anzahl von Oligodendrozyten und OPCs ist unabhingig vom Alter. A: Die Dichte an Oligodendrozyten im
C.c. ist unabhingig vom Alter der Patienten (p=0,8880); 21-30 Jahre n=10, 71-80 Jahre n=13. B: Auch die
Dichte an OPCs im C.c. ist unabhingig vom Alter der Patienten (p=0,6044); 21-30 Jahre n=10, 71-80 Jahre
n=13.

Um festzustellen, ob die Oligodendrozytendichte altersabhdngig ist, stellten wir dem
Kollektiv ,,junge Patienten* (Altersgruppe 21-30 Jahre, n=10) das Kollektiv ,,alte Patienten*
(Altersgruppe 71-80 Jahre, n=13) gegeniiber. In den jiingeren Gehirnen fanden sich
durchschnittlich 620,8 adulte Oligodendrozyten/mm?, bei den élteren Gehirnen waren es
613,1. Die Streuung war bei den ilteren Gehirnen signifikant hoher als bei den jlingeren
(p=0,0046, vgl. Abb. 6A). In den jiingeren Gehirnen fanden wir durchschnittlich 39,7
OPCs/mm?, bei den dlteren 46,5 OPCs/mm? Der Unterschied in der Abweichung vom
Mittelwert (Streuung) war hier zwischen alt und jung nicht statistisch signifikant (p=0,1612,
vgl. Abb. 6B). Insgesamt konnten wir keinen altersabhidngigen Unterschied in der

durchschnittlichen Dichte von Oligodendrozyten bzw. OPCs im C.c. feststellen.

3.2 Es gibt keinen Unterschied zwischen Gesunden und MS-Kranken beziiglich
Oligodendrozyten- und OPC-Anzahl im Corpus callosum, die MS-
Verlaufsform beeinflusst die Anzahl der Oligodendrozyten, diejenige der

OPCs bleibt unbeeinflusst

Um herauszufinden, ob es zwischen an MS Erkrankten und neuropathologisch unauffilligen
Gehirnen einen Unterschied in der Oligodendrozyten- bzw. OPC-Dichte gibt, untersuchten
wir 10 ldsionsfreie Schnitte des C.c. von 9 an MS erkrankten Patienten und verglichen die

Ergebnisse mit denen von 3.1.1. Von einem Patienten lagen uns zwei Blocke aus dem C.c.
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vor. Hier werteten wir beide Lokalisationen aus und verwendeten fur die statistischen
Analysen den arithmetischen Mittelwert aus beiden Blocken. Zu sieben der neun Patienten

lagen uns Informationen zum klinischen Verlauf vor (vgl. Tab. 5).
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Abbildung 7:

Es gibt keinen Unterschied zwischen Gesunden und MS-Kranken beziiglich Oligodendrozyten- und OPC-
Anzahl im C.c.. A: Im ldsionsfreien C.c. ist in der Oligodendrozytendichte kein Unterschied zwischen MS-
Kranken und neuropathologisch unauffalligen Gehirnen feststellbar (p=0,0728), Gesund n=23, MS n=9. B: Es ist
auch kein Unterschied in der OPC-Dichte feststellbar (p=0,4652), Gesund n=23, MS n=9.

Im Durchschnitt fanden sich bei an MS Erkrankten in der ldsionsfreien weilen Substanz
(NAWM) des C.c. 711,0 Oligodendrozyten/mm?, in den neuropathologisch unauffalligen
Gehirnen zdhlten wir an dergleichen Lokalisation 616,4 Oligodendrozyten/mm? (vgl. Abb.
7A). Dieser Unterschied war mit p=0,073 knapp auBerhalb der statistischen Signifikanz. Die
Streuung war mit p=0,7110 &hnlich stark ausgepragt. An OPCs zdhlten wir in der NAWM des
C.c. bei MS-Kranken durchschnittlich 35,6, bei Gesunden 43,6 Zellen. Dieser Unterschied
war nicht signifikant (p=0,4652, vgl. Abb. 7B), ebensowenig wie die Streuung, die sich nicht
signifikant unterschied (p=0,0917).

Bei genauerer Betrachtung stellten sich sowohl die MS-Fille als auch die gesunden Gehirne
in der Oligodendrozytenanzahl als sehr heterogen dar. Es stellte sich heraus, dass, wenn nach
der Verlaufsform unterschieden wird, die Anzahl der Oligodendrozyten bei SPMS
(Krankheitsdauer ©24,3 Jahre) signifikant iiber derjenigen bei PPMS (Krankheitsdauer ¢7,3
Jahre) liegt (p=0,0122, s. Abb. 8A), mit einem Mittel von 827,2 Oligodendrozyten/mm? bei
SPMS und 605,6 bei PPMS. Die Streuung war hier jeweils gering. Die OPCs hingegen waren
gleich verteilt (s. Abb. 8B, SPMS: 937,2 Zellen/mm?, PPMS: 940 Zellen/mm?). Die Streuung
war bei SPMS hoher als bei PPMS, der Unterschied erreichte aber keine statistische
Signifikanz (p=0,0981).
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Abbildung 8:

Die MS-Verlaufsform beeinflusst die Oligodendrozyten-, aber nicht die OPC-Dichte. A: Bei SPMS finden sich
signifikant mehr Oligodendrozyten in der NAWM des C.c. als bei PPMS (p=0,012), PPMS n=3, SPMS n=4. B:
Zwischen PPMS und SPMS gibt es keine Unterschiede beziiglich der OPC-Dichte in der NAWM im C.c.
(p=0,8624), PPMS n=3, SPMS n=4.

3.3 Es gibt keinen Geschlechtsunterschied in der Remyelinisierungskapazitit
chronisch demyelinisierter Lasionen bei MS, auch die MS-Verlaufsform hat

hierauf keinen Einfluss

Wir untersuchten 174 chronisch inaktive MS-Lésionen von 36 Autopsiefillen (19 ménnliche
und 17 weibliche Gehirne, Krankheitsdauer zwischen 3 und 41 Jahren, ¢18 Jahre) auf das
Ausmal ihrer Remyelinisierung. Auf Score 0 entfielen 39,7%, auf Score 1 34,5%, auf Score 2
12,6% und auf Score 3 13,2% aller Lésionen (s. Abb. 9A, zum Score: s. Abb. 3). Wir teilten
sdmtliche Lésionen in ménnliche und weibliche ein wund verglichen den
Remyelinisierungsgrad. Wir konnten eine leichte Tendenz dahingehend feststellen, dass
weibliche Lisionen hdufiger ausgeprigt remyelinisierten als mannliche (Score 2 und 3 bei
Frauen: 32,5%, bei Ménnern 20,6%, vgl. Abb. 9B). Diese Tendenz erreichte aber keine
statistische Signifikanz (p=0,0774). Durchschnittlich lag der Remyelinisierungsgrad bei
beiden Geschlechtern etwa bei Score 1 (p=0,5113), der Median lag jeweils bei 1. Auch die
Verteilung auf die einzelnen Scores war statistisch nicht signifikant unterschiedlich (Mann-
Whitney-U-Test: p=0,7728, vgl. Abb. 9B). Um die Hypothese zu testen, dass gonadale
Hormone ursdchlich sind fiir geschlechtsabhingige Remyelinisierungsunterschiede,
verglichen wir diejenigen Lasionen, die von Frauen stammten, die vor dem 40. Lebensjahr
gestorben und wahrscheinlich prdmenopausal waren (vgl. 1.2.2) mit den minnlichen
Lésionen. Klinische Angaben zur Menopause lagen uns nicht vor. 14 Lisionen von zwei

Frauen erfiillten diese Kriterien. Auch hier erreichte der Unterschied (ausgeprégte vs. geringe
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Remyelinisierung) keine statistische Signifikanz (p=0,0684, hier nicht gezeigt). Wir konnten
folglich keine geschlechtsabhdngigen Unterschiede in der Remyelinisierungskapazitét
chronisch inaktiver Ldsionen nachweisen. Auch der klinische Verlauf der Krankheit zeigte
keinen Einfluss auf die Remyelinisierungskapazitiat. Die Lédsionen verteilten sich auf die

Scores unabhingig von der Verlaufsform (s. Abb. 9C, Mann-Whitney-U-Test: p=0,3135).
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Abbildung 9:

Es gibt keinen geschlechtsabhdngigen Unterschied in der Remyelinisierung von MS-Lisionen, auch die
Verlaufsform hat keinen Einfluss auf die Remyelinisierung. A: Bei den 174 Lasionen (nicht unterschieden nach
Geschlecht) fanden sich am haufigsten Score 0- und Score 1-Ldsionen (zusammen 74,14%), Score 3-Lasionen
fanden sich nur in 13,22%. B: Betrachtet man die Ldsionen der Frauen (n=77) und der Méanner (n=97) separat,
so sind keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung auf die Scores feststellbar (p=0,5085, Mediane
jeweils bei 1). C: Der durchschnittliche Remyelinisierungsgrad liegt bei beiden Verlaufen etwa bei Score 1
(p=0,4490, Mediane jeweils bei 1) M = méannlich, F = weiblich, PPMS n=50, SPMS n=75.

3.4 Die Remyelinisierungskapazitat ist intraindividuell heterogen, die
Krankheitsdauer und das Todesalter haben keinen Einfluss auf den

Remyelinisierungsgrad der Lasionen

Um festzustellen, inwieweit sich das Ausmal} der Remyelinisierung zwischen verschiedenen
Liasionen eines Patienten unterscheidet, wahlten wir diejenigen Personen aus, bei denen uns

fiinf und mehr Lésionen vorlagen (9: neun, J: zehn, vgl. Abb. 10). Es zeigte sich, dass die
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meisten Lésionen eines Individuums unterschiedlich stark remyelinisiert waren. Auch dies
war unabhingig vom Geschlecht. Bei 12 der 19 Patienten waren die Lésionen drei oder vier
verschiedenen Scores zuzuordnen (s. Abb. 10A,B), d.h. einige Léasionen zeigten geringe oder
abwesende (Score 0 und 1), andere dagegen ausgeprégte oder vollstindige Remyelinisierung
(Score 2 und 3). Bei 7 der 19 Personen war die Remyelinisierung eher homogen. Sémtliche
Lasionen waren entweder ausgeprigt/vollstindig (Score 2 und 3) oder geringgradig/nicht
(Score 0 und 1) remyelinisiert (vgl. Abb. 10A,B). Das Todesalter und die Krankheitsdauer
zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Remyelinisierung (s. Abb. 10C,D).
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Abbildung 10:

Intraindividuell stellt sich die Remyelinisierung iliberwiegend heterogen dar. Es gibt keine signifikante Korrelation
zwischen Todesalter bzw. Krankheitsdauer und Remyelinisierung. A: Unter den weiblichen Gehirnen war eines,
das in allen untersuchten Lasionen Uber 50% Remyelinisierung aufwies (Kreise), die Ubrigen remyeliniserten
heterogen (schwarze Punkte) oder eingeschrankt bis nicht (Pluszeichen). B: Bei den mannlichen Gehirnen war die
Remyelinisierung entweder heterogen (schwarze Punkte) oder eingeschrankt/abwesend (Pluszeichen). C: Auf der x-
Achse ist das Todesalter der Patienten dargestellt, die schwarzen Punkte entsprechen dem Durchschnittsscore
samtlicher Lasionen eines Patienten (mindestens 5 Lasionen/Patient). Die Regressionsgerade fallt ab vom jlngeren
zum alteren Todesalter, ohne dass eine signifikante Korrelation zwischen Todesalter und Remyelinisierung vorlage
(p=0,1134). D: Auf der x-Achse ist die Krankheitsdauer der Patienten abgebildet, die schwarzen Punkte entsprechen
dem Durchschnittsscore samtlicher L3sionen eines Patienten (mindestens 5 Lasionen/Patient). Die
Regressionsgerade verldauft nahezu horizontal, es liegt keine Korrelation zwischen Krankheitsdauer und
Remyelinisierung vor (p=0,8713).
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3.5 Die anatomische Lokalisation von MS-Lasionen korreliert mit dem Ausmafd

der Remyelinisierung

Um zu priifen, ob die Lokalisation das Remyelinisierungsausmal} beeinflusst, unterteilten wir
die Lasionen in fiinf anatomisch distinkte Gruppen (s. Abb. 11) und verglichen anschlieend
die einzelnen Gruppen hinsichtlich des Remyelinisierungsausmalles der Lasionen (s. Abb.

12).
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Abbildung 11:

Fiinf anatomisch distinkte Lokalisationen: Von den insg. 174 Lasionen lag etwa die Halfte (47,70%)
periventrikular, ein Viertel (25,86%) hemispharisch (weder periventrikuldr noch subkortikal), jede zehnte Lasion
(10,34%) befand sich subkortikal, ebenfalls jede zehnte (10,34%) zerebelldr und etwa jede zwanzigste (5,75%)
hippocampal.

Es zeigte sich, dass die Lokalisation einen Einfluss auf die Remyelinisierung hat. Die
Verteilung auf die einzelnen Scores unterschied sich statistisch signifikant, wenn zwischen
den Léasionen mit Lokalisation im Kleinhirn (weile und graue Substanz) und nicht im
Kleinhirn lokalisierten Lisionen differenziert wurde (Mann-Whitney-U-Test: p=0,0112). Bei
den tibrigen Lokalisationen erreichten die Unterschiede in der Verteilung der Scores in Bezug
auf die restlichen Lésionen keine statistische Signifikanz. Vergleicht man jedoch isoliert die
Anteile der komplett re- bzw. demyeliniserten Lésionen der einzelnen Lokalisationen
miteinander, so scheinen weitere lokalisationsabhidngige Unterschiede wahrscheinlich (s. Abb.
12). So waren 28% der subkortikalen und 20% der hemisphirischen bzw. hippocampalen
Léasionen komplett remyelinisert, im Gegensatz zu weniger als 10% der periventrikuldren
bzw. zerebelldren Lasionen. Komplette Demyelinisierung (Score 0) lag etwa gleich hiufig in
periventrikuldren, subkortikalen und hippocampalen (zwischen 30 und 33%), etwas hdufiger
in hemisphédrischen (44%) und am hiufigsten in zerebelldren (72%) Lésionen vor. D.h.

periventrikuldre und zerebelldre Lasionen waren im Vergleich zu den iibrigen Lokalisationen
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seltener komplett remyelinsiert und zerebelldre Lisionen waren zudem noch besonders hiufig

komplett demyelinisert. Subkortikale Lasionen remyelinisierten am hiufigsten vollstindig.
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Abbildung 12:

Die Lokalisation der Lasionen beeinflusst deren Remyelinisierung. A: Entspricht Abb. 6A. B-F: Auffallig ist, dass
hemispharische (C), subkortikale (D) und hippocampale (F) Lasionen haufiger vollstandig remyelinisieren als
periventrikulare (B) oder zerebelldre (E). Letztere sind in 72,22% der Falle komplett demyelinisiert (Score 0).
Betrachtet man dagegen alle ausgewerteten Lasionen (A), so sind nur 39,66% komplett demyelinisert.
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3.6 ERP ist bei an MS erkrankten und gesunden Gehirnen in der weifden
Substanz nachweisbar, ERa wird nur im Kortex exprimiert; PR findet sich in
der gesunden weifden und grauen und variabel in der weifden Substanz MS-

Kranker

Um die gliale Rezeptorexpression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren beim
erwachsenen Menschen — bei MS und neuropathologisch unauffélligen Kontrollen —
festzustellen, untersuchten wir cDNA mittels RT-PCR auf das Vorhandensein der Sequenzen
fiir ERa, ERP und PR. Die cDNA gewannen wir aus der RNA von zwei Autopsien von MS-
Patienten (Geschlecht nicht bekannt) und aus zwei neuropathologisch unauffalligen Autopsien
(ménnlich und weiblich). Bei den MS-Autopsien entnahmen wir das Material aus der
hemisphirischen weilen Substanz: entweder aus der nicht befallenen weilen Substanz
(NAWM) oder aus makroskopisch sichtbaren Lésionen. Das Gewebe der neuropathologisch
unauffilligen Kontrollen wurde auf die gleiche Weise gewonnen. Die ménnliche Probe

stammte dabei ebenfalls aus der hemisphérischen weilen Substanz, die weibliche Probe aus

dem frontalen Kortex (graue Substanz).

Abbildung 13:

Menschliche Gehirne — MS und Gesund — variieren in der Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression. ERa
lieB sich auBer in den Positivkontrollen nur in der kortikalen humanen Kontrolle (Gesund ¢ GS) nachweisen,
ERB war in allen Proben vertreten, PR wurde in gesunder weiBer und grauer und variabel in der weien
Substanz der MS-Fille exprimiert. Ausschnitte aus 3 PCR-Gelen mit Primern fiir ERa, ERB bzw. PR. Von rechts
nach links: Negativkontrolle, Positivkontrollen — cDNA einer rezeptorpositiven Mamma-CA-Zelllinie und cDNA
aus einem Rattenhirn (GS + WS). Graue (kortikale) Substanz eines weiblichen Menschen. Die restlichen Proben
entstammen der weien Substanz des Menschen. Das housekeeping-Gen hARP wurde fiir jede Probe positiv
getestet (hier nicht gezeigt). Sdmtliche Proben (aufer MammaCA) lagen in gleicher Konzentration vor und
wurden in gleicher Menge aufgetragen. WS = WeiRle Substanz, GS = Graue Substanz.

Es zeigte sich, dass die gliale Rezeptorexpression von ERa zwischen weiler und grauer
Substanz und diejenige von PR zwischen den erkrankten Proben variierte (s. Abb. 13). Wir

konnten ERa in den Positivkontrollen (MammaCA, Ratten-ZNS) sowie in der grauen
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Substanz einer der humanen Kontrollen nachweisen, wobei das Signal hier sehr schwach war.
PR war in beiden humanen Kontrollproben sowie in einem MS-Fall in der NAWM (auch hier
sehr schwach), im anderen Fall innerhalb der Lésion exprimiert. ERf} war in allen unseren

Proben vertreten.

3.7 Humane Oligodendrozyten zeigen eine starke Bande fiir ERf, fiir ERa besteht

eine schwache, fiir PR keine Bande.

Um festzustellen, welchen Anteil die Oligodendrozyten an der glialen Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptorexpression haben, untersuchten wir aufgereinigte, jeweils nur einem
glialen Zelltyp zugehdrige humane cDNA mittels PCR auf das Vorhandensein der jeweiligen
Rezeptorsequenz. Uns standen zwei Proben von Astrozyten von je einem Feten und je eine
cDNA-Probe von Mikroglia und Oligodendrozyten aus adulten Gehirnen zur Verfiigung. Zu

Alter und Geschlechtszugehorigkeit lagen uns keine Angaben vor.

Abbildung 14:

Humane gliale Zellen unterscheiden sich in ihrer Rezeptorexpression. Adulte Oligodendrozyten zeigen
Banden fiir ERB und schwach fiir ERa. Ausschnitte aus 3 PCR-Gelen mit Primern fir ERx, ERB bzw. PR. Rechts
auBen befindet sich die Positivkontrolle — die cDNA einer MammaCA-Zelllinie. Es ist fir ERa, ERP und PR positiv.
Die Negativkontrolle war stets negativ, das housekeeping-Gen hARP stets positiv (hier nicht gezeigt). Die glialen
Zellen unterscheiden sich hinsichtlich der Rezeptoren: ERa wird von allen Gliazellen auler Mikroglia exprimiert,
ERB ausnahmslos von allen glialen Zellen und PR ist nur in einer der Proben von fetalen Astrozyten
nachweisbar. Samtliche Proben (auRer MammaCA) lagen in gleicher Konzentration vor und wurden in gleicher
Menge aufgetragen.

Die adulten Oligodendrozyten zeigten Banden fiir ERf} und ERa, aber nicht fiir PR. Die
fetalen Astrozyten zeigten Banden fiir ERa, ERB und PR, wobei bei einer der Proben die
Bande fiir ERa schwiécher imponierte und die Bande fiir PR sogar fehlte. Die adulten
Mikrogliazellen hatten nur bei ERP eine Bande (s. Abb. 14).
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3.8 CG4-Zellen zeigen Banden fiir rERf und rPR, aber nicht fiir rER«a

Bevor wir den Effekt von Ostrogen und Progesteron auf oligodendrogliale Zelllinien
bestimmen konnten, mussten wir sicherstellen, dass unsere Zelllinien Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren exprimieren. Wir untersuchten deshalb die cDNA der CG4-Zelllinie
auf die Priisenz der fiir Ratten bekannten Ostrogen- und Progesteronrezeptoren (rERa, rERp,
rPR). Differenzierte CG4-Zellen zeigten Banden sowohl fiir rERp als auch fiir rPR (s. Abb.
15).

Abbildung 15:

CG4-Zellen zeigen Banden fiir rERB und rPR. Ausschnitte aus 3 PCR-Gelen mit Primern fiir rERa, rERB bzw. rPR.
Positivkontrolle: Rattenhirn (cDNA aus weiBer und grauer Substanz). Samtliche Proben lagen in gleicher
Konzentration vor und wurden in gleicher Menge aufgetragen.

Auch die Primerpaare fiir die menschlichen Rezeptoren konnten die Rattenrezeptoren
nachweisen und viceversa, sie erzeugten dabei aber mehrere Banden (hier nicht gezeigt), was
fiir zusétzliche Bindungsstellen und eine nicht 100%ige Homologie der Rezeptoren von
Mensch und Ratte spricht. Dennoch wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit der kleine

Buchstabe weggelassen und nur noch von ERa, ERB und PR die Rede sein.

3.9 Ostrogen fordert die Proliferation von oligodendroglialen Zellen,

Progesteron zeigt keinen proliferativen Effekt

Um zu iiberpriifen, ob Ostrogen bzw. Progesteron einen Effekt auf die Proliferation von
oligodendroglialen Zellen haben, inkubierten wir differenzierte CG4-Zellen tiber 24 bzw. 48 h
mit verschiedenen Konzentrationen von Ostrogen bzw. Progesteron und verglichen die
resultierende Zellzahl mit derjenigen ohne Zusatz von Hormonen (s. Abb. 16). Als Indikator
fiir die Zellzahl diente uns die mitochondriale Respiration, gemessen unmittelbar nach

alkoholischer Zelllyse.
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Abbildung 16:

Ostrogen fordert die Proliferation von differenzierten CG4-Zellen, Progesteron hat keinen Effekt auf die
Proliferation. A+B: Der helle Balken ganz links ist auf 100% gesetzt und stellt die nicht hormonbehandelten
CG4-Zellen dar. A: Unter Inkubation mit Ostrogen kommt es zur Zellproliferation. Die 24 h-Inkubation ist der
48 h-Inkubation Gberlegen, die Wirkung lasst mit steigender Konzentration nach, der Versuch wurde dreimal
wiederholt. B: Unter Inkubation mit Progesteron ist kein Effekt darstellbar, Inkubationszeit und
Konzentrationsmenge haben keinen Einfluss, der Versuch wurde viermal wiederholt. * = p<0,05, ** = p<0,01,
*** = p<0,001, n.s. = p>0,05.

Es zeigte sich, dass Ostrogen einen positiven Effekt auf die Proliferation von differenzierten
CG4-Zellen hat. Der Effekt war besonders markant bei einer Inkubationszeit von 24 h und
einer Konzentration im Bereich von 0,2 bis 2nM (s. Abb. 16A). Mit zunehmender
Konzentration und zunehmender Inkubationszeit nahm der Effekt auf die Proliferation ab.

Dieses Experiment wurde dreimal durchgefiihrt.

Progesteron zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Proliferation (s. Abb. 16B), dieser

Versuch wurde viermal durchgefiihrt.
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3.10 Progesteron wirkt protektiv auf oligodendrogliale Zellen bei Anwesenheit

von SNAP, Ostrogen zeigt keinen protektiven Effekt

Um zu untersuchen, ob Ostrogen bzw. Progesteron das Uberleben von oligodendroglialen
Zellen gegeniiber toxischen Einfliissen beeinflusst, inkubierten wir differenzierte CG4-Zellen
fiir 24 h mit 2nM Ostrogen bzw. 50nM Progesteron und setzten sie anschlieBend fiir weitere
24 h den Zelltodinduktoren Staurosporin bzw. SNAP aus (s. Abb. 17 und 18). Samtliche
Versuche wurden zweimal durchgefiihrt. Als Indikator fiir das Zelliiberleben diente uns die

mitochondriale Atmung unmittelbar nach alkoholischer Zelllyse.

Die Priinkubation mit Ostrogen hatte keinen Einfluss auf das Uberleben von CG4-Zellen
nach Zelltodinduktion mit Staurosporin oder SNAP (s. Abb. 17A,B). Die Pridinkubation mit
Progesteron zeigte ebenfalls keinen Effekt nach Zelltodinduktion mit Staurosporin (s. Abb.
18A), die Gabe des NO-Donors SNAP hingegen wirkte weniger toxisch nach Prdinkubation
mit Progesteron verglichen mit unbehandelten Kontrollen (s. Abb. 18B). Dieser Effekt war

unabhingig von der SNAP-Konzentration.
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Abbildung 17:

Die Priinkubation mit Ostrogen beeinflusst das Zelliiberleben von oligodendroglialen Zellen nach Gabe von
Staurosporin und SNAP nicht (Abschdtzung des Zelliiberlebens durch Messung der mitochondrialen Atmung).
A+B: Die CG4-Zellen wurden mit 2nM Ostrogen (griine Balken) oder ohne Ostrogenzusatz (schwarze Balken) 24
h inkubiert und anschlieRend weitere 24 h verschiedenen Konzentrationen von Staurosporin und SNAP
ausgesetzt. Die mitochondriale Atmung ohne Staurosporin- bzw. SNAP-Zugabe wurde gleich 100% gesetzt. Die
Versuche wurden jeweils zweimal durchgefiihrt. Estr = Ostrogen. A: Nach Gabe von Staurosporin (10-500nM)
war kein Unterschied in der mitochondrialen Atmung zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zu
erkennen. B: Auch nach Gabe von SNAP (0,5-2,5mM) war kein Unterschied in der mitochondrialen Atmung
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen festzustellen.
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Abbildung 18:

Die Prdinkubation mit Progesteron beeinflusst das Zelliiberleben von oligodendroglialen Zellen nach Gabe
von Staurosporin nicht, das Zelliiberleben nach Gabe von SNAP wird hingegen signifikant gesteigert
(Abschatzung des Zelliiberlebens durch Messung der mitochondrialen Atmung). A+B: Die CG4-Zellen wurden
mit 50nM Progesteron (rote Balken) oder ohne Progesteronzusatz (schwarze Balken) 24 h inkubiert und dann
weitere 24 h verschiedenen Konzentrationen von Staurosporin und SNAP ausgesetzt. Die mitochondriale
Atmung ohne Staurosporin- bzw. SNAP-Zugabe wurde gleich 100% gesetzt. Die Versuche wurden jeweils
zweimal durchgefiihrt. Prog = Progesteron. A: Nach Gabe von Staurosporin (100-500nM) war kein Unterschied
in der mitochondrialen Atmung zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zu erkennen. Der Anstieg der
mitochondrialen Atmung nach Gabe von 10 nM Staurosporin nach Prdinkubation mit Progesteron wurde als
Ausreiller gewertet, da er nur bei einer der beiden Durchfiihrungen des Experimentes auftrat. B: Nach Gabe
von SNAP (0,5-2,5mM) war die mitochondriale Atmung der mit Progesteron vorbehandelten CG4-Zellen hoch
signifikant weniger beeintrachtigt als diejenige der unbehandelten Zellen. *** = p<0,001.
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3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es folgt zur besseren Ubersicht eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse:

1.

Die Anzahl der Oligodendrozyten und OPCs im C.c. des Menschen ist unabhédngig von
Geschlecht und Alter und davon, ob MS vorliegt oder nicht (3.1 u. 3.2). Die MS-
Verlaufsform beeinflusst die Oligodendrozytendichte: bei SPMS findet man in der
NAWM mehr Oligodendrozyten als bei PPMS (3.2).

Die Remyelinisierungskapazitit chronischer MS-Ldsionen ist unabhingig von
Geschlecht, Menopause, MS-Verlaufsform, Todesalter und Krankheitsdauer (3.3 u.
3.4). Sie stellt sich intraindividuell iiberwiegend heterogen dar (3.4) und zeigt eine

Lokalisationsabhédngigkeit (3.5).

In der hemisphédrischen weiflen Substanz ist beim Menschen ERB und PR, aber kein
ERa nachweisbar (3.6). Zwischen MS-Kranken und Gesunden gibt es beziiglich ER-
Expression keine, beziiglich PR-Expression variable Unterschiede (3.6). Menschliche
Oligodendrozyten zeigen eine Bande fiir ERP, eine schwache Bande fiir ERa und
keine Bande fiir PR (3.7). Unsere CG4-Zellen zeigen Banden fiir PR und ERp, aber
nicht fiir ERa (3.8).

Ostrogen fordert die Proliferation von Oligodendrozyten, Progesteron beeinflusst die
Proliferation nicht (3.9). Progesteron wirkt protektiv auf Oligodendrozyten gegentiber
dem NO-Donor SNAP, nicht aber gegeniiber Staurosporin; Ostrogen zeigt keinen
protektiven Effekt auf das Uberleben von CG4-Zellen nach Inkubation mit
Staurosporin oder SNAP (3.10).
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4 Diskussion
4.1 Einflussfaktoren der Oligodendrozyten- und OPC-Dichte

Unsere Ergebnisse konnen die These, dass die Oligodendrozytenanzahl beim Menschen
geschlechtsabhingig ist, nicht erhdrten. Wie Cerghet und Kollegen (Cerghet et al. 2006)
untersuchten auch wir das Corpus callosum (C.c.). Im Durchschnitt lag die Zellzahl/mm? der
Mainner 14 % tber derjenigen der Frauen, doch der Unterschied erreichte wegen einer hohen
Streubreite keine statistische Signifikanz. Die Hohe der Streubreite korrelierte dabei mit dem
Alter der Patienten. Ein hohes Alter (71 — 80 Jahre) war mit einer ausgeprégten Streuung, ein
junges Alter (21 — 30 Jahre) mit einer geringen Streuung assoziiert. Dies geht konform mit
dlteren Studien an neuronalen und glialen Zellen, die ebenfalls altersabhingig hohe
Streubreiten beobachten konnten (Monagle und Brody 1974; Leuba und Garey 1989). Auch
innerhalb der verschiedenen Altersgruppen waren keine geschlechtsabhingigen Unterschiede
in der Zellzahl auszumachen. Ebensowenig zeigte sich die OPC-Dichte geschlechts- oder
altersabhingig. Unsere Ergebnisse lassen indes keine Aussage dariiber zu, ob beim Menschen
die Lebensdauer weiblicher Oligodendrozyten herabgesetzt oder die Apoptoserate erhoht ist
(vgl. 1.3). Um dies weiter zu untersuchen, miissten Zellkulturexperimente an priméren
menschlichen Oligodendrozyten zur Untersuchung der Lebensdauer und eine Analyse

gesunden menschlichen Hirngewebes hinsichtlich Apoptosemarkern erfolgen.

Auf der Suche nach weiteren Einflussfaktoren der Oligodendrozyten- und OPC-Dichte
verglichen wir gesunde C.c. mit ldsionsfreien C.c. (NAWM, vgl. 1.1.1, S.4) von chronischen
MS-Patienten und konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Zellzahl
feststellen. Als wir hinsichtlich der MS-Verlaufsform differenzierten, zeigte sich, dass bei
SPMS eine signifikant hohere Oligodendrozytendichte vorlag als bei PPMS und Kontrollen;
die OPC-Dichte unterschied sich nicht. Es ist hierbei jedoch zu betonen, dass uns nur wenige
lasionsfreie C.c. von gesicherten SPMS- und PPMS-Fillen vorlagen (n=7) und groBere
Fallzahlen nétig sind, um unser Ergebnis zu validieren. Es gibt bislang keine Studie, die den
Einfluss der MS-Verlaufsform auf die Oligodendrozytendichte in der NAWM untersucht
hitte. Unser Ergebnis ist mit der Vorstellung von MS als einer Krankheit mit heterogener
Histologie gut vereinbar. Die héhere Anzahl von Oligodendrozyten bei SPMS konnte dabei
durch die bei SPMS hohere perivaskuldre Entziindungsaktivitit (Revesz et al. 1994) zu
erklidren sein. Es konnte ndmlich gezeigt werden, dass Entziindungsmediatoren wie TNFa

einen proproliferativen Effekt auf OPCs haben (Arnett et al. 2001). Jene
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Entziindungsmediatoren konnten {iber den Blutweg die NAWM erreichen und dort zu einer
Oligodendrozytenvermehrung fiihren. In diesem Fall wire anzunehmen, dass mit
zunehmender Krankheitsdauer die Oligodendrozytendichte zunimmt. Diese Hypothese muss

durch weitere histologische Analysen tiberpriift werden.

Es war auffillig, dass in dieser Arbeit die OPC-Anzahl interindividuell einer groflen
Streubreite unterlag. Diese war unabhéngig von Alter, Geschlecht und MS-Krankheit. Eine
frithere Studie (Kuhlmann et al. 2008) berichtete bei Hirnbiopsien von Epilepsiepatienten
(n=6) iiber eine nur geringe Streuung bei gleicher Farbemethode. Der Unterschied beziiglich
der Streuung konnte dabei mit einer hoheren Farbequalitit des bioptischen Materials in
Zusammenhang stehen, da bei Biopsien meist eine bessere Impridgnation mit der
Fixiersubstanz zu erreichen ist. Hierflir spricht, dass bei unseren Gewebeschnitten nur etwa

70% der Zellen mit Oligodendrozytenmorphologie auch OLIG2-positiv waren (Daten nicht
gezeigt).

4.2 Einflussfaktoren der Remyelinisierungskapazitit bei Multipler Sklerose

Unsere Ergebnisse zeigen keine Geschlechtsunterschiede in der Remyelinisierungskapazitit
chronischer MS-Liasionen. Wir konnten zwar bei weiblichen Lésionen gegeniiber ménnlichen
eine Tendenz zu einer ausgeprigteren Remyelinisierung (> 50% der Lésionsflache)
beobachten, doch erreichte diese Tendenz keine statistische Signifikanz. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Patrikios und Kollegen, die bei 51 Autopsien von MS-
Patienten (weiblich : ménnlich, 1,5 : 1) keinen geschlechtsabhingigen Unterschied in der
Haufigkeit vollstdndig remyelinisierter Lasionen feststellen konnten (Patrikios et al. 2006).
Studien an Ratten kamen indessen zu einem anderen Ergebnis: nach chemischer
Lasionsinduktion im ZNS remyelinisierten weibliche Tiere ausgeprigter als mannliche (Li et
al. 2006). Dieser Unterschied war aber nur bei dlteren Tieren zu beobachten, wobei bekannt
ist, dass dltere Ratten langsamer remyelinisieren als junge (Shields et al. 1999; Sim et al.
2002). Shields und Kollegen veranschlagen 9 Wochen bei dlteren Ratten bis die
Remyelinisierung abgeschlossen ist. Bei MS sieht man, dass Remyelinisierung bereits sehr
friih, in der Hochphase der Entziindung auftritt (Raine und Wu 1993) und noch drei Monate
nach Anfang der klinischen Symptome signifikant zunimmt (Prineas et al. 1993). Womoglich
haben Li und Kollegen also einen geschlechtsabhingigen Unterschied in der Geschwindigkeit
und nicht im Ausmal} der Remyelinisierung festgestellt als sie 8 Wochen nach Lisionssetzung

die Remyelinisierung evaluierten. Ein Unterschied der Remyelinisierungsgeschwindigkeit
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lisst sich an chronisch inaktiven MS-Lisionen nicht ablesen, weshalb zur Uberpriifung dieser
These beim Menschen weitere Untersuchungen wie zum Beispiel Voxel-basierte
longitudinale MRT-Untersuchungen (Chen et al. 2007; Dwyer et al. 2009) folgen miissten.
Dazu muss allerdings einschrankend gesagt werden, dass bisher die Remyelinisierung nur

begrenzt mittels bildgebender Verfahren dargestellt werden kann (Zivadinov 2007).

Um die Hypothese zu priifen, dass weibliche gonadale Geschlechtshormone die
Remyelinisierung beeinflussen, verglichen wir die Remyelinisierungskapazitit von
pramenopausalen Frauen mit derjenigen von Ménnern (zu hormonellen Blutkonzentrationen
vgl. Tab. 3). Wir konnten keinen statistisch signifikanten Unterschied sehen. Es muss hier
aber auf die sehr kleine Stichprobe (2 Frauen, 14 Lésionen) hingewiesen werden, die der
Schwierigkeit geschuldet ist, autoptisches Gewebe von pramenopausalen MS-Patientinnen zu
gewinnen. Einen Unterschied hitte man aufgrund von Studien erwarten konnen, die iiber
einen proremyelinisierenden Effekt von Progesteron bei Tieren berichten. So erhoht die
systemische, niedrig supraphysiologische Gabe von Progesteron die Remyelinisierungsrate
alterer ménnlicher Ratten zwar nur schwach, aber signifikant (Ibanez et al. 2004). Und auch
im Cuprizonmodell, einem Toxin-vermittelten MS-Tiermodell bei Méusen, zeigt Progesteron
in der Kombination mit Ostrogen einen positiven Effekt auf die Remyelinisierung (Acs et al.
2009). Unsere Ergebnisse hingegen gehen konform mit denjenigen von Li und Kollegen, die
in der oben erwihnten Studie nach Gonadenentfernung bei Ratten keine Anderung des
beschriebenen Geschlechtsunterschieds und demzufolge keinen gonadalen Einfluss feststellen
konnten (Li et al. 2006). Es wire gleichwohl mdéglich, dass die intrazerebrale Konzentration
von Progesteron trotz fehlender gonadaler Produktion durch eine hirneigene Produktion
konstant gehalten wird (Schumacher et al. 2007) und Progesteron folglich doch als
protektives Agens bei Mannern und Frauen in Frage kommt. Hierfiir sprechen die hohen
intrazerebralen Konzentrationen an Steroidhormonen bei alten Menschen (Weill-Engerer et
al. 2002) bei geringer gonadaler Produktion. Dagegen spricht die Studie von Bixo und
Kollegen, die bei postmenopausalen Frauen intrazerebral wesentlich geringere
Progesteronlevel als bei prdmenopausalen Frauen gefunden hat (Bixo et al. 1997). Hier
besteht weiterer Forschungsbedarf. Studien, die die Wirkung von systemischem Progesteron

auf die Remyelinisierung bei MS untersuchen, liegen bislang nicht vor.

Die MS-Verlaufsformen PPMS und SPMS zeigten in unserer Stichprobe eine &hnliche
Remyelinisierungskapazitit. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Patrikios und Kollegen

iiberein, die bei SPMS zwar weniger vollstindig remyelinisierte Lisionen zdhlten als bei
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PPMS, ohne aber einen statistisch signifikanten Unterschied festzustellen (Patrikios et al.
2006). Ein weiterer Hinweis fiir eine dhnliche Remyelinisierungskapazitit ist, dass die MS-
bedingte Behinderung bei SPMS- und PPMS-Patienten mit gleicher Geschwindigkeit
zunimmt (Confavreux et al. 2000; Kremenchutzky et al. 2006).

Die Krankheitsdauer zeigt unseren Ergebnissen zufolge keinen Einfluss auf die
Remyelinisierungskapazitit  chronischer =~ MS-Lésionen. Bei  Ratten nimmt die
Remyelinisierungskapazitit mit dem Alter ab (Gilson und Blakemore 1993; Shields et al.
1999; Sim et al. 2002). Dazu passend konnten wir eine leichte Tendenz dahingehend
erkennen, dass ein hoheres Todesalter mit einer abnehmenden Remyelinisierungskapazitét
korreliert. Diese Tendenz erreichte aber keine statistische Signifikanz und weiterhin ist
Vorsicht geboten, da Patrikios und Kollegen bei MS-Patienten eine umgekehrte, ndmlich
positive und statistisch signifikante Korrelation zwischen Todesalter und Remyelinisierung
beobachteten (Patrikios et al. 2006). Dies galt iibrigens auch fiir die Krankheitsdauer, bei der
wir, eingedenk der Ergebnisse von Goldschmidt und Kollegen (Goldschmidt et al. 2009), die
teilweise auch in diese Arbeit eingehen, eher eine negative Korrelation erwartet hétten.
Goldschmidt und Kollegen konnten zeigen, dass die Remyelinisierungskapazitit bei
chronischen MS-Lédsionen geringer ist als bei akuten (s. 1.1.3, S.7). Als Erklarung fiir dieses
Phinomen wurden z.B. wiederholte Demyelinisierungsereignisse und eine resultierende
Depletion an OPCs in chronischen Lisionen diskutiert. Dies konnte bei unterschiedlicher
Krankheitsdauer auch zwischen chronischen Lésionen eine Rolle spielen. Eine Erklérung fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse von Patrikios und Kollegen und dieser Arbeit kdnnte in der
Zusammensetzung der Stichproben liegen. Unser Kollektiv bestand (soweit bekannt)
ausschlieBlich aus progredienten Verldufen, dasjenige von Patrikios und Kollegen zu 1/10 aus
akuten Verldufen (Patrikios et al. 2006). Definitionsgemil3 verlaufen die akuten Verlaufe
schnell letal (Marburg 1906) und bei Patrikios und Kollegen zeigten sie ein vergleichsweise
niedriges Todesalter und eine kurze Krankheitsdauer. Da sie in jener Studie ferner
ausschlieBlich zu der Gruppe der gering Remyelinisierenden gehorten, konnte ihre
Berticksichtigung fiir den Unterschied zwischen den Studien verantwortlich sein. Dies spricht
dafiir, dass die Heterogenitdt von MS bei Bestimmungen allgemeiner Daten wie Todesalter
und Krankheitsdauer beachtet werden sollte und dass die klinischen Verldufe dabei mit

histologischen Merkmalen korrelieren konnen.

Unsere Ergebnisse zeigen eine intraindividuell ~ liberwiegend  heterogene

Remyelinisierungskapazitit. Die meisten unserer Patienten (12 von 19) wiesen grofle
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Schwankungen im Remyelinisierungsgrad der Lisionen auf. Dies stimmt mit einer Studie von
Patani und Kollegen iiberein, die ebenfalls eine grofe intraindividuelle Variablitdt im Ausmal
der Remyelinisierung beobachteten (Patani et al. 2007). Patrikios und Kollegen fanden
hingegen ein homogeneres Remyelinisierungsprofil der einzelnen Patienten (Patrikios et al.
2006). Hier ist aber auf die unterschiedliche Methodik hinzuweisen: die meisten Patienten, die
in Patrikios® Studie als besonders gute Remyelinisierer eingestuft wurden, zeigten auch
komplett demyelinisierte Lésionen und hitten unseren Kriterien zufolge als heterogene
Remyelinisierer gegolten. Die gidnzliche Abwesenheit von Remyelinisierung war auch in
jener Studie die absolute Ausnahme. Dies zeigt, dass prinzipiell die Mehrheit der Patienten

die Fahigkeit zur Remyelinisierung besitzt.

Subkortikale Lasionen waren hédufiger komplett remyelinisiert als periventrikuldre oder
zerebelldre Liasionen. Dabei waren die zerebelliren Lésionen am haufigsten komplett
demyelinisiert. Dies geht konform mit den Ergebnissen von Patrikios und Kollegen, die
ebenfalls eine hohere Remyelinisierungsbereitschaft subkortikaler vs. periventrikulérer
Liasionen beobachteten (Patrikios et al. 2006). Unsere Ergebnisse deuten also darauf hin, dass
die Lasionslokalisation den Remyelinisierungsgrad beeinflusst. Dafiir sprechen auch Studien,
die eine verstdrkte und schnellere Remyelinisierung von Lésionen des Kortex im Vergleich zu
Liasionen der weilen Substanz beschrieben haben (Merkler et al. 2006; Albert et al. 2007).
Merkler und Kollegen fiihren dies mithilfe eines Tiermodells auf eine lokal unterschiedliche
Immunreaktion zuriick. Es ist hinlidnglich bekannt, dass sich Art und Intensitit von
Entziindungsreizen auf die Remyelinisierung auswirken (Arnett et al. 2001; Bieber et al.
2003; Chari et al. 2006; Setzu et al. 2006). Auf dhnliche Weise konnten die von uns
festgestellten Schwankungen in der Remyelinisierungskapazitit durch lokale Unterschiede in
der Immunantwort zu erkldren sein. Eine andere mogliche Erklirung wiére, dass die
intrinsische Remyelinisierungskapazitit der OPCs und Oligodendrozyten
lokalisationsabhingig differiert. Fiir diese Hypothese spricht, dass in sich entwickelnden
Maiusehirnen verschiedene Urspriinge von OPCs und damit auch der spiteren
Oligodendrozyten festzustellen sind (Kessaris et al. 2006; Richardson et al. 2006). Im
menschlichen Gehirn  konnten verschiedene Subgruppen von Oligodendrozyten im
Riickenmark identifiziert werden (Kitada und Rowitch 2006), ob dies auch fiir das Gehirn gilt,
kann vorerst nur angenommen werden. Fiir Unterschiede zwischen OPCs verschiedener
Lokalisationen spricht ferner, dass die Genexpression menschlicher OPCs vermutlich in

hohem Mal von der direkten Zellumgebung beeinflusst wird (Sim et al. 2006). Eine weitere
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denkbare Erkldrung fiir die ausgeprigtere Remyelinisierung in subkortikalen vs.
periventrikuldren Lasionen ist, dass subkortikal eine hohere neuronale Aktivitdt vorherrscht.
Es konnte gezeigt werden, dass neuronale Aktivitidt die Myelinisierung von Axonen fordert
(Demerens et al. 1996; Bradl und Lassmann 2010). Aufgrund der Linge von Axonen, die
bisweilen mehrere MS-Lisionen durchqueren, ist es wahrscheinlicher, dass die neuronale
Aktivitdt nahe den Zellkorpern und damit subkortikal intakt ist, als weiter entfernt,
beispielsweise in der Hemisphédre. Ein Grund dafiir, dass periventrikuldre Lasionen weniger
ausgepragt remyelinisieren, konnte der Anwesenheit von myelinreaktiven T-Zellen und
demyelinisierenden Antikorpern im Liquor geschuldet sein, die das ZNS iiber das entziindlich
verdnderte Ependym erreichen und so die Remyelinisierung behindern konnten. Gegen die
Lokalisationshypothese spricht, dass erwachsene Ratten im Kleinhirn nach Toxin-induzierter
Demyelinisierung vollstindig remyelinisieren konnen (Sim et al. 2002). Es werden noch
weitere Studien benétigt, die die Remyelinisierungskapazitit von OPCs hinsichtlich der

Lokalisation und eventuelle Unterschiede bei Tieren und Menschen untersuchen.

4.3 Die gliale Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im

menschlichen ZNS

In der frontalen grauen Substanz konnten wir ERa- und ERB-mRNA nachweisen. Die ERa-
Expression ist bei fehlendem Nachweis einer solchen in der weilen Substanz am ehesten auf
eine neuronale ERa-Expression zuriickzufiihren, da man weil3, dass menschliche Neuronen
sowohl ERo als auch ERP exprimieren konnen (Osterlund et al. 2000). In der
hemisphédrischen weilen Substanz von Gesunden und MS-Kranken konnten wir ERB-mRNA
nachweisen. Dies spricht dafiir, dass zumindest eine der glialen Zellgruppen (Astrozyten,
Oligodendrozyten und Mikroglia) beim erwachsenen Menschen ER[} exprimiert. Als wir die
glialen Zellarten einzeln untersuchten, bestétigte sich diese Annahme. ERB war in allen
Zellgruppen nachweisbar. ERa zeigte zudem bei Oligodendrozyten eine schwache, bei
Astrozyten eine starke und eine schwache und bei Mikrogliazellen keine Bande; somit
widersprechen die PCR-Ergebnisse der einzelnen Zellpopulationen den Ergebnissen aus der
gesunden weilen Substanz, in der wir keine ERa-Expression nachweisen konnten. Eine
oligodendrogliale ERa- und ERB-Koexpression wurde jedoch auch im Riickenmark der Ratte
(Platania et al. 2003), bei primdren Rattenoligodendrozytenzelllinien (Jung-Testas et al. 1992;
Takao et al. 2004) und bei einer Zelllinie humaner Oligodendrozyten (Cantarella et al. 2004)

beschrieben. Eine Moglichkeit unsere PCR-Befunde aus dem humanen Gewebe zu erkléren,
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wire eine lokalisationsabhdngige ERa- (und ERB-) Expression wie sie bei menschlichen
Neuronen beschrieben wurde (Osterlund et al. 2000). Um dieser These nachzugehen, miissten
Oligodendrozyten an verschiedenen Lokalisationen entnommen und beziiglich ihres
Rezeptorstatus untersucht werden. Da auBlerdem nicht auszuschlieBen ist, dass bei der
Oligodendrozytenaufreinigung eine Kontamination durch Astrozyten oder Mikrogliazellen
aufgetreten ist (vgl. 2.2.2, S.28), konnten auch diese Zellen fiir den HR -Nachweis in der
Oligodendrozytenprobe verantwortlich sein. Dies konnte zugleich die Schwachheit der ERo-
Bande erkldren. Doch auch bei den Astrozyten bzw. Mikrogliazellen miisste eine
lokalisationsabhingige Expression vorliegen, damit unsere Befunde miteinander vereinbar
sind. Eine solche ist bei Astrozyten und Mikrogliazellen aber durch Vorbefunde sogar
wahrscheinlich: bei Rattenastrozyten variierte die ER-Expression mit der Entnahmestelle
(Azcoitia et al. 1999; Mong et al. 2002; Platania et al. 2003) und desgleichen ist bei
Makrophagen — Zellen gleichen Ursprungs wie Mikrogliazellen — eine lokalisationsabhéngige
Expression beschrieben worden (Zhao et al. 2001; Khan et al. 2005). So sollte auch
hinsichtlich der ERa-Expression von Oligodendrozyten die ERa-Expression von Astrozyten
und Mikrogliazellen auf eine Lokalisationsabhingigkeit hin untersucht werden. Interessant
wire auch zu klédren, ob es Geschlechtsunterschiede bei der glialen ER-Expression gibt. Bei
primdren Rattenoligodendrozyten berichten Takao und Kollegen iiber eine achtmal hdhere
ERo-Expression bei weiblichen gegeniiber médnnlichen Zellen (Takao et al. 2004). Beim

Menschen gibt es hierzu keine Studien.

Wir konnten keinen Unterschied zwischen gesunder weiller Substanz und derjenigen von MS-
Kranken in bezug auf die ER-Expression nachweisen. Eine quantitative Aussage beziiglich
der ERPB-Expression erlauben unsere Ergebnisse aber nicht zu treffen, sodass eine
Rezeptorhoch- oder Runterregulation bei MS hiermit noch nicht ausgeschlossen ist. Es ist
bekannt, dass es bei Steroidrezeptoren auch iiber den Umweg von Koaktivatoren und
Korepressoren zu einer Transkriptionsdnderung kommen kann (Horwitz et al. 1996) und dass
das Kofaktorenprofil die Rezeptorwirkung erheblich beeinflusst (Jenster 1998). Bislang
wurden Verdnderungen der Kofaktoren nur bei Tumorerkrankungen wie Meningeomen
dokumentiert (Carroll et al. 2000), doch konnten sie auch eine Rolle in anderen
neurologischen Erkrankungen spielen. Ebenso scheint die intrazellulire Lokalisation der
Ostrogenrezeptoren ihre Funktion zu beeinflussen (Vasudevan und Pfaff 2007), weshalb
zumindest Quantitit, Kofaktorenprofil und Lokalisation der Ostrogenrezeptoren bei Gesunden

und MS-Patienten noch untersucht werden miissten, bevor eine gleiche Wirkung von
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Ostrogen bei MS und Gesunden postuliert werden kann. Analoges gilt fiir den
Progesteronrezeptor (Horwitz et al. 1996; Jenster 1998; Carroll et al. 2000; Brinton et al.
2008).

PR-mRNA konnten wir in gesundem Hirngewebe sowohl in der weillen als auch in der
grauen Substanz nachweisen. Die Prisenz von PR-mRNA in der weiflen Substanz spricht
dafiir, dass beim Menschen zumindest eine gliale Zellgruppe den PR exprimiert. Dazu passt
auch der Nachweis von PR-mRNA in einer der Astrozytenkulturen. In den MS-Féllen — je
zwei Proben aus der weiflen Substanz, aus der NAWM und intraldsional — zeigte jeweils nur
eine der Proben eine PR-Expression. Dabei war der Unterschied in der Expression
unabhingig davon, ob die Gewebeprobe der NAWM oder der Lésion entstammte, sodass sich
als Erklarung hierfiir weniger eine MS-spezifische als eine allgemeine Variabilitdt der glialen
PR-Expression anbietet. Dass wir bei zwei Proben von Astrozyten von verschiedenen Feten
nur in einer PR-mRNA detektieren konnten, spricht ebenfalls fiir eine Variabilitit der PR-
Expression. Inwiefern diese Variabilitdt lokalisationsabhéngig ist, ist durch groere Fallzahlen
und durch verschiedene standardisierte Entnahmestellen zu iiberpriifen. Ein Mechanismus
kénnte dabei die Ostrogen-Induzierbarkeit des PR sein (Jung-Testas et al. 1991). Bei
Neuronen konnte eine Lokalisationsabhédngigkeit der Induzierbarkeit dargestellt werden. Im
Hypothalamus der Ratte waren intraneuronale PRs durch Ostrogen induzierbar (Guerra-
Araiza et al. 2000), im GroBhirnkortex nicht (Guerra-Araiza et al. 2001). So koénnte auch bei
Gliazellen eine Heterogenitdt der PR-Induzierbarkeit vorliegen. Eine andere Erklarung wire,
dass durch hirneigene Ostrogenproduktion (vgl. 1.2.2, S.9-10) &rtlich verschieden hohe
Ostrogenkonzentrationen erreicht werden und via Rezeptorinduktion dies zu Unterschieden in

der PR-Expression fiihrt.

In menschlichen Oligodendrozyten konnten wir keine PR-mRNA nachweisen. Dies steht im
Gegensatz zu Ergebnissen bei der Ratte, wo in primdren Oligodendrozyten aus dem GroBhirn
(Jung-Testas et al. 1992) und in zerebelliren Kulturen (Ghoumari et al. 2003) PR
nachgewiesen wurde. Diese Unterschiede sprechen fiir eine Speziesdifferenz in der
Expression von PR in Oligodendrozyten. Aber auch eine Lokalisations- oder
Geschlechtsabhingigkeit (wie oben diskutiert) wire mit unserem Ergebnis vereinbar. Uber die
Verteilung der funktionell unterschiedlichen Splicevarianten — PR-A und PR-B — kénnen wir
im Ubrigen keine Aussage treffen, da wir die RNA-Sequenz des gemeinsamen Teils der

beiden Varianten bestimmt haben.
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Abschliefend muss darauf hingewiesen werden, dass die RT-PCR nur eine vorldufige
Methode sein kann, um die Expression eines Rezeptors zu untersuchen. Die mRNA ist
gleichsam der Bauplan eines Proteins und der Nachweis des Bauplans beweist noch nicht,
dass das Protein (hier: der Rezeptor) tatsdchlich exprimiert wird (Bartlett 2002). Es werden
folglich noch weitere Untersuchungen und zusétzliche Methoden wie die Immunzytochemie
benotigt, um das gliale Expressionsmuster der Rezeptoren ERa, ER und PR beim Menschen

endgiiltig zu kldren.
4.4 Die Wirkung von Ostrogen und Progesteron auf oligodendrogliale CG4-Zellen

In der CG4-Zelllinie konnten wir sowohl ERf als auch PR, aber kein ERa nachweisen. In
fritheren Studien hatten CG4-Zellen neben ER auch ERa (Takao et al. 2004) oder weder ERs
noch PRs exprimiert (Cadepond et al. 2002). Diese Unterschiede lassen sich mdglicherweise
durch unterschiedliche Zellkulturbedingungen erkldren. Wir verwendeten wie Takao und
Kollegen (keine Angaben bei Cadepond et al.) Phenolrot im Zellkulturmedium. Phenolrot
wirkt wie ein schwaches Ostrogen agonistisch auf ERs (Berthois et al. 1986) und fiihrt
dosisabhingig zu einer Expression des PR (Rajendran et al. 1987). Inwiefern
Ostrogenrezeptoren ~ durch  weitere  Unterschiede in der Zusammensetzung der
Zellkulturmedien induziert werden konnen, muss durch zusétzliche Studien untersucht

werden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Ostrogen die Proliferation von CG4-Zellen fordert.
Konzentrationen von 0,2 - 20nM waren proliferativ am wirksamsten; waren die
Konzentrationen noch hoher, so nahm der Effekt auf die Proliferation ab. Die besonders
wirkungsvollen Konzentrationen entsprechen dabei interessanterweise den hormonellen
Blutkonzentrationen von Miannern und pridmenopausalen Frauen (vgl. Tab. 3). Dies spricht fiir
eine hohe proproliferative Wirkung von physiologischen und schwangerschaftstypischen
Blutleveln von Ostrogen und dafiir, dass supraphysiologische, nur pharmakologisch
erreichbare Blutlevel eine geringere proproliferative Wirkung haben. Hierbei gilt es aber zu
bedenken, dass die Hormonkonzentration innerhalb eines Gewebes von der Blutkonzentration
erheblich abweichen kann (Schumacher et al. 2007). Konzentrationsabhingig
unterschiedliche Wirkungen wurden bei Ostrogen bereits hiufig beschrieben (Calabrese
2001). So konnten beispielsweise Experimente an humanen T-Zellen zeigen, dass Ostrogen in
niedrigen Dosierungen pro- und in hohen schwangerschaftstypischen Dosierungen

antiinflammatorisch wirkt (Gilmore et al. 1997). Der zugrundeliegende Mechanismus ist nicht
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klar. Uber die klassische nukledire Rezeptorenbindung ist der Effekt jedenfalls nicht zu
erkliren, da gezeigt werden konnte, dass in vitro bei Ostrogenkonzentrationen zwischen 0,1
und 500nM durchgehend eine maximale Transkriptionsinduktion besteht (Moosmann und
Behl 1999). Es konnten hier also die Membranrezeptoren, die iiber andere Mechanismen
wirken (Hammes und Levin 2007), eine Rolle spielen. Dass der Effekt bei 48stiindiger
Inkubation geringer ausfillt als bei 24stiindiger, konnte trotz geringer initialer Zelldichte tiber
eine Wachstumshemmung durch zunehmenden Zellkontakt und eine dadurch abnehmende
Nihrstoffversorgung bedingt sein (Holley und Kiernan 1968). Dagegen, dass die Ostrogen-
spezifische Wirkung am zweiten Tag abnimmt, spricht eine &ltere Studie, die bei 100nM
Ostrogen eine iiber 20 Tage stabile proproliferative Wirkung auf primire Oligodendrozyten
feststellte (Jung-Testas et al. 1992). In jener Studie waren die Zellen positiv fiir ERa, auf eine
ERB-Expression wurde nicht getestet. Da unsere Zellen nur ERP exprimierten, ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei Proliferation um eine ERB-vermittelte Wirkung handelt. Ob

auch der ERa-Rezeptor diese Wirkung vermitteln kann, miisste untersucht werden.

Wir konnten keine protektive Wirkung von Ostrogen auf oligodendrogliale CG4-Zellen
nachweisen. Die Priinkubation iiber 24 oder 48 h konnte die CG4-Zellen weder vor dem NO-
Donor SNAP noch vor Staurosporin schiitzen. Der Einfluss auf die Proliferation wurde
herausgerechnet, indem bei der Ostrogen-behandelten und bei der Kontrollgruppe jeweils die
unbehandelten Zellen auf 100% festgelegt wurden. Bei einem anderen NO-Donor, der im
Gegensatz zu SNAP zu vermehrter Peroxynitritbildung fiihrt (SIN-1), hat sich Ostrogen
protektiv gegeniiber primiren Rattenoligodendrozyten und CG4-Zellen gezeigt (Takao et al.
2004). Es wiére nun interessant zu untersuchen, wie genau die protektive Wirkung von
Ostrogen zustande kommt und ob durch den Wirkmechanismus der Unterschied zwischen NO
und Peroxynitrit zu erkldren ist. Eine andere Erklarung fiir die unterschiedliche Wirkung von
Ostrogen auf SNAP- und SIN-1-Toxizitit wire bei den Oligodendrozyten selbst zu suchen.
Bei Takao und auch bei Canterella und Kollegen (vgl. 1.2.2, S.11) exprimierten die priméiren
Oligodendrozyten beide ERs (Cantarella et al. 2004; Takao et al. 2004), in dieser Arbeit
hingegen nur ERB. In einem Tiermodell fiir MS, der experimentellen autoimmunen
Enzephalitis (EAE), wirkt Ostrogen protektiv, in dem es den Erkrankungsausbruch
herauszogert und den Verlauf abschwicht (Offner 2004). Es konnte gezeigt werden, dass fiir
diese Wirkung die ERa-Expression der Lymphozyten entscheidend ist (H. B. Liu et al. 2003;
Polanczyk et al. 2003; Elloso et al. 2005). In der Zusammenschau spricht dies dafiir, dass ERa

die protektive Wirkung von Ostrogen vermittelt. Um dies weiter zu verfolgen, miissten unsere
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Experimente mit Oligodendrozyten, die lediglich ERa exprimieren, wiederholt werden, damit
ausgeschlossen werden kann, dass Wechselwirkungen zwischen den ERs (Cowley et al. 1997;

Hall und McDonnell 1999; Scobie et al. 2002) fiir die Wirkung relevant sind.

Progesteron zeigte keinen Effekt auf die Proliferation von CG4-Zellen. In einer dlteren Studie
konnte nach mehreren Tagen bei 100nM sogar ein negativer Effekt auf die Proliferation
primdrer Rattenoligodendrozyten gezeigt werden (Jung-Testas et al. 1992). Vielversprechend
ist die hoch signifikant protektive Wirkung von Progesteron auf CG4-Zellen gegeniiber dem
NO-Donor SNAP. Dieses Ergebnis zeigt erstmals eine direkt protektive Wirkung von
Progesteron auf eine oligodendrogliale Zelllinie. NO kann iiber verschiedene Wege
zytotoxisch auf Oligodendrozyten wirken (Mitrovic et al. 1995), in MS-Lésionen spielt NO
eventuell eine Rolle bei der Entstehung von Typ-III-Lésionen (Lassmann 2003; Mahad et al.
2008). Einen wichtigen Hinweis auf den Wirkmechanismus von Progesteron konnte das
Ausbleiben der Wirkung bei Staurosporin liefern. Staurosporin induziert eine Apoptose nicht
durch direkte Einwirkung auf mitochondriale Enzyme, sondern vermutlich indirekt iiber einen
intrazelluldren Calciumanstieg (vgl. 1.2.1, S.9). Erst in der Folge fiihrt dieser zu einer
Apoptosekaskade und einer Einbeziehung der Mitochondrien. Bei NO ist ein bekannter
Schiadigungsmechanismus die Hemmung von mitochondrialen Enzymen durch NO bzw.
Peroxynitrit, wobei die Hemmung des Komplex IV im Vordergrund zu stehen scheint (Brown
und Cooper 1994; Bolanos et al. 1997), die Komplexe I-III aber auch wichtig sein kdnnten
(Lizasoain et al. 1996). Ahnliche mitochondriale Schiddigungen konnten auch in
intraldsionellen Oligodendrozyten bei MS beobachtet werden (Mahad et al. 2008). Die
protektive Wirkung von Progesteron konnte also weniger in der Beeinflussung von
Apoptosekaskaden, sondern vielmehr in der allgemeinen Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Funktionalitdt liegen. Fir diese Hypothese spricht ebenfalls, dass
Progesteron (und Ostrogen) die Aktivitit des Komplex IV der mitochondrialen Atmung
erhoht (Irwin et al. 2008). Moglicherweise wird iiber diesen Mechanismus die NO-
Empfindlichkeit gesenkt. Dies und die Wirkung von Progesteron auf die Komplexe I-III
sollten durch weitere Studien geklirt werden. Bei diesen Uberlegungen muss aber
beriicksichtigt werden, dass die SNAP-Gabe moglicherweise zu von NO abweichenden
Wirkungen fiihren kann (Y. Zhang und Hogg 2005). Eine Wiederholung mit anderen NO-
Donoren wire daher anzustreben. Ebenso wére es ratsam noch weitere Zelltodassays
anzuwenden, um Messmethodeneinfliisse zu minimieren (Y. Liu et al. 1997). Ein

interessanter zusétzlicher Ansatz wire die Untersuchung von Wechselwirkungen von
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Ostrogen und Progesteron in bezug auf die Zytoprotektion. Eine synergistische Wirkung der
beiden Hormone wurde bei der Remyelinisierung im Cuprizonmodell (Acs et al. 2009), eine

antagonistische Wirkung bei der mitochondrialen Atmung (Irwin et al. 2008) beschrieben.

Es stellt sich die Frage, inwiefern unsere Zellkulturergebnisse auf den Menschen tiibertragbar
sind. Dieser Arbeit zufolge exprimieren menschliche Oligodendrozyten im Gegensatz zu
CG4-Zellen wahrscheinlich keine PRs (vgl. 4.3). Es miisste unser Versuch also an
PRnegativen Zellen wiederholt werden, um festzustellen, ob die protektive Wirkung iiber den
PR vermittelt wird. Als Alternative kdme beispielsweise ein funktionell noch nicht gut
verstandener, strukturell abweichender Progesteron-Membranrezeptor in Betracht (Zhu et al.
2003; Thomas 2008). Ein Hinweis, dass Progesteron auch beim Menschen protektive Effekte
auf Oligodendrozyten haben konnte, ist eventuell aus Studien abzuleiten, die zeigen, dass
wiéhrend der Schwangerschaft die Schubinzidenz bei an RRMS erkrankten Frauen signifikant
sinkt (Confavreux et al. 1998). Dies ist besonders markant gegen Ende der Schwangerschatft,
wenn die Progesteronlevel Hochstwerte erreichen. Bei Einnahme von oralen Kontrazeptiva
(Ostrogen und Progesteron) konnte ferner ein protektiver Kurzzeiteffekt nachgewiesen
werden (Alonso et al. 2005). Als Erklarung fiir diese Phinomene wird meist der Einfluss von
Progesteron auf das Immunsystem herangezogen (Elenkov et al. 2001; Nicot 2009). Es ist
allerdings nicht ausgeschlossen, dass Progesteron auch eine direkte protektive Wirkung auf

menschliche Oligodendrozyten hat.
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5 Zusammenfassung

Im letzten Jahrzehnt zeigte sich mehr und mehr, dass MS sich nicht nur klinisch, sondern
auch histologisch heterogen verhélt. Es gilt seitdem als wahrscheinlich, dass eine primire
Oligodendrozytenschidigung die Ursache einiger (Typ-III- und -IV-Lisionen), vielleicht
sogar sdmtlicher MS-Léasionen (Neurodegenerationshypothese) darstellt. Diese Arbeit richtet
thren Fokus auf die Zellgruppe der Oligodendrozyten und testet Einfliisse auf die Zellzahl, die
Funktion (hier: Remyelinisierung), die Proliferation und die Vulnerabilitidt. Als potentielle
Einflussfaktoren werden das Geschlecht, das Alter, MS und die MS-Verlaufsform, die
anatomische Lokalisation und die Hormone Ostradiol und Progesteron untersucht. Es gibt
viele Studien, die dem weiblichen Geschlecht und den weiblichen Geschlechtshormonen
einen protektiven Effekt bei MS bescheinigen. Hier wurde untersucht, inwiefern dieser Effekt

mit einer Wirkung auf die Oligodendrozyten erklérbar ist.

Bei Gesunden und MS-Kranken konnten wir keinen Einfluss des Geschlechts auf die Anzahl
der Oligodendrozyten feststellen. Die MS-Verlaufsform indessen beeinflusste die Anzahl:
SPMS hatte eine hohere Zelldichte als PPMS und Kontrollen. Die Remyelinisierungskapazitét
zeigte keine Geschlechtsabhingigkeit. Dafiir konnten wir eine Lokalisationsabhidngigkeit
beobachten: subkortikale Lésionen remyelinisierten besser als periventrikuldre. Zerebelldr
gelegene Lasionen remyelinisierten am seltensten vollstindig. Die meisten Patienten wiesen

eine starke Heterogenitdt im Remyelinisierungsgrad der Lasionen auf.

Ostradiol wirkte in physiologischen Dosierungen proproliferativ auf Oligodendrozyten (CG4-
Zellen). Einen protektiven Effekt gegeniiber SNAP und Staurosporin konnten wir bei
alleiniger ERB-Expression nicht nachweisen. Da bei ERa- und ERB-Koexpression eine
Protektion beschrieben wurde, spricht unser Ergebnis dafiir, dass die zytoprotektive Wirkung
von Ostradiol ERo -vermittelt ist. Progesteron hatte keinen Einfluss auf die Proliferation von
PRpositiven Oligodendrozyten, zeigte jedoch einen stark protektiven Effekt bei Anwesenheit
des NO-Donors SNAP. Dieser Effekt war bei Staurosporin nicht nachzuweisen, weshalb eine
NO-spezifische Wirkung von Progesteron angenommen werden kann. Da NO auch bei MS
eine Rolle zu spielen scheint, ist dies eine vielversprechende Entdeckung. Inwiefern die
Wirkung PR-vermittelt ist, muss noch weiter untersucht werden. Bei humanen
Oligodendrozyten konnten wir ERB- und fraglich ERa-mRNA nachweisen. PR-mRNA
fanden wir nicht. Eine lokalisationsabhdngige Heterogenitét in der Rezeptorexpression muss
allerdings noch gepriift und eine protektive Wirkung von Ostrogen und Progesteron auf

menschliche Oligodendrozyten kann im Moment lediglich vermutet werden.
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