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1 Zusammenfassung 

Myelin umhüllt neuronale Fortsätze und unterstützt die schnelle, energieeffiziente 

Aktionspotentialweiterleitung sowie die Homöostase des umhüllten Fortsatzes. Im 

Rahmen der komplex strukturierten Myelinbiosynthese verknüpfen Oligodendrozyten 

eine Vielzahl von Myelinproteinen mit den Fettsäuren der Myelinmembran. 

Myelindegeneration kann zur Demyelinisierung und axonalen Schäden führen. Solche 

degenerativen Prozesse, wie sie bei der Multiplen Sklerose beobachtet werden können, 

werden von Neuroinflammation und einer Rekrutierung peripherer Immunzellen 

begleitet. Die sich daraus ergebende Interaktion zwischen Myelin und peripheren 

Immunzellen ist nicht gut untersucht, vor allem weil geeignete Modellsysteme fehlen. 

Um diese Interaktion weiter aufzuklären wurden im Rahmen dieser Arbeit erstens 

Methoden zur massenspektrometrischen Analyse von Myelinproteinen aus kleinsten 

Gewebeproben sowie zur experimentellen Myelindegeneration in Schnittkulturen 

etabliert und zweitens der Einfluss unterschiedlicher Tiermodelle der 

Myelindegeneration auf Immunzellrekrutierung in das Zentralnervensystem untersucht.  

Im ersten Teil der Arbeit beschreibe ich eine neu entwickelte Methode zur Isolation und 

Quantifizierung von Myelinmembranproteinen aus kleinsten Gewebemengen, wie sie 

beispielsweise bei organotypischen Schnittkulturen zur Verfügung stehen. Mit Hilfe von 

Hochleistungsflüssigkeitschromatografie-gekoppelter Tandem-Massenspektrometrie 

kann so das Myelinproteom in Zukunft untersucht werden (Joost et al., 2019; Cells).  

In einem zweiten Schritt entwickelte ich eine Methode zur Kultivierung großflächiger 

organotypischer Schnittkulturen ohne die zeitintensive Nutzung eines Vibratoms für 

den Schneideprozess. Hierbei werden ganze postnatale murine Gehirne in Agarose 

eingebettet und anschließend zur Kultur in frontaler oder sagittaler Schnittrichtung 

aufgearbeitet. Nach einer Applikation des Membrandetergenz Lysophosphatidylcholin 

konnte in cerebellaren Schnittkulturen eine reproduzierbare experimentelle 

Demyelinisierung induziert und durch Immunfluoreszenzfärbung von Basischem 

Myelinprotein und Calbindin analysiert werden (Joost et al., 2017; J Neurosci Methods). 

Im dritten Teil der Arbeit wurde untersucht, inwiefern Gehirn-intrinsische degenerative 

Prozesse zu einer Rekrutierung peripherer Immunzellen führen, und somit im Rahmen 

der Pathogenese entzündlicher fokaler Läsionen bei Multipler Sklerose eine Rolle 

spielen könnten. Hierfür wurde im Mausmodell eine metabolisch-induzierte 

Degeneration der Oligodendrozyten durch Cuprizone-Intoxikation herbeigeführt oder 
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autoimmun vermittelte Neuroinflammation in Form einer experimentellen 

autoimmunen Enzephalomyelitis induziert. Durch Kombination beider Modelle wurde 

die Immunzellrekrutierung unter autoimmun-inflammatorischen Bedingungen in 

Gebiete mit bestehender Myelindegeneration untersucht. Verschiedene Subklassen 

peripherer Immunzellen wurden durchflusszytometrisch und immunhistochemisch 

bestimmt. Immunzellrekrutierung konnte in allen Modellen durchflusszytometrisch und 

immunhistochemisch nachgewiesen werden. Im reinen Cuprizone-Modell war die 

Anzahl rekrutierter Immunzellen generell niedriger als in den beiden autoimmunen 

Modellen. Lymphozyteninfiltrate bestanden im Cuprizone-Modell überwiegend aus 

CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen, in den autoimmunen Modellen hingegen 

überwiegend aus CD4-positiven T-Helferzellen. 

Diese Arbeit zeigt damit die Robustheit von massenspektrometrischer 

Myelinproteinanalyse in kleinen Probenvolumina, die Anwendbarkeit von 

Gewebekulturen zur Induktion von experimenteller Demyelinisierung und die 

unterschiedlichen Auswirkungen von autoimmunen gegenüber primär zytodegenerativ 

demyelinisierenden Bedingungen auf die Immunzellrekrutierung ins 

Zentralnervensystem. 
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2 Einleitung 

2.1 Myelin 

Ein Großteil der Axone des Zentralnervensystems (ZNS) sind von einer vielschichtigen 

isolierenden Membranhülle umgeben, dem Myelin. Es ermöglicht die sehr schnelle 

saltatorische Erregungsleitung entlang des Axons und erhält die Versorgung des Axons 

mit Nährstoffen aufrecht [1, 2]. 

2.1.1 Myelinstruktur und -proteine 

Myelin wird aus kompakt um Axone gewickelten Zellmembranfortsätzen von 

Oligodendrozyten gebildet. Durch die vielfache Umwicklung des Axons entsteht im 

Myelin eine sich wiederholende Abfolge von Lipiddoppelschicht, Zytoplasma, 

Lipiddoppelschicht und Extrazellularraum. Die Membranen liegen dabei derart kompakt 

aneinander, dass die genannte Abfolge nur etwa 12 nm breit ist, Zytoplasma und 

Extrazellularraum sind also sehr schmal (Übersichtsartikel in [3]). 

Oligodendrozyten umhüllen Axone abschnittsweise, dadurch bilden sich Myelin-

umhüllte Internodien mit dazwischenliegenden nicht umhüllten Nodien, an denen die 

Ausbildung von Aktionspotentialen stattfindet. Im an das Nodium angrenzenden 

Paranodium bilden die Ränder jeder einzelnen Schicht der Myelinscheide mit dem Axon 

feste Verbindungen, die Nodium und Internodium elektrisch voneinander isolieren. 

Innerhalb der Myelinscheide wird zwischen der innersten adaxonalen Myelinschicht, der 

äußersten abaxonalen Myelinschicht und dem dazwischenliegenden kompakten Myelin 

unterschieden. Diese Kompartimente werden durch unterschiedliche Myelinproteine, 

die in die Lipiddoppelschichten eingelagert oder eng mit ihnen assoziiert sind, 

charakterisiert (Abbildung 1). 

Das am häufigsten vorkommende Myelinprotein ist das Myelin Proteolipid-Protein 

(PLP). Es besitzt 4 Transmembrandomänen und ist in den Membranen des kompakten 

Myelins lokalisiert. Seine Funktion ist nicht abschließend geklärt, es vermittelt aber 

wahrscheinlich die Adhäsion der nach extrazellulär gerichteten Lipiddoppelschichten 

zueinander [4, 5]. Das zweithäufigste Myelinprotein des ZNS ist das Basische 

Myelinprotein (MBP). Es liegt zytosolisch innerhalb des kompakten Myelins vor. Durch 

teilweises Einlagern in die Lipiddoppelschichten und Wechselwirkungen untereinander 

verbinden MBP-Moleküle die zytoplasmatisch ausgerichteten Membranen miteinander 

und reduzieren so den zytoplasmatischen Raum im Myelin auf eine Breite von etwa 
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3 nm [6, 7]. Um die Versorgung von Myelin und dem Axon unter anderem mit 

Metaboliten sicherzustellen, bilden sich zytoplasmatische Kanäle innerhalb des Myelins 

[8]. Sie werden unter anderem von 2',3'-Cyclic-Nucleotide 3'-Phosphodiesterase 

(CNPase) entgegen der komprimierenden Wirkung von MBP offengehalten [9]. In die 

äußere, abaxonale Membran ist Myelin-Oligodendrozyten-Protein (MOG) eingelagert, 

dessen Funktion bisher ungeklärt ist [10, 11]. Der adaxonale Raum zwischen dem Axon 

und der adaxonalen Myelinmembran wird von Dimeren von Myelin-assoziiertem 

Glykoprotein (MAG) durchspannt und auf eine Breite von etwa 15 nm fixiert [12, 13]. 

Außerdem vermittelt die Assoziation mit MAG über verschiedene Kinase-abhängige 

Signalkaskaden die axonale Reifung [14, 15]. In den Paranodien hingegen wird die 

Verbindung zwischen Axon und Myelinmembran über die Zelladhäsionsmoleküle 

Contactin, Contactin-assoziiertes Protein und Neurofascin vermittelt [16].  

 

Abbildung 1: Myelinproteine 
Myelin besteht aus den Zellmembranen von Oligodendrozyten, die mehrfach um ein Axon gewickelt sind. 
Myelinproteine liegen in unterschiedlichen Kompartimenten des Myelins vor. MBP liegt zytosolisch 
innerhalb von kompaktem Myelin. PLP liegt im extrazellulären Kompartiment des kompakten Myelins. 
MAG liegt an der adaxonalen Membran und MOG an der abaxonalen Membran. CNPase hält 
zytosolische Kanäle zur Versorgung von Myelin und Axon offen. Im Paranodium vermitteln Komplexe 
aus Contactin, Neurofascin und Contactin-assoziiertem Protein den Kontakt zum Axon. Modifiziert nach 
[3].  

Diese Zusammenstellung einiger Myelinproteine soll betonen, dass Myelin eine 

hochorganisierte Struktur ist, deren Kompartimente sich in Struktur und Funktion und 

damit einhergehend in ihren Proteinprofilen wesentlich unterscheiden. 

2.1.2 Humane Myelinopathien 

Erkrankungen des Myelins sind vielseitig und können diverse Ursachen haben. Es lassen 

sich Leukodystrophien (hereditäre Defekte von struktur- oder stoffwechselrelevanten 

                              

     

    

    

    

    

       

         -        
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Myelinproteinen) und erworbene Myelinopathien (z.B. autoimmun oder toxisch) 

unterscheiden (Übersichtsartikel in [17]). Die klinischen Erscheinungsbilder sind ebenso 

wie die strukturellen Veränderungen des Myelins heterogen. Im Folgenden sollen ein 

paar Beispiele vorgestellt werden, um diese Variabilität zu verdeutlichen.  

Die häufigste erworbene Myelinopathie ist die Multiple Sklerose (MS). Die Erkrankung 

beginnt bei den meisten Patienten als schubförmige MS (relapse-remitting MS, RRMS), 

bei der sich Phasen der zentralnervösen Inflammation, begleitet von neurologischen 

Symptomen, mit Phasen der Remission ohne oder mit schwächeren neurologischen 

Symptomen abwechseln. Bei einem Großteil der Patienten geht die Krankheit nach 

einigen Dekaden in einen progressiven Verlauf (sekundär progressive MS, SPMS) über, 

der durch fortschreitende Verschlechterung der klinischen Symptomatik ohne 

inflammatorische Schübe gekennzeichnet ist [18]. Histopathologisch wird die 

Erkrankung durch fokal auftretende Demyelinisierung der weißen und auch grauen 

Substanz gekennzeichnet, die von Inflammation und axonalem Schaden begleitet wird. 

Die Läsionen können generell im gesamten ZNS auftreten, häufen sich aber 

insbesondere angrenzend an den inneren und äußeren Liquorraum [19, 20]. Das 

histologische Erscheinungsbild der Läsionen variiert, was den Myelinisierungszustand 

und die Infiltration durch Immunzellen betrifft (vgl. 2.3.3). Insbesondere in 

symptomarmen Intervallen der RRMS kommt es außerdem zur Remyelinisierung von 

Läsionen [21, 22]. Die Myelinscheide wird also teilweise wieder aufgebaut, 

ultrastrukturell lassen sich aber Unterschiede zu physiologisch myelinisiertem Myelin 

feststellen [23]. Die Pathogenese der MS ist bis auf die Identifikation einiger 

epidemiologischer Risikofaktoren weitestgehend ungeklärt [24]. Der Mechanismus der 

Demyelinisierung beruht auf verschiedenen Faktoren, wie direkter Zytotoxizität durch 

antigen-spezifische [25] oder -unspezifische [26] T-Lymphozyten, Autoantikörper gegen 

Myelinproteine [27] oder mitochondrialen Schädigungen von Oligodendrozyten, die 

wahrscheinlich durch Mikroglia vermittelt werden [28, 29]. Der genaue Mechanismus 

und die beteiligten Faktoren sind aber unbekannt [30]. 

Eine weitere inflammatorische demyelinisierende Erkrankung des ZNS ist die akute 

disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM). Dabei kommt es, in der Regel im Anschluss 

an eine Infektion, zur Entwicklung von perivenösen demyelinisierenden und 

inflammatorischen Läsionen [31]. Diese Läsionen unterscheiden sich von MS-Läsionen 

durch ihre exklusiv perivenöse Lage und einen monophasischen Krankheitsverlauf [32]. 
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Außerdem werden bei ADEM oft MOG-Autoantikörper im Blut nachgewiesen, was bei 

MS selten der Fall ist [33]. Die genaue Pathogenese dieser Erkrankung ist aber unklar. 

Die Leukodystrophie Pelizaeus-Merzbacher-Syndrom beruht auf einer Mutation im 

PLP-kodierenden Gen PLP1 und führt zu unterschiedlich stark ausgeprägter 

Demyelinisierung [34]. Abhängig von der Art der Mutation variiert der Mechanismus 

der Myelinschädigung ebenso wie die Schwere der klinischen Manifestation [35]. 

Misssense-Mutationen führen zur Expression von fehlgefaltetem PLP [36]. Dadurch 

wird in Oligodendrozyten eine unfolded protein response1 aktiviert, die zur Apoptose 

des Oligodendrozyten führen kann. Es kommt durch den Untergang von 

Oligodendrozyten zur massiven Dysmyelinisierung (Fehlen der Myelinscheide). Eine 

Duplikation des PLP1-Gens hingegen führt zur Überexpression des Proteins, mit der 

Folge, dass PLP im späten Endosom akkumuliert und PLP-assoziierte 

myelinaufbauende Prozesse unterbrochen werden. Auch dies führt zur Dysfunktion von 

Oligodendrozyten und zu massiver Dysmyelinisierung [38, 39]. Bei einer Nullmutation 

des PLP1-Gens hingegen wird kein PLP exprimiert, der Oligodendrozyt wird dadurch 

aber nicht wesentlich geschädigt. Myelin wird in vollem Umfang gebildet, weist aber 

ultrastrukturelle Veränderungen auf [40]. Es kommt außerdem zur Entwicklung von 

progressiven axonalen Schäden, was zu vergleichsweise milden neurologischen 

Symptomen führt [41]. Der zugrundeliegende Mechanismus der axonalen Schädigung ist 

ungeklärt. 

Aus dieser unvollständigen Auswahl von humanen demyelinisierenden Erkrankungen 

geht hervor, dass Ursachen sowie Ausprägung und morphologisches Erscheinungsbild 

von Myelinschäden divers und oftmals im Kern unverstanden sind. Die Untersuchung 

von Demyelinisierungsvorgängen an humanem Material wird durch die geringe 

Verfügbarkeit von Autopsiematerial eingeschränkt, insbesondere für (ultra)strukturelle 

Analysen ist das Material durch eingeschränkte Möglichkeiten der Probenaufarbeitung 

oft nicht optimal. Dementsprechend werden für Studien der Demyelinisierung häufig 

Tiermodelle verwendet. 

                                                 
1  Unfolded protein response: Die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im endoplasmatischen 
Retikulum aktiviert diverse Signalkaskaden, die zur Verringerung der Proteinbiosynthese, zur Verstärkung 
der Proteindegradation und zur verstärkten Expression von zur Proteinfaltung relevanten Hilfsproteinen 
(z.B. Chaperone) führen. Kann die Proteinakkumulation so nicht aufgehoben werden, wird die Apoptose 
der Zelle eingeleitet (Übersichtsartikel in [37]). 
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2.2 Modelle der experimentellen Demyelinisierung 

Im Tiermodell lassen sich im Wesentlichen toxische, virale, autoimmune und genetisch 

induzierte Demyelinisierung unterscheiden (Übersichtsartikel in [42]). Im Folgenden 

sollen die Modellsysteme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, näher erläutert 

werden. 

2.2.1 Lysophosphatidylcholin 

Lysophosphatidylcholin (LPC) ist ein endogenes Lysophospholipid 2 . Bei stereo-

taktischer Injektion in das ZNS von Nagetieren verursacht LPC eine fokale 

Demyelinisierung [44]. LPC lagert sich unspezifisch in die Zellmembranen am Wirkort 

ein und stört die Membranpermeabilität. Das führt zur Auflockerung und schließlich 

zum Untergang der Myelinscheide [45]. Axone sind weniger stark betroffen, zeigen aber 

trotzdem eine Schädigung. Nach der LPC-Behandlung kommt es zur spontanen 

Remyelinisierung axonaler Fasern. Die neu gebildete Myelinscheide ist allerdings dünner 

als die ursprüngliche [46, 47]. 

Neben der stereotaktischen Applikation in das ZNS kann LPC verwendet werden, um 

ex vivo in organotypischen Gewebekulturen Demyelinisierung zu induzieren. Organo-

typische Gewebekulturen sind 300-500 µm dicke Schnitte aus Nervengewebe, die in der 

Regel nach der Stoppini-Methode auf semipermeablen Membranen kultiviert werden 

[48]. In ihnen bleibt die dreidimensionale Anordnung verschiedener Zelltypen erhalten, 

so auch die Myelinisierung von Axonen. Ein gängiges System zur Analyse von 

Demyelinisierung in Gewebekulturen sind sagittale Kulturen des Cerebellums von 8-10 

Tage alten Mäusen [49]. Die Myelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen des Cerebellums 

hat in dem Gewebe zu Kulturbeginn bereits begonnen und schreitet während der 

Kultur weiter fort [50]. Durch Zugabe von LPC in das Kulturmedium für einen 

begrenzten Zeitraum kann eine Demyelinisierung bei Erhalt der Purkinje-Zell-Axone 

experimentell induziert werden [51]. Im Anschluss kann eine endogene 

Remyelinisierung beobachtet werden [52]. Dieses Modellsystem wurde beispielsweise 

verwendet um den Einfluss von Wirkstoffen oder genetischen Veränderungen auf die 

Remyelinisierung zu testen [53–55]. 

                                                 
2 Lysophospholipide leiten sich von Glycerophospholipiden ab. Letztere bestehen aus einer Kopfgruppe 
aus Glycerin, an das zwei hydrophobe Alkylketten sowie, über eine Phosphodiesterbindung, eine polare 
Alkoholgruppe gebunden sind. Lysophospholipide entstehen durch die Abspaltung einer Alkylkette von 
Glycerophospholipiden. Sie haben amphipatischen Charakter und besitzen dementsprechend 
emulgierende Eigenschaften. Sie kommen in geringen Mengen in biologischen Membranen vor und 
modulieren als Signalmoleküle diverse biologische Funktionen. [43]. 
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2.2.2 Cuprizone 

Cuprizone ist ein Kupferchelator, der bei oraler Gabe in Mäusen eine toxische 

Demyelinisierung induziert [56] (Abbildung 2). Nach Beenden der Cuprizone-Gabe 

kommt es zur Remyelinisierung aller betroffenen Hirnregionen [57]. Die 

Demyelinisierung ist in diversen Hirnregionen in weißer und grauer Substanz 

beschrieben, darunter Corpus callosum [58, 59], Cerebellum [60], Hippocampus [61], 

Basalganglien [62], Thalamus [63] und Kortex [64], das Rückenmark hingegen ist nicht 

betroffen [65]. Die Demyelinisierung entsteht durch Störung des mitochondrialen 

Energiestoffwechsels mit darauffolgender Apoptose reifer Oligodendrozyten [66]. 

Wahrscheinlich werden durch den Cuprizone-vermittelten Kupfermangel Kupfer-

abhängige Enzyme der Atmungskette inaktiviert [67, 68]. Es ist unklar, weshalb 

Oligodendrozyten anfälliger für diesen Kupfermangel sind als andere gliale und 

neuronale Zelltypen [69].  

 

Abbildung 2: Demyelinisierung im Cuprizone-Modell 
Durch Fütterung mit dem Kupferchelator Cuprizone wird in Mäusen eine toxische Demyelinisierung 
ausgelöst. Nach fünf Wochen Cuprizone-Behandlung lässt sich massiver Myelinverlust durch 
immunhistochemische PLP-Markierung insbesondere im Corpus callosum und Kortex nachweisen. Ktrl: 
Kontrolle, Cup: Cuprizone. Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, Institut für Anatomie 
Rostock. 

Die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung wird sekundär von verschiedenen 

histopathologischen Merkmalen begleitet [70]. Es kommt zur Astrogliose [56, 71], 

axonalem Schaden [72] und einer Proliferation von Oligodendrozytenvorläuferzellen. 

Letztere differenzieren zum Großteil zu adulten Oligodendrozyten aus [73] und führen 

zur Remyelinisierung. In demyelinisierenden Regionen tritt außerdem eine starke 

Mikrogliose auf [74]. Mikroglia phagozytieren Myelindebris, außerdem wird diskutiert, 

dass Mikroglia durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren in 

Cuprizone-induzierten Läsionen die Oligodendrozytendifferenzierung und damit 

Remyelinisierung verstärken und inflammatorische Reaktionen unterdrücken können 

[74, 75]. 

             -    

       

    -    
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Neben einer Aktivierung der ortsständigen Immunzellen werden neutrophile 

Granulozyten [76] und Makrophagen [77, 78] aus der Peripherie an den Ort der 

Demyelinisierung rekrutiert. Zur Rekrutierung von peripheren Lymphozyten hingegen 

gibt es in der Literatur widersprüchliche Angaben. In mehreren Studien wurde das 

Vorhandensein von Lymphozyten in Cuprizone-induzierten demyelinisierten Regionen 

ausgeschlossen [79–81]. Andere Arbeiten konnten allerdings geringe Zahlen von T-

Lymphozyten im Gehirn von Cuprizone-behandelten Tieren nachweisen [77, 78]. 

Neben dem demyelinisierenden Effekt führt der Cuprizone-induzierte Kupfermangel 

über eine Inhibition der Interleukin-2-Synthese [82] auch zu Reifungsstörungen von 

Lymphozyten [83, 84]. Dieser Lymphozyten-depletierende Effekt könnte der Grund für 

die geringe Rekrutierung von peripheren Lymphozyten in demyelinisierende Cuprizone-

Läsionen sein. 

Die Blut-Hirn-Schranke wird im Cuprizone-Modell in der Regel als intakt beschrieben 

[85, 86]. Jüngere Studien zeigen allerdings eine früh nach Beginn der Cuprizon-Gabe 

einsetzende leicht erhöhte Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke [87–89]. 

Das Cuprizone-Modell wird als Modell der SPMS eingesetzt. Die nicht auto-immun 

vermittelte fortschreitende Demyelinisierung mit geringer Rekrutierung peripherer 

Immunzellen rekapituliert die wesentlichen histopathologischen Merkmale der SPMS 

(vgl. 2.3.3) und grenzt sich ab zu Modellen mit massiven Immunreaktionen, die eine 

RRMS modellieren sollen (vgl. 2.2.3). 

2.2.3 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine inflammatorisch 

vermittelte Demyelinisierung, die auf unterschiedliche Art ausgelöst werden kann. Eine 

EAE kann in Nagetieren durch Transplantation von Myelin-spezifischen T-

Lymphozyten (adaptiver Transfer) oder durch Immunisierung mit Myelinantigenen bei 

gleichzeitiger Immunstimulation induziert werden (Übersichtsartikel in [90]). 

Ausprägung und Verlauf der EAE sind wesentlich von Methode und Tierstamm 

abhängig. An dieser Stelle möchte ich auf die in dieser Arbeit verwendete Variante der 

EAE, die Immunisierung von C57BL/6-Mäusen mit MOG-Antigen näher eingehen. 

Die EAE wird durch Immunisierung mit einem MOG-Peptid in einem Adjuvanz mit 

hitzeinaktivierten Mykobakterien und zusätzlicher Stimulation der Immunantwort durch 

Injektion von Pertussistoxin induziert. Es kommt dadurch zu einem monophasischen 

Krankheitsverlauf, bei dem die Tiere eine vom Schwanz über die Hinterläufe zu den 
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Vorderläufen aufsteigende Paralyse entwickeln [91]. Histopathologisch ist die EAE 

durch inflammatorische Infiltrate in Rückenmark, Hirnstamm und Cerebellum 

gekennzeichnet (Abbildung 3). Weitaus weniger häufig finden sich auch Infiltrate im 

Vorderhirn [92]. Die Infiltrate liegen bevorzugt perivaskulär, periventrikulär oder 

subpial [93]. Sie induzieren akuten axonalen Schaden [72, 94]. Dieser wird von 

sekundärer Demyelinisierung begleitet [95], die aber weniger stark ausgeprägt ist als im 

Cuprizone-Modell und sich vor allem ultrastrukturell nachweisen lässt [96]. Die 

inflammatorischen Infiltrate werden von T-Helferzellen [97] dominiert, aber auch 

Mikroglia [93, 98], Makrophagen [98], dendritische Zellen [99], zytotoxische T-Zellen 

[100] und Granulozyten [101, 102] werden rekrutiert. B-Lymphozyten werden kaum ins 

ZNS rekrutiert, sie spielen aber eine wesentliche Rolle in der Aktivierung von T-

Lymphozyten während der EAE [103, 104]. Die Blut-Hirn-Schranke weist bei EAE 

Defekte in der Tight-Junction-Expression [105] und Permeabilität [106] auf. 

 

Abbildung 3: Immunzellinfiltrate in EAE 
Im EAE-Modell bilden sich im Rückenmark und Kleinhirn inflammatorische Infiltrate, die mit 
Demyelinisierung und Funktionsverlust von Axonen einhergehen. In der Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
sind subpiale und perivaskuläre Infiltrate als Ansammlungen basophiler Zellkerne zu erkennen. 

Das Modellsystem EAE ist das am häufigsten verwendete Modell für MS. Es zeigt 

fokale Läsionen mit massiver Rekrutierung von Immunzellen, was vergleichbar mit 

akuten Schüben der RRMS ist. Insbesondere Mechanismen der Immunzellrekrutierung 

ins ZNS und Interaktionen verschiedener Immunzellen können am Modell der EAE 

untersucht werden [107]. 

2.2.4 Kombination aus Cuprizone-Behandlung und experimenteller 

autoimmuner Enzephalomyelitis 

Um die Migration von Immunzellen in Regionen mit bestehenden Myelinschäden zu 

untersuchen, können Cuprizone-Behandlung und EAE-Induktion kombiniert werden 

(CupEAE). Dazu wird zunächst eine leichte Demyelinisierung durch Cuprizone-
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Behandlung induziert. Anschließend wird eine EAE induziert. Die Tiere entwickeln 

unter dieser Behandlung die gleichen Symptome wie bei einer reinen EAE. 

Inflammatorische Läsionen sind im ZNS aber nicht auf Rückenmark, Hirnstamm und 

Cerebellum beschränkt, sondern befinden sich auch im Vorderhirn (Abbildung 4). Der 

Schwerpunkt liegt dabei auf den Regionen, die durch Cuprizone-Behandlung vorrangig 

demyelinisiert werden [108]. 

 

Abbildung 4: Immunzellrekrutierung im kombinierten Cuprizone-EAE-Modell 
Bei der Kombination von Cuprizone-induzierter Demyelinisierung im Vorderhirn und dem Auslösen 
einer EAE kommt es zur Bildung von Lymphozyteninfiltraten im Vorderhirn, die bei einer reinen EAE 
nicht auftreten. Die Lymphozyten werden vor allem an Orte der primären Demyelinisierung, wie hier am 
medialen Corpus callosum gezeigt, rekrutiert. Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, 
Institut für Anatomie Rostock. 

Die Histopathologie der Läsionen zeigt wesentliche Merkmale des Cuprizone- sowie des 

EAE-Modells: mitochondriale Schäden und Apoptose von Oligodendrozyten, 

Mikrogliose, Demyelinisierung, akute axonale Schäden und perivaskuläre und 

parenchymale inflammatorische Infiltrate [109]. Die Zusammensetzung der 

inflammatorischen Infiltrate ist weniger detailliert charakterisiert als im EAE-Modell. 

Die Infiltrate beinhalten Mikroglia, T-Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten 

[102, 108]. Die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke ist in diesem Modell nicht explizit 

untersucht, die Rekrutierung von Immunzellen ins Parenchym lässt aber auf eine 

erhöhte Permeabilität schließen. Hinzu kommt, dass die Aquaporin4-Expression entlang 

von zentralnervösen Blutgefäßen Störungen aufweist, die auf eine Veränderung der 

Blut-Hirn-Schranke hindeuten [108]. 

Dieses Modell eignet sich zur Untersuchung der Immunzellrekrutierung und hieran 

beteiligten Faktoren in ein ZNS mit beginnenden Myelinschäden. Das Modell wurde in 

unserer Arbeitsgruppe etabliert und charakterisiert. 

2.3 Immunzellrekrutierung in das Zentralnervensystem 

Der generelle Ablauf einer spezifischen Immunantwort ist folgender: Ein Antigen wird 

am Infektionsort von Antigen-präsentierenden Zellen (APZ), in der Regel dendritischen 

Zellen, phagozytiert und prozessiert. Die APZ verlässt das Gewebe über die 

                -    

      

    -    
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Lymphbahn und gelangt in einen lokalen Lymphknoten. Hier präsentiert die APZ das 

Antigen auf ihrer Zelloberfläche mit Hilfe von major histocompatibility complex II 

(MHC II)-Molekülen. B-Lymphozyten mit Antigen-spezifischem B-Zell-Rezeptor 

werden aktiviert und verbleiben im Lymphknoten. Durch Kontakt mit einer aktivierten 

T-Helfer-Zelle können diese B-Lymphozyten proliferieren und zu Antikörper-

produzierenden Plasmazellen ausdifferenzieren. T-Lymphozyten mit Antigen-

spezifischem T-Zell-Rezeptor werden durch Kontakt mit dem Antigen und durch die 

Kostimulation der APZ aktiviert und verlassen den Lymphknoten in die Blutbahn. Am 

Infektionsort verlassen die T-Lymphozyten das Blutgefäß durch Adhäsion an 

spezifische Adhäsionsmoleküle von Endothelzellen und migrieren ins Parenchym. Am 

Ort der Infektion ist ein zweiter Antigenkontakt über eine APZ notwendig, um den T-

Lymphozyten endgültig zu einer Effektorzelle zu aktivieren. Nach diesem Kontakt 

beginnt der Lymphozyt zu proliferieren und differenziert in seinen reifen Phänotyp. 

Zytotoxische T-Zellen induzieren Apoptose in Zielzellen, T-Helferzellen modulieren 

durch Zytokinsekretion die Immunantwort (Übersichtsartikel in [110]). 

Das ZNS ist allerdings ein immunprivilegiertes Organ. Es sind nur wenig dendritische 

Zellen im Gewebe ansässig und das ZNS besitzt keine klassischen Lymphgefäße, über 

die APZ nach Antigenkontakt migrieren können. Die Blut-Hirn-Schranke erschwert die 

Migration von aktivierten Immunzellen aus dem Blut in das Parenchym. Die 

Mechanismen für Antigenpräsentation und Immunzell-Rekrutierung sind 

dementsprechend andere als in den meisten anderen Geweben (Abbildung 5). 

2.3.1 Präsentation von Myelinantigenen im Zentralnervensystem 

Der erste Antigenkontakt zwischen naiven Lymphozyten und von APZ präsentierten 

Myelinantigenen findet wahrscheinlich in tiefen zervikalen Lymphknoten statt [111]. In 

EAE-Modellen und MS-Patienten konnten mit Myelinantigenen beladene Dendritische 

Zellen oder Makrophagen in tiefen zervikalen Lymphknoten nachgewiesen werden [112] 

und die chirurgische Entfernung dieser Lymphknoten vermindert die Symptome einer 

induzierten EAE wesentlich. Es ist nicht abschließend geklärt, auf welchem Weg 

Antigene oder Antigen-beladene Zellen in die Lymphknoten gelangen. Das ZNS besitzt 

zwar keine klassischen Lymphgefäße, es existiert aber ein System von Lymphgefäßen 

innerhalb der Dura mater, das Makromoleküle und Zellen aus dem ZNS in tiefe 

zervikale Lymphknoten drainiert [113, 114]. Außerdem ist die Drainage von APZ über 

die Lamina cribrosa in nasale Lymphgefäße beschrieben [115]. Beide Wege ermöglichen 

die Drainage von APZ aus dem Subarachnoidalraum. Darüber hinaus wird diskutiert, 
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ob über den glymphatischen Fluss 3  Antigene aus dem Parenchym des ZNS 

ausgeschwemmt und im Subarachnoidalraum oder in Lymphknoten außerhalb des ZNS 

von APZ phagozytiert werden können [117]. 

Der zweite Antigenkontakt von Lymphozyten findet innerhalb des ZNS statt und 

ermöglicht den Lymphozyten nach Verlassen der Blutbahn die Migration ins Parenchym 

[118]. Der Ort dieses Antigenkontaktes sind der Subarachnoidalraum und mit ihm 

verbundene perivaskuläre Räume [118, 119] und das Stroma des Plexus choroideus 

[120] (siehe 2.3.2). Wahrscheinlich werden die Antigene von Dendritischen Zellen 

präsentiert [99, 121], aber auch Mikroglia [122, 123], Makrophagen [124, 125], B-

Lymphozyten [103], Astrozyten [126] und Endothelzellen [127, 128] werden als 

potentielle APZ in Betracht gezogen. Bei fortgeschrittener Inflammation und 

permeabler Blut-Hirn-Schranke kann ein zweiter Antigenkontakt auch im Parenchym 

stattfinden. In diesem Fall spielen wahrscheinlich Mikroglia als APZ eine wesentliche 

Rolle [129]. 

2.3.2 Migration von Lymphozyten ins Zentralnervensystem 

Lymphozyten und auch andere Immunzellen können unter inflammatorischen 

Bedingungen aus der Blutbahn in das Parenchym des ZNS eindringen. Dabei muss 

entweder die Blut-Hirn-Schranke oder die Blut-Liquor-Schranke überwunden werden.  

Die Blut-Hirn-Schranke wird von Endothelzellen zentralnervöser Gefäße gebildet, die 

mit Tight junctions miteinander verbunden sind und so den passiven Austritt von 

Molekülen und die Migration von Zellen aus dem Blut verhindern können. Zur 

Aufrechterhaltung der Schrankenfunktion ist der Kontakt mit astrozytären Endfüßchen 

notwendig, die die Expression von Tight junctions in Endothelzellen induzieren und 

eine zweite Barriere für die Migration von Lymphozyten bilden (Glia limitans 

perivaskularis, Übersichtsartikel in [130]). Aktivierte T-Lymphozyten können in 

postkapillären Venolen oder in leptomeningealen Venen durch die Gefäßwand 

migrieren und gelangen in den perivaskulären Raum oder den Subarachnoidalraum [131, 

132]. Wenn es hier zum zweiten Antigenkontakt mit einer APZ kommt, wird der 

Lymphozyt zur Effektorzelle und verändert durch Sekretion proinflammatorischer 

                                                 
3 Das glymphatische System beschreibt einen Flüssigkeitsstrom im ZNS ausgehend von periarteriellen 
Räumen durch das Interstitium in perivenöse Räume. Liquor cerebrospinalis dringt aus dem 
Subarachnoidalraum in den periarteriellen Raum von penetrierenden Gefäßen vor (Virchow-Robin-
Raum). Astrozytäre Endfüßchen ermöglichen über Aquaporin 4 den Austritt von Flüssigkeit aus dem 
periarteriellen Raum in das Interstitium. Beim Durchfließen des Interstitiums werden 
Stoffwechselendprodukte in Richtung von venösen Gefäßen transportiert und dort über den perivenösen 
Raum wieder in den Liquor cerebrospinalis resorbiert (Übersichtsartikel in [116]). 
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Zytokine die Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke, so dass weitere Immunzellen 

eindringen können [133, 134]. Auf diese Art rekrutierte myeloide Zellen sekretieren 

Metalloproteinasen, die die Basalmembran der Glia limitans auflockern und so den 

Immunzellen die Migration tiefer ins Parenchym ermöglichen [135, 136]. Durch 

intravitale 2-Photonen-Mikroskopie konnte die Migration von T-Lymphozyten aus 

leptomeningealen Gefäßen und ihre Aktivierung durch APZ in EAE-Modellen 

nachgewiesen werden [137]. 

 

Abbildung 5: T-Lymphozytenaktivierung und -migration ins ZNS-Parenchym 
Im ZNS phagozytieren APZ Antigene und migrieren über durale und nasale Lymphgefäße in zervikale 
Lymphknoten. Dort werden T-Lymphozyten durch Antigenpräsentation aktiviert und gelangen in die 
Blutbahn. Über postkapilläre Venolen, leptomeningeale Gefäße oder den Plexus choroideus gelangen T-
Lymphozyten in den perivaskulären Raum, den Subarachnoidalraum oder ins Plexusstroma. Hier werden 
sie durch Antigenpräsentation durch APZ aktiviert und vermitteln durch Zytokinsekretion eine 
Auflockerung der Blut-Hirn-Schranke oder Blut-Liquor-Schranke.  

Die Blut-Liquor-Schranke wird von den Epithelzellen des Plexus choroideus gebildet. 

Die Plexusepithelzellen sind durch Tight junctions miteinander verbunden und grenzen 
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das Stroma des Plexus choroideus gegenüber dem Liquorraum ab. Blutgefäße innerhalb 

des Plexusstromas besitzen fenestriertes Epithel, das den Übertritt von Immunzellen 

aus der Blutbahn ermöglicht (Übersichtsartikel in [138]). Im Plexusstroma ist der 

Kontakt zu APZ möglich [120]. Um in den Liquorraum überzutreten müssen 

Lymphozyten das Plexusepithel durchqueren. Vom Liquorraum aus können 

Lymphozyten dann wie oben beschrieben über die Pia mater oder über perivaskuläre 

Räume in das Parenchym vordringen. Möglicherweise können Lymphozyten auch 

innerhalb des Plexusstromas über die Anhaftungsstelle des Plexus choroideus an das 

Gehirnparenchym in das Parenchym migrieren ohne die beschriebenen Schranken 

überqueren zu müssen [139]. Die Migration von Lymphozyten über den Plexus 

choroideus ist in Schlaganfall-Modellen und in frühen Phasen des EAE-Modells 

nachgewiesen, die zugrunde liegenden zellulären Mechanismen sind aber noch nicht 

geklärt [139, 140]. 

2.3.3 Immunzellen in humanen Myelinopathien 

Der Untergang von Myelin geht nicht zwangsweise mit Neuroinflammation einher. Bei 

der Pelizäus-Merzbacher-Krankheit, die durch Mutation im Plp1-Gen ausgelöst wird, 

kommt es zwar zur Aktivierung von Mikroglia, aber nicht zur Rekrutierung weiterer 

Immunzellen [141]. In der häufigsten humanen Myelinopathie, der MS, stehen 

Demyelinisierung und Immunzellrekrutierung in das ZNS hingegen in engem 

Zusammenhang. 

Ein Kennzeichen von MS sind fokale demyelinisierende und inflammatorische Läsionen 

(Abbildung 6). Sie sind vor allem mit der RRMS assoziiert, während der SPMS kommt 

es vermehrt zu diffusen Gewebeschäden. Läsionen sind während der aktiven 

Demyelinisierung durch eine hohe Zahl von Mikroglia oder Makrophagen 

gekennzeichnet, die Myelinbestandteile phagozytieren. Ist das Myelin vollständig 

abgebaut, nimmt auch die Zahl phagozytierender Zellen ab. Anhand des 

Myelinisierungs- und Inflammtionsgrades lassen sich MS-Läsionen histopathologisch 

klassifizieren [20]. Unabhängig von der Art der Läsion sind außerdem 

Lymphozyteninfiltrate vorhanden. Sie sind qualitativ in allen Läsionsarten gleich 

zusammengesetzt, nehmen aber in ihrer Menge im Verlauf von RRMS zur SPMS ab 

[142, 143].  

Der Großteil infiltrierender Lymphozyten bei MS sind zytotoxische T-Lymphozyten. Sie 

liegen zum einen perivaskulär vor, migrieren aber auch in das Parenchym von Läsionen 

[142]. Auch T-Helferzellen werden rekrutiert, sie machen aber nur etwa ein Zehntel aller 
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rekrutierten T-Lymphozyten aus [144]. Die Anzahl von B-Lymphozyten in MS-

Läsionen variiert stark von massiver Rekrutierung bis zum Fehlen von B-Lymphozyten 

[142]. Wenn B-Lymphozyteninfiltrate vorhanden sind, liegen sie in der Regel 

perivaskulär. Die Zahl von Dendritischen Zellen ist perivaskulär [145] und im Liquor 

cerebrospinalis [146] bei MS erhöht. Die Rolle von Granulozyten in MS ist noch wenig 

untersucht, sie kommen im Liquor cerebrospinalis vor [147], werden aber nur minimal 

ins Gewebe rekrutiert [148]. 

 

Abbildung 6: Histopathologie von akuten MS-Läsionen 
A MS wird durch fokale demyelinisierende Läsionen gekennzeichnet. B Es bilden sich perivaskuläre 
Lymphozyteninfiltrate. Mit freundlicher Genehmigung von Hannes Kaddatz, Institut für Anatomie 
Rostock. 

Es wird diskutiert, ob bei der MS am Beginn der Pathogenese eine Störung des 

Immunsystems steht, die zur Rekrutierung von Immunzellen ins ZNS und zur Bildung 

von demyelinisierenden Läsionen führt (Outside-in-Theorie) oder ob es primär zu 

Myelinschäden kommt, die dann sekundär eine autoimmune Reaktion auslösen (Inside-

out-Theorie) [149]. Die Outside-in-Hypothese galt lange Zeit als etabliert, jüngere 

Studien liefern aber zunehmend Argumente für einen Inside-out-Mechanismus 

(Übersichtsartikel in [150]). Insbesondere der Nachweis, dass die Induktion von Myelin- 

oder Oligodendrozytenschäden im Tiermodell autoimmune Reaktionen gegen Myelin 

auslösen oder modulieren kann, spricht für die Inside-out-Hypothese [108, 151, 152]. 

  

        -        -    
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2.4 Fragestellungen 

Die Myelinhülle um Fortsätze von Nervenzellen ist für eine schnelle, energieeffiziente 

Weiterleitung von Aktionspotentialen wichtig. Sie besteht vor allem aus Lipiden und 

assoziierten Myelinproteinen. Aus transgenen Tiermodellen ist bekannt, dass 

Veränderungen des Myelinproteoms, also der Gesamtheit aller in der Myelinscheide 

vorkommenden Proteine, zu schwerwiegenden neuropathologischen Veränderungen 

führen können, wie beispielsweise Demyelinisierung und axonalem Schaden. Bei der 

MS, die mit dem Untergang der Myelinscheide einhergeht, handelt es sich um eine 

autoimmune Erkrankung, die im Verlauf zu einer chronisch-progredienten 

Entzündungsreaktion im Gehirn führt. Auf zellulärer Ebene sind Lymphozyten und 

Gliazellen an der Myelindegeneration beteiligt. Die Auswirkung der Myelin-

Lymphozyten-Glia-Interaktion auf das Myelinproteom im Kontext der MS sind wenig 

untersucht und dementsprechend nur bruchstückhaft verstanden. 

Im Rahmen meiner Promotion habe ich deswegen folgende drei Fragestellungen 

bearbeitet: 

1. Können Myelinproteine insbesondere in kleinen Probenvolumina 

massenspektrometrisch quantifiziert werden, um Proteinprofile von Myelin 

zu untersuchen? 

Hierfür wurden Membranproteine aus ZNS-Gewebe isoliert, massenspektrometrisch 

identifiziert und quantifiziert. Anschließend wurden Myelinproteine durch 

Datenbankabgleich identifiziert. Die Robustheit der Methode bei geringen 

Ausgangsgewebemengen wurde geprüft. 

2. Sind Gewebekulturen ein geeignetes Modellsystem zur Analyse von 

Myelinproteinen während der De- und Remyelinisierung? 

Neben Zellkulturen und in vivo Tierversuchen haben sich in den Neurowissenschaften 

sogenannte organotypische Schnittkulturen als wichtiges Werkzeug zur Untersuchung 

von Zell-Zell-Interaktionen etabliert. Inwiefern sich solche Schnittkulturen zur 

Induktion einer experimentellen Myelindegeneration eignen, wird kontrovers diskutiert. 

Im Rahmen meiner Promotion habe ich verschiedene organotypische Schnittkulturen 

etabliert und untersucht, inwiefern eine Behandlung mit dem Membrandetergenz LPC 

zu einer Demyelinisierung führt. 
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3. Verändert sich die Immunzellrekrutierung in das ZNS bei experimenteller 

Myelindegeneration? 

Veränderungen des Myelinproteoms scheinen gemäß der Inside-Out-Hypothese bei der 

Entstehung der MS sekundär zu einer Invasion peripherer Immunzellen zu führen. 

Inwiefern die Art der Veränderung des Myelinproteoms bevorzugt zu einer Invasion 

spezifischer Immunzell-Subtypen führt, ist nicht bekannt. Zur Beantwortung dieser 

Frage wurde eine Demyelinisierung durch Cuprizone-Behandlung, EAE-Induktion und 

Kombination beider Modelle in Mäusen ausgelöst. In das ZNS rekrutierte Immunzellen 

wurden aufgereinigt und durchflusszytometrisch identifiziert. 

 



 Material und Methoden 19 

 

3 Material und Methoden 

Die verwendeten Chemikalien sind im Anhang unter 10.1 in Tabelle 8 aufgeführt. Die 

verwendeten Pufferlösungen, Medien und andere Lösungen sind im Anhang unter 10.2 

in Tabelle 9 aufgeführt. 

3.1 Maushaltung 

Die verwendeten Tiere wurden in Polycarbonat-Käfigen mit mindestens 100 cm² 

Grundfläche je Tier unter einem 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die 

Käfige waren mit Einstreu, Versteckmöglichkeit, Nestbaumaterial, Kauholz, Standard-

Haltungsfutter und frischem Wasser ausgestattet. Der Umgang mit Tieren erfolgte nach 

Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal Science Associaton 

(FELASA) und wurde von den zuständigen Landesbehörden genehmigt. Bei der 

jährlichen Kontrolle des Tierhygienestatus nach FELASA-Richtlinien wurden in 

Sentineltieren in der Tierhaltung teilweise Helicobacter, Murines Norovirus, Oxyuren 

(Syphacia spp.) und Flagellen nachgewiesen. 

3.1.1 Cuprizone-Behandlung 

Für die Behandlung mit Cuprizone wurden 11 Wochen alte weibliche C57BL/6J-Mäuse 

(Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden für eine, 

drei oder fünf Wochen mit Cuprizone behandelt. Je fünf Tiere wurden in 820 cm² 

Käfigen mit Standardausstattung mit Ausnahme von Standard-Haltungsfutter gehalten. 

Die Tiere wurden stattdessen mit 0,25% Cuprizone in Futtermehl gefüttert. Futtermehl 

und Cuprizone wurden täglich frisch mit einer handelsüblichen Küchenmaschine (Kult 

X, WMF, Geislingen, Deutschland) eine Minute lang vermengt und dann in Petrischalen 

in die Käfige gegeben. Je Käfig wurden 140 g Futtermehl auf zwei Petrischalen verteilt. 

Käfige und Einstreu wurden dreimal wöchentlich gewechselt. Die Gesundheit der Tiere 

wurde täglich nach den Kriterien Aktivität, Atmung, Bewegung, Fell, Konstitution und 

Dehydrierung kontrolliert. Die Tiere wurden wöchentlich gewogen. 

3.1.2 Induktion der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis 

Für die Induktion einer EAE wurden 16 Wochen alte weibliche C57BL/6J-Mäuse 

(Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, Frankreich) verwendet. Je fünf Tiere wurden in 

820 cm² Käfigen mit Standardausstattung gehalten. Die verwendete Antigenemulsion 

und die Pertussistoxin-(PTX)-Stammlösung stammen aus einem kommerziellen EAE-

Induktions-Kit. Jedem Tier wurde an zwei Injektionsstellen (Nacken und 
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Schwanzansatz) je 100 µl Antigenemulsion subkutan bzw. intrakutan injiziert. Die PTX-

Stammlösung wurde mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) auf 3 ng/µl verdünnt 

und jedem Tier wurde 2 Stunden nach der Antigeninjektion eine Dosis von 300 ng PTX 

intraperitoneal injiziert. Diese Injektion wurde in gleicher Dosis 24 h später wiederholt. 

Kontrolltiere erhielten keine Antigen- oder PTX-Injektionen. 

Tabelle 1: Kriterien für die Bestimmung des EAE-Scores 

Score Definition Untersuchung 

Score 0 Keine Veränderungen der 

motorischen Funktion 

Tier an der Schwanzwurzel anheben, 

Schwanz nach oben gestreckt 

Score 0,5 Unvollständige Lähmung des 

Schwanzes  

Tier an der Schwanzwurzel anheben, 

Restspannung im Schwanz vorhanden 

Score 1 Vollständige Lähmung des 

Schwanzes 

Tier an der Schwanzwurzel anheben, 

Schwanz hängt schlaff herunter 

Score 1,5 Beeinträchtigung der 

Funktion der Hinterbeine 

Einschränkung der Koordination der 

Hinterbeine beim Laufen auf einem 

Metallgitter 

Score 2 Schwäche der Hinterbeine Tier an der Schwanzwurzel anheben, 

Hinterbeine nicht gespreizt 

Score 2,5 Unvollständige Lähmung der 

Hinterbeine 

Beim Laufen auf ebenem Untergrund 

werden ein Hinterbein komplett oder beide 

Hinterbeine teilweise nachgezogen 

Score 3 Vollständige Lähmung der 

Hinterbeine 

Beim Laufen auf ebenem Untergrund 

werden beide Hinterbeine nachgezogen 

Score 3,5 Vollständige Lähmung der 

Hinterbeine, kein Aufstehen 

möglich 

Kein Aufrichten aus Seitenlage möglich 

Score 4 Vollständige Lähmung der 

Hinterbeine, teilweise 

Lähmung der Vorderbeine 

Auf ebenem Untergrund kaum 

Fortbewegung möglich, Tier frisst und 

reagiert auf Reize 

Score 4,5 Vollständige Lähmung der 

Hinterbeine, und Vorderbeine 

Keine Fortbewegung auf ebenem 

Untergrund, Apathie 

Score 5 Tod oder Euthanasie 

aufgrund der Lähmung 
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Die Gesundheit der Tiere wurde täglich nach den Kriterien Aktivität, Atmung, 

Bewegung, Fell, Konstitution und Dehydrierung kontrolliert. Zur Minimierung von 

Stress wurden die Tiere die ersten sieben Tage nach Injektion nur durch Sichtkontrolle 

überwacht. Ab Tag 8 wurde täglich der EAE-Score der Tiere nach den Kriterien aus 

Tabelle 1 bestimmt. Die Tiere wurden wöchentlich gewogen. 

Falls sich offene Wunden an den Injektionsstellen bildeten, wurden sie täglich mit 

Bepanthen-Salbe behandelt. Sobald das erste Tier einen Score von 2,5 erreichte, wurden 

alle Käfige zusätzlich mit Wassergel ausgestattet. Tiere mit einem Score von mindestens 

3 erhielten täglich eine subkutane Injektion von 1 ml Ringer-Lösung. Bei einem Score 

von 4 wurde das betroffene Tier nach spätestens zwei Tagen getötet. Bei einem Score 

von 4,5 wurde das Tier sofort getötet. 

3.1.3 Kombination von Cuprizone-Behandlung und experimenteller 

autoimmuner Enzephalomyelitis 

Für die Kombination von Cuprizone-Behandlung und EAE-Induktion wurden 

11 Wochen alte weibliche C57BL/6J-Mäuse (Janvier Labs, Le Genest-Staint-Iles, 

Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden zunächst drei Wochen lang wie unter 3.1.1 

beschrieben mit 0,25% Cuprizone in Futtermehl gefüttert, dann erhielten sie zwei 

Wochen lang Standard-Haltungsfutter. Es erfolgte dann die EAE-Induktion wie unter 

3.1.2 beschrieben.  

3.2 Proteomanalyse 

Unter dem Proteom versteht man die Gesamtheit aller in einem Gewebe exprimierten 

Proteine. Um eine große Zahl von Proteinen zeitgleich zu untersuchen, wurde in dieser 

Arbeit eine massenspektrometrische Analyse durchgeführt. Die Fraktion der 

Membranproteine wurde mit einem Polymer-basierten Zwei-Phasen-System 

aufgereinigt. Die Proteine wurden zu Peptiden verdaut, die im Massenspektrometer 

identifiziert und quantifiziert werden können. Durch den Abgleich der gemessenen 

Peptide mit Proteindatenbanken lassen sich die ursprünglichen Proteine identifizieren. 

Das verwendete Massenspektrometer kombiniert Hochleistungsflüssigkeits-

chromatografie mit Ionen-Mobilitäts-Separation und Tandem-Massenspektrometrie. 

Durch die vorgeschaltete Flüssigkeitschromatografie wird das Peptidgemisch schon vor 

Eintritt in das Massenspektrometer aufgetrennt. Im Massenspektrometer werden die 

Peptide durch Ionisation in einen ionisierten, gasförmigen Zustand überführt. 

Nacheinander werden dann mittels Ionen-Mobilitäts-Separation die Driftzeit der 
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ionisierten Peptide in der Gasphase (abhängig von Größe und Form der Moleküle) und 

im eigentlichen Massenspektrometer die Flugzeit der ionisierten Peptide im Vakuum 

(abhängig von Ladung und Gewicht der Moleküle) gemessen. Dabei werden 

alternierend die intakten Peptide (Vorläuferionen) gemessen oder es wird eine 

Fragmentierung der Peptide in kleinere Ionen (Fragmentionen) induziert und die 

Fragmentionen werden gemessen. Diese große Menge an Informationen zu den in den 

Proben vorhandenen Peptiden ermöglicht durch Abgleich mit Proteindatenbanken die 

sichere Identifikation und Quantifizierung der Proteine der ursprünglichen Probe. 

3.2.1 Gewebeentnahme 

Für die Analyse von Membranproteinen wurden zwei männliche adulte Wistar-Ratten 

(Charles River Laboratories, Wilmington, Vereinigte Staaten) wie unter 3.4.1 

beschrieben narkotisiert und mit 250 ml Natriumchloridlösung (0,9%) perfundiert. Das 

Cerebellum wurde entnommen, gewogen und sofort in Kryoröhrchen in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. 

Für die Analyse von postnatalem Mausgewebe wurden sieben fünf Tage alte C57BL/6-

Mäuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universitätsmedizin Rostock) 

verwendet. Das Gewebe wurde in Form von Gewebeschnitten, wie sie auch für sagittale 

Schnittkulturen verwendet werden, gewonnen (siehe 3.3.1). Die Schnittebenen der 

einzelnen Gewebeschnitte wurden dokumentiert und nur Schnitte derselben Ebene aus 

beiden Hemisphären (zwei Schnitte pro Tier) wurden weiterverwendet. Die Schnitte 

wurden einzeln in Kryoröhrchen überführt, gewogen und in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. 

Für die Analyse des Corpus callosum wurden adulte C57BL/6-Mäuse (Core Facility 

Zentrale Versuchstierhaltung, Universitätsmedizin Rostock) wie unter 3.4.1 beschrieben 

mit PBS perfundiert, das Gehirn wurde entnommen und das Corpus callosum wurde 

mit Hilfe einer feinen Pinzette ohne Kontaminationen durch kortikales Gewebe 

präpariert. Das Corpus callosum von je drei adulten Mäusen wurde zusammen 

prozessiert. 

3.2.2 Plasmamembranproteinanreicherung 

Die Anreicherung von Plasmamembranproteinen erfolgte nach dem Protokoll von 

Schindler et al. [153] mit einem wässrigen Zwei-Phasen-System aus Polyethylenglykol 

und Dextran. Das Zwei-Phasen-System wurde einen Tag vor der Aufarbeitung aus Tris-

Stammlösung, Polyethylenglykol-Stammlösung und Dextran-Stammlösung angesetzt. 
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Für jede Probe wurden ein Polystyrolröhrchen (4 ml) mit Zwei-Phasen-System A und 

sechs Röhrchen mit Zwei-Phasen-System B angesetzt und über Nacht bei 4° C gelagert. 

Die Füllhöhe der Röhrchen wurde markiert und die obere Phase der Zwei-Phasen-

Systeme B wurde abgenommen und gesammelt. 

Die gesamte Aufarbeitung wurde in vorgekühlten Ständern durchgeführt. Die Probe 

(0,1 g Cerebellum der Ratte oder ein einzelner Gewebeschnitt der Maus, etwa 20 mg) 

wurde in ein Röhrchen mit Zwei-Phasen-System A gegeben und mit einem Potter-

Elvehjem-Handhomogenisator (10 Hübe bei 250 rpm) und dann mittels Ultraschall 

(45 Sekunden) homogenisiert. Zum Herbeiführen der Phasentrennung wurde das Zwei-

Phasen-System bei 1089 g für 5 Minuten zentrifugiert. Dann wurde die obere Phase 

abgenommen und in eines der vorbereiteten Zwei-Phasensysteme B gegeben. Dem 

Zwei-Phasen-System A wurde zuvor abgenommene obere Phase zugegeben bis die 

ehemalige Füllhöhe wieder erreicht war. Die Phasen wurden durch 20-maliges 

Invertieren des Röhrchens, 10 Sekunden Vibrationsmischen und abermals 20-maliges 

Invertieren gemischt. Anschließend wurde abermals durch Zentrifugation die 

Phasentrennung erreicht. Die obere Phase des Systems B wurde in ein frisches System 

B-Röhrchen gegeben und die obere Phase des Systems A wurde in das bereits 

verwendete System B-Röhrchen überführt. Die Reste des Zwei-Phasen-Systems A 

wurden dann verworfen. Anschließend wurden die Phasen abermals gemischt, durch 

Zentrifugation getrennt und die oberen Phasen wurden wie oben beschrieben in das 

nächste Röhrchen gegeben. Dies wurde bis zum sechsten Röhrchen wiederholt, dann 

wurden bei den Mausproben die oberen Phasen aus beiden Röhrchen gesammelt, bei 

den Rattenproben wurde nur mit der oberen Phase des sechsten Röhrchens 

weitergearbeitet. 

Anschließend wurden die Proben durch Zugabe von 0,5 ml gepufferter 

Kaliumchloridlösung je 1 ml Probe verdünnt und in dickwandige Polycarbonatröhrchen 

überführt. Dann wurden die Proben eine Stunde bei 229502 g in einer Ultrazentrifuge 

(Beckman Optima ™ TLX, Beckman Coulter, Brea, Vereinigte Staaten) pelletiert. Das 

Pellet wurde zweimal mit gepufferter Kaliumchloridlösung und dreimal mit 

Natriumcarbonatlösung (0,2 M) gewaschen, indem die Waschlösung zugegeben, die 

Probe 10 Sekunden vibrationsgemischt und der Überstand vorsichtig abgekippt wurde. 

Nach dem letzten Waschschritt wurde die verbleibende Flüssigkeit auf ein Papiertuch 

ausgeklopft und das Röhrchen kopfüber trocknen gelassen. 
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Das Pellet wurde mit 100 µl Lysepuffer versetzt, eine Minute vibrationsgemischt, 

20 Sekunden ins Ultraschallbad getaucht und abermals eine Minute vibrationsgemischt. 

Bei den Proben von Mausgewebe wurden die Proteinlösungen aus dem gleichen 

Gewebeschnitt gepoolt um die Ausbeute zu erhöhen. Die Proteinkonzentration wurde 

fotometrisch bestimmt indem 4 µl Probe oder Albumin-Lösung bekannter 

Konzentrationen mit 60 µl Pierce Reagenz gemischt und nach 5 Minuten Inkubation im 

Dunkeln die Extinktion bei 660 nm bestimmt und mit der Albumin-Eichgeraden 

abgeglichen wurde.  

3.2.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese 

In der zweidimensionalen Gelelektrophorese wird ein Proteingemisch durch 

Kombination von isoelektrischer Fokussierung und Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

aufgetrennt. Bei der isoelektrischen Fokussierung werden die Proteine zunächst 

entsprechend ihres Gehaltes an sauren und basischen Aminosäureresten auf einem 

Gradientenstreifen immobilisiert. Von dem Streifen werden die Proteine auf ein 

Polyacrylamidgel übertragen und dann elektrophoretisch nach ihrer Größe ein zweites 

Mal aufgetrennt. 

In dieser Arbeit wurden Gesamtproteinproben und Proteine nach 

Plasmamembranproteinanreicherung zweidimensional aufgetrennt. Membranprotein-

Proben wurden nach der Anreicherung direkt mit Rehydrierungspuffer gemischt (siehe 

unten). Gesamtproteinproben wurden zunächst wie folgt aufbereitet. 

Die gefrorenen Proben wurden mit Lysepuffer versetzt (9 ml/mg Probe) und 

Proteaseinhibitor-Stammlösung (0,4 ml/mg Probe), Pepstatin A-Stammlösung 

(0,1 ml/mg Probe) und Phenylmethansulfanylfluorid-Stammlösung (0,1 ml/mg Probe) 

wurden zugegeben. Dann wurden die Proben rasch aufgetaut, schockgefroren, wieder 

aufgetaut und mit einem Potter-Elvehjem-Handhomogenisator (10 Hübe bei 250 rpm) 

homogenisiert. Anschließend durchliefen sie fünf Mal einen Zyklus aus 20 Sekunden 

Vibrationsmischen, 20 Sekunden im Ultraschallbad und 20 Sekunden wiederholtem 

Invertieren. Die Proben wurden abermals schockgefroren, aufgetaut und 30 Sekunden 

vibrationsgemischt. Dann wurden sie 15 Minuten in Eiswasser inkubiert, abermals 

30 Sekunden vibrationsgemischt und 20 Minuten bei 17860 g in einer Ultrazentrifuge 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, die Proteinkonzentration wie unter 

3.2.2 beschrieben bestimmt und die Probe wurde bis zur weiteren Verwendung 

bei -80° C gelagert. 
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Für die zweidimensionale Gelelektrophorese wurden die Gesamtproteinproben oder 

Membranproteinproben mit Rehydrationspuffer verdünnt, so dass eine Proteinmenge 

von 8 µg in 125 µl Volumen auf Immobiline DryStrips (pH 3-10, GE Healthcare, 

17-6001-12, Chikago, Vereinigte Staaten) aufgetragen werden konnte. Die Streifen 

wurden in der Fokussierkammer (Protean IEF cell, Biorad, Hercules, Vereinigte Staaten) 

für 12 Stunden bei 50 V aktiv rehydriert. Die Programmierung für die isoelektrische 

Fokussierung war: linearer Spannungsanstieg auf 300 V in 30 Minuten, 300 V für 

30 Minuten, langsamer Spannungsantieg auf 1000 V für 30 Minuten, linearer Anstieg auf 

5000 V in 90 Minuten, 5000 V für 8000 Vh. Dann wurden die Streifen für 45 Minuten 

in Equilibrierungspuffer mit 10 mg/ml Dithiothreitol und dann für 45 Minuten in 

Equilibrierungspuffer mit 40 mg/ml Iodacetamid rehydriert. Die Streifen wurden auf 

Polyacrylamid-Fertiggele (Mini Protean Stain Free Gels 12%, Biorad, 4568041, 

Hercules, Vereinigte Staaten) gegeben und mit Agaroselösung überschichtet. Die 

Gelelektrophorese wurde in einer mit Laufpuffer gefüllten Elektrophoresekammer 

(Mini Protean Tetra Cell, Biorad, Hercules, Vereinigte Staaten) bei 100 V für 150 bis 

180 Minuten durchgeführt. 

Da nur geringe Proteinmengen aufgetrennt wurden, wurden die Proteinspots mit einer 

sensitiven Silberfärbung visualisiert. Dafür wurden die Gele 30 Minuten in Fixierlösung 

fixiert, zweimal für je 20 Minuten in 50% Ethanol und dann zweimal für je 5 Minuten in 

Reinstwasser gewaschen. Die Gele wurden 2 Minuten in Natriumthiosulfatlösung 

(2 mg/ml) inkubiert und eine Minute in Reinstwasser gewaschen. Dann wurden die 

Gele für 20 Minuten in Silbernitratlösung (1,5 mg/ml) inkubiert und 1 Minute in 

Reinstwasser gewaschen. Anschließend wurden die Gele in Entwicklerlösung für 1 bis 

10 Minuten inkubiert bis Proteinspots sichtbar wurden und die Reaktion wurde durch 

Inkubation in Essigsäure (5% v/v) gestoppt. Die Gele wurden in Reinstwasser 

gewaschen und dann mit einem ProXima 2850 System (Isogen Live Science, Utrecht, 

Niederlande) digitalisiert. 

3.2.4 Probenaufarbeitung für Massenspektrometrie 

Die Probenvorbereitung und die massenspektrometrische Analyse wurden von Dr. 

Stefan Mikkat in der Core Facility Proteomanalytik der Universitätsmedizin Rostock im 

Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation durchgeführt. 

Die Proben wurden mit Dithiothreitol-Lösung (10 mM) reduziert, um 

Disulfidbrückenbindungen zu lösen, 10 Minuten in einem Ultraschallwasserbad 

inkubiert und dann auf ein Zentrifugenfiltersystem (Microcon 30 kDa, Millipore, Sigma-
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Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten) gegeben. Das folgende Protokoll für die 

Entfernung des Reduktionsmittels, Alkylierung und tryptischen Verdau der Proben in 

dem Filtersystem wurde nach Wiśniewski et al. [154] durchgeführt. Die Säulen wurden 

zunächst zwei Mal mit Harnstoff-Lösung (8 M) gewaschen, um Reduktionsmittel und 

andere niedermolekulare Störstoffe zu entfernen. Dann wurden die Proben zur 

Alkylierung 20 Minuten in Iodacetamid-Lösung (50 mM) inkubiert und zwei Mal mit 

Harnstoff-Lösung (8 M) gewaschen, um das Iodacetamid wieder zu entfernen. Die 

Filter wurden drei Mal mit Ammoniumbicarbonat-Lösung (50 mM) gewaschen, dann 

wurden die Proben auf dem Filter in 40 µl Ammoniumbicarbonat-Lösung mit Trypsin 

(Verhältnis Enzym:Protein 1:25) für 16 Stunden bei 37° C verdaut. Peptide wurden 

durch Zentrifugation gewonnen und ein weiterer tryptischer Verdau der auf dem Filter 

verbleibenden Proteine wurde zur Erhöhung der Peptidausbeute für zwei Stunden 

durchgeführt. Nach der Elution der Peptide wurden die Proben mit Trifluoressigsäure 

zu einer Endkonzentration von 0,25% angesäuert. Das Lösungsmittel wurde in einem 

Zentrifugalverdampfer entfernt und die Proben wurden in 20 µl Acetonitril-

Ameisensäure-Lösung gelöst. Die Peptidkonzentration wurde mittels Qubit™ Protein 

Assay (Thermo Scientific, Waltham, Vereinigte Staaten) nach Herstellerprotokoll 

bestimmt. 

3.2.5 Flüssigkeitschromatografie-gekoppelte Massenspektrometrie 

Die Peptidlösungen wurden am Synapt G2-S Massenspektrometer (Waters, Manchester, 

Vereinigtes Königreich) analysiert. Peptidproben mit einem Proteingehalt von 200 ng 

wurden zunächst in einer Vorsäule (nanoAcquity UPLC Symmetry C18, 5 µm, 180 µm x 

20 mm, Waters, Manchester, Vereinigtes Königreich) entsalzt und dann mit einer 

Flussrate von 300 nl/min bei einer Säulentemperatur von 35° C auf der analytischen 

Säule (Acquity UPLC HSS T3, 1.8 µm, 75 µm x 250 mm, Waters, Manchester, 

Vereinigtes Königreich) aufgetrennt. Die mobilen Phasen bestanden aus 

0,1% Ameisensäure in Wasser (Phase A) und 0,1% Ameisensäure in Acetonitril 

(Phase B). Die Mausproben wurden über 120 Minuten mit einem Gradienten von 

3% Phase B bis 32% Phase B aufgetrennt. Die Rattenproben wurden über 90 Minuten 

mit einem Gradienten von 3% Phase B bis 35% Phase B aufgetrennt. 

Mittels Elektrosprayionisation wurden die Peptide ionisiert und in die Gasphase 

überführt. Ein Quadrupol (zwei entgegengesetzt-gleiche Dipole) selektierte Ionen nach 

ihrem Masse/Ladungs-Verhältnis (m/z) für die weitere Analyse. Durch 

Ionenmobilitätsseparation wurde die Driftzeit des Ions in einer Gasphase bestimmt. 
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Dann wurde im Massenanalysator die Flugzeit des Ions im Vakuum gemessen. 

Alternierend wurde die Kollisionsenergie im Bereich des Ionenmobilitätsseparators 

verändert. Bei erhöhter Kollisionsenergie werden Vorläuferionen bei Kontakt mit 

Gasmolekülen in Fragmentionen fragmentiert, bei niedriger Kollisionsenergie bleiben 

die Vorläuferionen intakt. In Intervallen von 0,6 Sekunden wurde zwischen niedriger 

Kollisionsenergie (4 eV) und hoher Kollisionsenergie (abhängig von der Driftzeit des 

Ions) gewechselt. Zur Kalibration des Gerätes für die Quantifizierung wurde alle 

30 Sekunden für 1 Sekunde das Referenzpeptid [Glu1]-Fibrinopeptid B mit einer 

Konzentration von 100 fmol/µl mit einer Flussrate von 500 nl/min eingespeist. 

3.2.6 Proteinidentifizierung und -quantifizierung 

Die massenspektrometrischen Rohdaten wurden mit Progenesis QI for Proteomics 

(Version 2.0 und 4.1, Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, Vereinigtes 

Königreich) bearbeitet. Die Verschiebung von Retentionszeiten in verschiedenen 

Läufen in der Flüssigkeitschromatographie wurde durch ‘retention time alignment’ an 

einem repräsentativen Experiment ausgeglichen. Die Parameter für die automatische 

Peakerkennung waren die automatisch gewählte Sensitivität und eine maximale 

Ionenladung von +4.  

Die Identifikation von Peptiden und Proteinen wurde durch Abgleich mit der 

Datenbank Uniprot erreicht (29799 Proteinsequenzen aus dem Proteom der Ratte 

(Rattus norvegicus), abgerufen im März 2017; 16970 Proteinsequenzen aus dem 

Proteom der Maus (Mus musculus), abgerufen im März 2018). Für den theoretischen 

Verdau dieser Proteine wurden bis zu zwei fehlende Schnittstellen, die Oxidation von 

Methioninresten als fakultative Modifikation und die Carbamidomethylierung von 

Cystein als feststehende Modifikation angenommen. Für die Identifikation von Peptiden 

wurden mindestens drei Fragmentionen-Identifikationen und für die Identifikation von 

Proteinen mindestens sechs Fragmentionen und zwei Peptide benötigt. Nur Proteine, 

die durch mindestens zwei einzigartige Peptide identifiziert wurden, wurden in die 

Analyse eingeschlossen. Die Menge der Proteine wurde nach der Hi3-Methode [155] 

ausgewertet, wobei die Summe der Intensität der drei häufigsten Peptide eines Proteins 

der Quantifizierung zugrunde liegt und zur Signalintensität des Referenzpeptids 

normalisiert wird. Zur Abschätzung der falsch-positiven Protein-Identifikationen wurde 

eine den Referenz-Proteindatenbanken ähnliche decoy database mit irrelevanten 

Proteinsequenzen mit den gemessenen Datensätzen abgeglichen. Die Identifikationsrate 
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lag bei unter 0,1%. Es wurden keine Proteine mit mehr als einem einzigartigen Peptid 

identifiziert.  

Zur Identifikation von Myelinproteinen wurden die ermittelten Proteine mit einem von 

Jahn et al. [156] publizierten Myelinproteom der Maus abgeglichen. Für den 

Mausdatensatz wurden die Protein-Identifikationsnummern direkt abgeglichen. Für den 

Rattendatensatz wurden die Protein-Identifikationsnummern mit Hilfe des Retrieve/ID 

mapping-Werkzeuges der Uniprot-Webseite in Genbezeichnungen übersetzt und mit 

den von Jahn et al. [156] ebenfalls publizierten Genbezeichnungen des Myelinproteoms 

abgeglichen. 

3.3 Organotypische Schnittkulturen 

In organotypischen Schnittkulturen wird Gewebe undissoziiert kultiviert. Die 

Zusammensetzung und Struktur gewebetypischer Zelltypen bleibt auf diese Art 

erhalten, während das Gewebe gleichzeitig zugänglich für Manipulationen und Analysen 

ist.  

3.3.1 Anlegen von sagittalen und frontalen Schnittkulturen mit 

Agaroseeinbettung 

Für sagittale und frontale organotypische Schnittkulturen wurden fünf Tage alte 

C57BL/6-Mäuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universitätsmedizin 

Rostock) oder Mäuse mit Expression von Grün-fluoreszierendem Protein (GFP) unter 

Kontrolle des Tyrosinhydroxylase (TH)-Promotors (TH-GFP, [157], Zuchttiere erhalten 

von Kazuto Kobayashi, Institute of Biomedical Sciences, Fukushima Medical University 

School of Medicine, Fukushima, Japan) verwendet.  

Das Anlegen von Gewebekulturen mit Agaroseeinbettung erfolgte wie in Joost et al. 

[158] publiziert. Die Tiere wurden mit einer großen Schere dekapitiert, alle weiteren 

Arbeitsschritte erfolgten an einer sterilen Werkbank mit horizontalem Luftstrom unter 

sterilen Bedingungen. Der Kopf wurde mit Ethanol (70%)-getränkten Wattestäbchen 

gereinigt und dann mit einer spitzen Pinzette durch Einstechen in die Orbitae für die 

Präparation fixiert. Die Kopfhaut wurde mit einer kleinen Schere von kaudal aus sagittal 

aufgeschnitten und zur Seite geklappt. Dann wurde mit einer frischen kleinen Schere der 

Schädel vom Hinterhauptsloch ausgehend mediosagittal aufgeschnitten, die Kalotte 

wurde mit einer Pinzette entfernt oder zur Seite geklappt und das Gehirn wurde mit 

Hilfe eines feinen Spatels von der Schädelbasis gelöst und in eine Petrischale mit 

vorgekühltem Präparationsmedium überführt.  
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Für die Agaroseeinbettung wurde im Voraus 4% Agarose in destilliertem Wasser 

autoklaviert, in sterile Zentrifugenröhrchen (15 ml) à 8 ml aliquotiert und bei 4° C 

gelagert. Vor Beginn der Präparation wurde pro Tier ein Agarose-Aliquot in einem 

Wasserbad bei 60° C geschmolzen. Die Einbettung des Gehirns erfolgte direkt auf dem 

abnehmbaren Kunststoff-Schneideteller des McIllwain Tissue Choppers (Ted Pella, 

Redding, Vereinigte Staaten). Der Schneideteller wurde möglichst großflächig mit 

flüssiger Agarose bedeckt ohne dass diese über den Rand lief. Ehe die Agarose begann 

zu erstarren wurde das Gehirn mit einem Spatel mittig in die Agarose überführt. Auf 

einer vorgekühlten Metallplatte erstarrte die Agarose dann innerhalb weniger Minuten. 

Der Randbereich des Schneidetellers wurde mit einer Rasierklinge von Agarose befreit, 

damit die Befestigungsklammern des Tissue Choppers den Teller fixieren konnten. Der 

Schneideteller wurde unter dem Messer des Tissue Choppers fixiert und das Gehirn 

durch Drehen frontal oder sagittal zum Messer ausgerichtet. Dann wurden mit dem 

Tissue Chopper 350 µm dicke Schnitte angefertigt. Um zu verhindern, dass Schnitte am 

Messer kleben bleiben und hochgezogen werden muss der Schneideteller so ausgerichtet 

sein, dass das Messer nicht über den Agaroserand hinausragt. Das geschnittene Gehirn 

wurde mit einer Rasierklinge grob aus der Agarose ausgeschnitten und in eine 

Petrischale mit vorgekühltem Präparationsmedium überführt. 

Unter einer Stereolupe wurden die Schnitte mit Hilfe von zwei feinen Wägespateln 

voneinander und von der umgebenden Agarose getrennt. Die Schnittebenen wurden 

dokumentiert und für die jeweilige Kultur ausgewählte Schnitte wurden mit einem 

großen Wägespatel auf vorgewärmte Membran-Einsätze (Millicell, PICM03050, Sigma-

Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten) in 6-Well-Platten mit je 1,2 ml 

Schnittkulturmedium überführt. Bei sagittalen Gewebekulturen wurden bis zu zwei 

Schnitte pro Einsatz platziert, bei frontalen Kulturen bis zu drei. Überflüssiges Medium 

wurde von der Membranoberfläche abgesaugt. 

Für sagittal-frontale Kokulturen wurden zunächst wie oben beschrieben sagittale 

Gewebeschnitte von TH-GFP-Reportermäusen angefertigt. Nach Entfernen der 

Agarose vom Schnitt wurde mit einem Skalpell der Hirnstamm direkt kaudal zur 

Substantia nigra abgesetzt. Dafür wurde die Stereolupe mit einem Fluoreszenzadapter 

(Royal blue, Nightsea, Lexington, Vereinigte Staaten) ergänzt um die Fluoreszenz der 

GFP-exprimierenden dopaminergen Neurone der Substantia nigra sichtbar zu machen. 

Die Gewebeschnitte wurden dann wie beschrieben auf Membraneinsätzen platziert. 

Anschließend wurden frontale Schnitte aus C57BL/6-Tieren angefertigt. Nach dem 
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Entfernen der Agarose wurde mit einem Skalpell der Caudate-Putamen-Komplex als 

quadratisches Gewebestück ausgeschnitten, ebenfalls auf den Membraneinsatz 

überführt und direkt an den abgesetzten Hirnstamm des sagittalen Schnittes angelegt. 

Die Schnittkulturen wurden bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Alle zwei bis drei Tage 

wurde das Medium abgesaugt und durch 1 ml frisches Schnittkulturmedium ersetzt. 

3.3.2 Immunfluoreszenzfärbung an sagittalen und frontalen 

Schnittkulturen 

Zum Fixieren von sagittalen und frontalen Schnittkulturen wurden die Membraninserts 

durch vorsichtiges Eintauchen in ein Becherglas mit PBS gewaschen und dann fixiert 

indem je 1 ml Fixierlösung auf und unter die Membran gegeben wurde. Die Schnitte 

wurden über Nacht bei 4° C inkubiert und dann abermals durch Eintauchen in PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Gewebekulturen sofort gefärbt oder die 

Membran-Einsätze wurden bis zu einer Woche in Konservierungslösung bei 4° C 

gelagert. 

Die sagittalen und frontalen Gewebekulturen wurden mit anhaftender Membran frei 

flottierend gefärbt. Dazu wurden die Gewebekulturen auf der Membran mit einem 

Skalpell aus dem Kunststoffeinsatz ausgeschnitten und in einer 24-Well-Platte gefärbt. 

Pro Well wurde ein Schnitt gefärbt. Die Gewebekulturen wurden mit einer Pinzette an 

der überstehenden Membran gefasst, um sie ohne Beschädigung in Wells mit frischer 

Färbe- oder Waschlösung zu überführen. Alle Inkubationen wurden unter langsamem 

Schwenken auf einem Schüttler ausgeführt. Zunächst wurden die Schnitte drei Mal für 

10 Minuten in je 1 ml PBS gewaschen. Dann wurden die Schnitte für 4 Stunden bei 

Raumtemperatur in 500 µl Blockierlösung inkubiert. Die Primärantikörper wurden in 

Färbelösung entsprechend Tabelle 2 verdünnt und die Schnitte wurden für 4 Tage bei 

4° C in 300 µl Lösung inkubiert. Dann wurden die Schnitte für 15, 30 und 90 Minuten 

bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und dann mit in Färbelösung verdünnten 

Sekundärantikörpern (Tabelle 3) in 300 µl bei 4° C im Dunkeln für 4 Tage inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte für 15, 30 und 90 Minuten bei Raumtemperatur in 

1 ml PBS gewaschen und mit 300 µl 4',6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid 

(DAPI)-Arbeitslösung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die 

Schnitte drei Mal für 10 Minuten in 1 ml PBS gewaschen und in destilliertem Wasser auf 

Superfrost Plus Objektträger aufgezogen. Die Objektträger wurden auf einer 
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Wärmeplatte bei 37° C trocknen gelassen bis die Membranen begannen sich weißlich zu 

verfärben und wurden dann mit Vectashield Hardset eingedeckt.  

Tabelle 2: Primärantikörper für Immunfluoreszenzfärbungen und Immunhistochemie 

Antigen Wirt Lieferant Verdünnung 

Calbindin Huhn Synaptic systems, 214006 1:200 

CD3 Ratte Abcam ab11089 1:250 

GFAP Ziege Sigma-Aldrich, SAB2500462 1:200 

IBA1 Kaninchen Wako, 019-19741 1:250 

MAP2 Huhn Abcam 5392 1:200 

MBP Ratte Abcam ab7349 1:500 

OLIG2 Kaninchen Abcam, ab109186 1:200 

PLP Maus Biorad, MCA8396 1:5000 

TH Schaf Millipore, AB1542 1:500 

VGLUT1 Kaninchen Synaptic systems, 135303 1:200 

 

Tabelle 3: Sekundärantikörper für Immunfluoreszenzfärbungen und Immunhistochemie 

Antigen 
Primärantikörper 

Wirt Lieferant Verdünnung Konjugation 

IgG (Huhn) 

Calbindin 

Esel Jackson Immunoresearch 
703-225-155 

1:200 Cy2 

IgG (Huhn) 

MAP2 

Ziege Abcam  

ab150169 

1:200 AlexaFluor 
488 

IgG (Kaninchen) 

IBA1, VGLUT1 

Esel Jackson Immunoresearch 
711-166-152 

1:400 Cy3 

IgG (Maus) 

PLP 

Esel Jackson Immunoresearch 
715-545-150 

1:400 AlexaFluor 
488 

IgG (Ratte) 

CD3 

Ziege Vector Laboratories 
BA9400 

1:200 Biotin 

IgG (Ratte) 

MBP 

Esel Jackson Immunoresearch 
712-165-153 

1:500 Cy3 

IgG (Schaf) 

TH 

Esel Jackson Immunoresearch 
715-545-151 

1:500 Cy3 

IgG (Ziege) 

GFAP 

Esel Abcam  

ab150133 

1:400 AlexaFluor 
488 

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop 

(C1, Nikon, Minato, Japan) angefertigt. Die Intensität der einzelnen Kanäle wurde mit 

Hilfe der Software EZC1 FreeViewer (Nikon, Minato, Japan, Version 3.90) angepasst 
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und Helligkeit und Kontrast wurden für die Darstellung in der gedruckten Arbeit mit 

der Software Gimp (Version 2.10.14) optimiert. 

3.3.3 Anlegen von cerebellaren organotypischen Schnittkulturen 

Zur Untersuchung des Myelinisierungsstatus von Purkinje-Zell-Axonen in 

Gewebekulturen wurden cerebellare Schnittkulturen angefertigt. Das oben beschriebene 

Protokoll zum Anlegen von Schnittkulturen und zur Immunfluoreszenzfärbung von 

kultivierten Gewebeschnitten wurde dafür nach Meffre et al. [159] angepasst. 

Für cerebellare organotypische Schnittkulturen wurden acht bis zehn Tage alte 

C57BL/6-Mäuse (Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung, Universitätsmedizin 

Rostock) verwendet.  

Das Gehirn wurde wie oben beschrieben präpariert. Um den medialen Anteil des 

Cerebellums nicht zu beschädigen, wurde die Kalotte nicht durch einen mediosagittalen 

Schnitt, sondern durch zwei lateral gelegene Schnitte geöffnet. Nach der Überführung 

des Gehirns in vorgekühltes Präparationsmedium wurde das Vorderhirn mit einer 

Pinzette fixiert und das Cerebellum mit Hilfe einer gebogenen Pinzette vom restlichen 

Hirn getrennt. Meningen und Blutgefäße wurden mit sehr feinen Pinzetten vom 

Cerebellum entfernt.  

Mit einem McIlwain Tissue Chopper (Ted Pella, Redding, Vereinigte Staaten) wurden 

350 µm dicke sagittale Gewebeschnitte angefertigt. Da das Gewebestück relativ klein ist, 

war hierfür keine Agaroseeinbettung notwendig. Das geschnittene Gewebe wurde in 

eine Petrischale mit gekühltem Präparationsmedium gespült und unter einer Stereolupe 

mit Hilfe von zwei feinen Kanülen (27 G, ¾ Zoll) wurden die einzelnen Schnitte 

voneinander getrennt ohne in das Gewebe einzustechen. Für die Kultur wurden 

Schnitte aus der Region des Vermis mit großem Anteil weißer Substanz ausgewählt und 

mit einer abgeschnittenen Plastikpasteurpipette auf vorgewärmte Membran-Einsätze 

(Millicell, PICM03050, Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten) in 6-Well-Platten 

mit je 1,2 ml Schnittkulturmedium überführt. Auf jedem Membran-Einsatz wurden fünf 

bis sieben Gewebeschnitte platziert, danach wurde Medium auf der Membran 

abgesaugt. Nach Abschluss der Präparation wurde das Medium abgesaugt und durch 

1 ml frisches Schnittkulturmedium ersetzt. 

Die Schnittkulturen wurden bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Alle zwei bis drei Tage 

wurden 0,5 ml Medium pro Well abgesaugt und durch frisches Schnittkulturmedium 

ersetzt. 
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3.3.4 Lysophosphatidylcholin-Behandlung von cerebellaren 

Schnittkulturen 

Cerebellare Schnittkulturen wurden am siebten Tag in Kultur zur Induktion einer 

Demyelinisierung mit LPC behandelt. Dafür wurde vorgewärmtes Schnittkulturmedium 

in 1:200-Verdünnung mit LPC-Stammlösung (Endkonzentration 0,5 mg/ml) 

beziehungsweise mit Chloroform-Methanol (1:1, Vehikel) versetzt. In den zu 

behandelnden Wells wurde das komplette Medium abgesaugt und mit 1 ml LPC- oder 

Vehikel-haltigem Medium ersetzt. Nach 16 h Inkubationszeit unter Kulturbedingungen 

wurden die Membran-Einsätze mit Schnittkulturen in eine frische 6-Well-Platte mit je 

1 ml vorgelegtem vorgewärmtem Schnittkulturmedium überführt, anschließend wurde 

das Medium abgesaugt und durch 1 ml vorgewärmtes Schnittkulturmedium ersetzt. 

3.3.5 Immunfluoreszenzfärbung an cerebellaren Schnittkulturen 

Zum Fixieren von Schnittkulturen wurden die Membraninserts zweimal mit PBS 

gewaschen indem je 1 ml PBS unter und auf die Membran pipettiert und wieder 

abgesaugt wurde. Dann wurde je 1 ml Fixierlösung auf und unter die Membran gegeben 

und 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fixierlösung wurde abgesaugt und 

anschließend drei Mal für 10 Minuten unter leichtem Schütteln wie oben beschrieben 

mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Gewebekulturen sofort gefärbt oder die 

Membran-Einsätze wurden bis zu einer Woche in Konservierungslösung bei 4° C 

gelagert. 

Nach der Lagerung in Konservierungslösung wurden die Membran-Einsätze kurz in 

PBS gewaschen. Anschließend wurden die Schnittkulturen mit einem feinen Pinsel von 

der Membran gelöst und in 24-Well-Platten in 0,5 ml PBS gesammelt. Bis zu drei 

Schnittkulturen wurden zusammen in einem Well prozessiert. Zum Absaugen von 

Lösungen ohne Beschädigung der Schnittkulturen wurden Glas-Pasteurpipetten 

verwendet. Alle Inkubations- und Waschschritte wurden unter leichtem Schütteln 

durchgeführt. 

Die Schnitte wurden drei Mal für 10 Minuten in 500 µl PBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Schnitte für eine Stunde bei Raumtemperatur in 500 µl Blockierlösung 

inkubiert. Die Primärantikörper wurden in PBS-Gelatine-Triton X-Azid-Lösung (PBS-

GTA) entsprechend Tabelle 2 verdünnt und die Schnitte wurden darin über Nacht bei 

4° C inkubiert. Dann wurden die Schnitte drei Mal für 10 Minuten in 500 µl PBS 

gewaschen. Die Sekundärantikörper wurden in PBS-GTA entsprechend Tabelle 3 
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verdünnt und die Schnitte wurden darin über Nacht bei 4° C inkubiert. Nachdem 

abermals drei Mal zehn Minuten in PBS gewaschen wurde, wurden die Schnitte aus 

destilliertem Wasser auf Superfrost Plus Objektträger aufgezogen, bei Raumtemperatur 

trocknen gelassen und mit Immumount-Eindeckmedium eingedeckt. 

3.3.6 Analyse des Myelinisierungsstatus an cerebellaren 

Schnittkulturen 

Zur Auswertung des Myelinisierungsstatus in Schnittkulturen wurden von jedem Schnitt 

drei gut erhaltene Foliae des Kleinhirns an einem konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop (C1, Nikon, Minato, Japan, 40x/0,75 Nikon Plan Fluor Objektiv, 

Aufnahmesoftware EZ-C1 Version 3.30) digitalisiert. Alle Bilder wurden mit denselben 

Aufnahmeeinstellungen angefertigt und anschließend verblindet ausgewertet.  

 

Abbildung 7: Analyse des Myelinisierungsstatus an cerebellaren Schnittkulturen 
A Anhand der Calbindin-Markierung wurde manuell eine Linie in einem Folium definiert, die möglichst 
viele Axone schneidet. Das Quadrat markiert den in B und C vergrößerten Bereich. B, C In Calbindin- 
und MBP-Markierung wurden alle die Linie kreuzenden Fasern manuell markiert und ihre Anzahl ins 
Verhältnis zueinander gesetzt, um den Anteil myelinisierter Axone zu bestimmen. 

Der Myelinisierungsstatus wurde nach der beschriebenen Methode von Meffre et al. 

[159] quantifiziert (Abbildung 7). Mit Hilfe der Software EZC1 FreeViewer (Nikon, 

Minato, Japan, Version 3.90) wurden der grüne und rote Bildkanal einzeln als tiff-

Dateien exportiert und dann als Bilderstapel (Stack) in Fiji ([160], Version 1.52d) wieder 

zusammengefügt. Dann wurde im grünen Bild (Calbindin-Markierung) eine Linie quer 

durch ein Folium gelegt, so dass sie möglichst viele Calbindin-positive Axone schneidet 

um den Zählbereich festzulegen. In beiden Bildern wurde mit Hilfe des Cell Counter-

Plugins manuell die Anzahl von Fasern ausgezählt, die die eingefügte Linie kreuzen. 

Anschließend wurde die Anzahl MBP-positiver Fasern zur Anzahl Calbindin-positiver 

Fasern ins Verhältnis gesetzt. Aus den drei Aufnahmen einer Schnittkultur wurde der 

Mittelwert der Verhältnisse gebildet, um den Myelinisierungsstatus des Schnittes zu 

ermitteln. 
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3.4 Durchflusszytometrische Analysen 

Durchflusszytometrische Messungen erlauben die simultane Analyse mehrerer intra- 

und extrazellulärer Antigene auf dissoziierten Zellen. Die Antigene werden mittels 

Fluorophor-gekoppelter Antikörper markiert. Im Durchflusszytometer werden die 

markierten Zellen einzeln, aber mit sehr hohem Durchsatz analysiert. Durch die 

Verwendung von Fluorophoren mit unterschiedlichen Absorptions- und Emissions-

Spektren und entsprechenden Anregungslasern und Emissions-Detektoren lassen sich 

diverse Antigene auf derselben Zelle darstellen.  

Zur Aufreinigung von peripheren Immunzellen aus neuronalem Gewebe wurden nach 

der Gewebedissoziation von Vorderhirn oder Rückenmark CD45-positive Zellen durch 

magnetische Zellseparation (magnetic cell separartion, MACS) angereichert. CD45-

positive Zellen wurden mit Antikörpern markiert, die mit magnetischen Partikeln 

gekoppelt waren und anschließend in einer magnetisierbaren Säule von nicht markierten 

Zellen getrennt. 

3.4.1 Perfusion und Gewebeentnahme 

Die experimentellen Gruppen bestanden aus je fünf Tieren. EAE- und CupEAE-Tiere 

wurden in die Analyse aufgenommen sobald sie einen Score von mindestens 1 

entwickelt hatten. Pro Messtag wurde Gewebe von drei bis vier Tieren parallel 

aufgearbeitet. Dabei wurden immer mindestens ein Kontrolltier, ein EAE-Tier und ein 

CupEAE-Tier pro Tag verwendet, um tägliche Schwankungen in der Aufarbeitung und 

Färbung gleichmäßig auf diese Gruppen zu verteilen. Die Cup-Tiere wurden an zwei 

weiteren Messtagen aufgearbeitet.  

Das Tier wurde durch intraperitoneale Injektion eines Ketamin-Xylazin-Gemisches 

(Ketamin 750 mg/kg, Xylazin 50 mg/kg) narkotisiert. Bei Reflexlosigkeit wurden Haut 

und Peritoneum der Maus am unteren Teil des Abdomens eröffnet, das Peritoneum bis 

zum Diaphragma durchtrennt und anschließend das Zwerchfell entfernt. Der Brustkorb 

wurde seitlich abgesetzt, am Herz ein kleiner Schnitt am rechten Atrium gesetzt und 

eine stumpfe Kanüle in den linken Ventrikel eingeführt. Hierüber wurde das Tier 

manuell mit 20 ml PBS perfundiert. 

Zur Entnahme von Rückenmark und Gehirn wurden Wirbelsäule und Schädel 

entnommen und auf Höhe des ersten Halswirbels voneinander getrennt. Der Schädel 

wurde vom Hinterhauptsloch ausgehend sagittal aufgeschnitten, die Kalotte entfernt 

und das Gehirn mit Hilfe eines Spatels entnommen. Das Vorderhirn wurde direkt vor 



 Material und Methoden 36 

 

dem Cerebellum durch einen frontalen Schnitt vom Hirnstamm getrennt, sagittal geteilt 

und in kaltes PBS (4° C) überführt. Das Rückenmark wurde durch hydraulische 

Extrusion aus dem Wirbelkanal gespült [161]. Hierzu wurde die Wirbelsäule auf Höhe 

der Lendenwirbel abgesetzt und eine PBS-gefüllte Spritze (5ml) mit aufgesetzter 

Pipettenspitze (200 µl) wurde von kaudal in den Wirbelkanal eingeführt. Dann wurde 

das Rückenmark durch Injektion von PBS herausgespült und in kaltem PBS (4° C) 

gelagert. 

3.4.2 Gewebeverdau 

Vor dem enzymatischen Verdau wurde das Gewebe mit einer Schere in etwa 1mm 

große Stücke zerteilt. Das Gewebe wurde in Zentrifugationsröhrchen mit 

Dissoziationslösung (10 ml je Rückenmark, 15 ml je halbiertem Vorderhirn) für 30 min 

im Wasserbad (37° C) inkubiert. Dabei wurden die Gewebestücke alle fünf Minuten 

durch fünfmaliges kräftiges Schütteln aufgeschüttelt. 

Nach dem enzymatischen Verdau wurde die Dissoziationslösung durch ein Zellsieb 

(70 µm) gefiltert. Die Gewebereste wurden mit einem Spritzenstempel durch das Sieb 

gedrückt und mit 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) nachgespült. 

Nach diesem Schritt wurden die Zellsuspensionen der beiden halbierten Vorderhirne 

desselben Tieres wieder gemischt. Die Zellsuspension wurde für fünf Minuten bei 370 g 

bei 4° C zentrifugiert, der Überstand abgekippt und das Zellpellet in 15 ml DMEM 

resuspendiert. 

3.4.3 Aufreinigung CD45-positiver Zellen 

Die Lebend-Zellzahl in 1:5 Verdünnung mit Trypanblau-Lösung wurde mit Hilfe einer 

Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die Zellsuspension wurde für fünf Minuten bei 370 g 

bei 4° C zentrifugiert, der Überstand abgekippt und das Zellpellet in 20 ml FACS-Puffer 

resuspendiert. Dann wurde die Zellsuspension abermals für fünf Minuten bei 370 g bei 

4° C zentrifugiert, der Überstand abgekippt und das Zellpellet in Fluorescence Activated 

Cell Sorting (FACS)-Puffer (90 µl/1*107 Zellen) resuspendiert. Dann wurden CD45-

Mikrobeads zugegeben (10 µl/1*107 Zellen) und für 30 Minuten bei 4° C inkubiert. 

Dabei wurde die Zellsuspension alle fünf Minuten kurz durchmischt. 

Die magnetische Separation erfolgte als Positivselektion automatisiert am autoMACS® 

Pro Separator (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) in dem Programm 

„Posselds“ mit Spülvorgängen zwischen den Proben (Programm „Rinse“). Das für die 
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Programmierung des Gerätes notwendige Gesamtvolumen der Lösungen wurde mit 

Hilfe einer Kolbenhubpipette näherungsweise bestimmt. 

Nach der Separation wurde die Lebend-Zellzahl der Positivfraktion in 1:2 Verdünnung 

mit Trypanblau-Lösung mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

3.4.4 Extra- und intrazelluläre Fluoreszenzmarkierung 

Je Probe wurden Färbepanel A (Leukozytenmarker) und Färbepanel B (T-Zellmarker) 

an je 1*106 Zellen gefärbt. Falls durch geringe Zellausbeute nach der Aufreinigung die 

Zellen hierfür nicht ausreichten, wurde die Menge eingesetzter Zellen und das Volumen 

aller verwendeter Färbelösungen halbiert. Für Rückenmarkproben von Cup-Tieren 

wurden wegen zu geringer Zellzahlen keine Färbungen durchgeführt, die 

Rückenmarkproben von Kontrolltieren wurden nur für Panel A gefärbt und Panel B 

konnte nur an 3 Rückenmarkproben von EAE-Tieren und 4 Rückenmarkproben von 

CupEAE-Tieren gefärbt werden. 

Alle folgenden Zentrifugationen erfolgten bei 370 g für 5 Minuten bei 20° C.  

Für die Lebend-Tot-Färbung wurde die Arbeitslösung durch 1:1000 Verdünnung aus 

Zombie Green- oder eFluor506-Stammlösung frisch angesetzt. Die zu färbende Zellzahl 

wurde in Rundboden-Röhrchen aliquotiert, durch Zentrifugation pelletiert, in 1 ml PBS 

resuspendiert, abermals pelletiert und in 100 µl Arbeitslösung resuspendiert. Die Zellen 

wurden 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 2 ml 

FACS-Puffer zugegeben, die Zellen wurden pelletiert, in 2 ml FACS-Puffer 

resuspendiert und abermals pelletiert. 

Zum Blockieren von unspezifischen Bindungen wurden die Proben in 90 µl 

Blockierlösung resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln 

inkubiert. Die Antikörper für extrazelluläre Färbungen eines Panels wurden 

entsprechend Tabelle 4 mit FACS-Puffer auf die zehnfache Arbeitskonzentration 

verdünnt. Dann wurden jeder Probe 10 µl Antikörperlösung zugegeben, gemischt und 

20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde 1 ml FACS-Puffer zugegeben, 

die Zellen wurden pelletiert und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. 

Für die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen vor der Markierung intrazellulärer 

Antigene wurden Fixierlösung und Permeabilisierungspuffer frisch angesetzt. Die Zellen 

wurden pelletiert, in 1 ml Fixierlösung resuspendiert und 45 Minuten im Dunkeln 

inkubiert. Dann wurden 2 ml FACS-Puffer zugegeben, die Zellen pelletiert, in 2 ml 
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FACS-Puffer resuspendiert, abermals pelletiert, in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und 

über Nacht bei 4° C gelagert. Am nächsten Tag wurden 2 ml Permeabilisierungspuffer 

zugegeben, die Zellen pelletiert, in 2 ml Permeabilisierungspuffer resuspendiert und 

abermals pelletiert. 

Tabelle 4: Markierungen für durchflusszytometrische Analysen 

Markierung 
Hersteller 

Bestellnummer 
Lokalisation 

Menge für 

1*106 Zellen 

Panel A    

Zombie Green BioLegend, 423112   

CD3 - Brilliant Violet 711 BioLegend, 101320 extrazellulär 0,25 µg 

B220 - Brilliant Violet 421 BioLegend 103239 extrazellulär 0,25 µg 

CD11c - PE  BioLegend 117307 extrazellulär 0,25 µg 

Ly-6C - APC BioLegend 128015 extrazellulär 0,125 µg 

CD68 - Brilliant Violet 605 BioLegend 137021 intrazellulär 0,25 µg 

CD45 - APC/Fire 750 BioLegend 147713 extrazellulär 0,25 µg 

Panel B    

eFluor506 eBioScience 65-0866-14   

CD4 - Brilliant Violet 750 BioLegend 100457 extrazellulär 0,25 µg 

CD8a - Alexa Flour 488 BioLegend 100726 extrazellulär 0,5 µg 

FOXP3 - Brilliant Violet 421 BioLegend 126419 intrazellulär 1 µg 

CD95 (Fas) - PE  BioLegend 152607 extrazellulär 0,125 µg  

Granzyme B - APC/Fire 750 BioLegend 372209 intrazellulär 0,5 µg 

T-bet - PE/Dazzle 594 BioLegend 644827 intrazellulär 2 µg 

GATA3 - APC BioLegend 653805 intrazellulär 0,5 µg 

RORyt - PerCP-Cy 5.5 BD Biosciences 562683 intrazellulär 2 µg 

Zum Blockieren von unspezifischen Bindungen wurden die Proben in 60 µl 

Blockierlösung resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln 

inkubiert. Die Antikörper für intrazelluläre Färbungen eines Panels wurden 

entsprechend Tabelle 4 mit Permeabilisierungspuffer auf die 2,5fache 

Arbeitskonzentration verdünnt. Dann wurden jeder Probe 40 µl Antikörperlösung 

zugegeben, gemischt und 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 2 ml 

Permeabilisierungspuffer zugegeben und die Zellen wurden pelletiert und in 2 ml FACS-

Puffer resuspendiert. Abschließend wurden die Zellen für die Messung am 

Durchflusszytometer in 250 µl FACS-Puffer resuspendiert. 
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3.4.5 Durchflusszytometrische Messung 

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden am BD FACSAria IIIu 

(BD Biosciences, San Jose, USA) in der Core Facility für Zellsortierung und –analyse 

der Universtitätsmedizin durchgeführt. Aufgrund zum Teil hoher Debris-Anteile wurde 

statt einer festgelegten Zahl von Ereignissen das gesamte Probevolumen gemessen. 

Vor Beginn des Versuches wurden mit Hilfe von Einzelfärbungen aller Antikörper an 

Proben aus Rückenmark und Vorderhirn von EAE-Mäusen sowie Zellen aus Milzen 

und Lymphknoten die optimalen Färbekonzentrationen ermittelt sowie vorläufige 

Kompensationsmatrizen erstellt. 

3.4.6 Auswertung durchflusszytometrischer Daten 

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse wurde mit FlowJo 

(Version 10.6.2, Becton Dickinson, Franklin Lakes, Vereinigte Staaten) angefertigt. 

Zunächst wurde die vorläufige Kompensationsmatrix manuell geprüft und optimiert. 

Dafür wurden alle Kombinationen von Fluoreszenzparametern im Dotplot dargestellt 

und Verschiebungen der Punktwolken durch Anpassen der Kompensationsmatrix 

korrigiert. 

Ausgangspunkt der Analysen war die Definition von lebenden Einzelzellen (Abbildung 

8). Dafür wurden im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht (forward scatter, FSC; side 

scatter, SSC) die zu analysierenden Zellen nach ihrer Zellgröße und –granularität 

ausgewählt. Die Messwerte für FSC werden als Fläche unter der Signalkurve (area, 

FSC-A), als höchster Punkt der Signalkurve (height, FSC-H) und als Breite der 

Signalkurve (width, FSC-W) aufgenommen. Ebenso wird für SSC verfahren. 

Zur Abgrenzung der relevanten Zellpopulation wurde zunächst anhand von FSC-A und 

SSC-A für die Färbungen im Leukozytenpanel A ein relativ großer Bereich gewählt, der 

alle Leukozytenpopulationen umfasst (Abbildung 8 A). Für die Färbungen des T-Zell-

Panels B wurde der Bereich auf die Größe und Granularität von Lymphozyten 

beschränkt (Abbildung 8 B). Zum Ausschluss von Dubletten wurden anschließend 

Messereignisse mit hohen Werten für FSC-H, FSC-W, SSC-H und SSC-W 

ausgeschlossen. Dann wurden Zombie Green- bzw. eFluor506-positive Zellen als tot 

von der folgenden Analyse ausgeschlossen. Die so definierten Populationen lebender 

Einzelzellen waren Grundlage für alle folgenden Analysen. 
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Abbildung 8: Definition von lebenden Einzelzellen für die durchflusszytometrische Auswertung 
Die Definition von lebenden Einzelzellen war Grundlage für alle weiteren Quantifizierungen der 
durchflusszytometrischen Messergebnissen. A Die Größe und Granularität von relevanten Zellen wurde 
im FSC-A und SSC-A (Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht) festgelegt. B, C Zum Dublettenausschluss 
wurden hohe Werte für FSC-H, FSC-W sowie SSC-H und SSC-W ausgeschlossen. D Lebende Zellen 
wurden als Zombie Green- bzw. eFluor506-negativ definiert. 

Die Auswahl von Zellpopulationen für die Quantifizierung (Gating) wurde für die 

Proben aus Rückenmark und Vorderhirn separat vorgenommen. Innerhalb dieser 

Gruppen wurden die gleichen Parameter auf alle Proben angewandt. Da aber die 

Färbeintensität durch die Färbung der Proben an verschiedenen Messtagen leicht 

schwankte und die Zellpopulationen zum Teil eng beieinander lagen, war bei folgenden 

Proben in Panel B eine manuelle Anpassung der Zellauswahl nötig: bei 

Rückenmarkproben bei drei eFluor506-Färbungen (zwei EAE-Proben, eine CupEAE-

Probe) und zwei CD4- Färbungen (eine EAE-Probe, eine CupEAE-Probe) und bei 

Vorderhirnproben bei vier Zombie Green- Färbungen (drei Kontrollproben und eine 

CupEAE-Probe) und zwei CD4- Färbungen (eine EAE-Probe, eine CupEAE-Probe). 
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Die Färbeergebnisse für CD95, CD11c, T-bet, GATA3, RORγT und FOXP3 führten 

nicht zu klar abgrenzbaren Zellpopulationen und werden deshalb in dieser Arbeit nicht 

dargestellt.  

3.5 Histologische Methoden 

Unter Immunhistochemie versteht man die spezifische Darstellung einzelner Antigene 

mit Hilfe von Antikörpern in histologischen Schnittpräparaten. Hier wurde die indirekte 

Avidin-Biotin-Methode angewandt. Das Antigen wird dabei von einem 

Primärantikörper spezifisch gebunden. Dann wird der Primärantikörper durch einen 

Biotin-gekoppelten Sekundärantikörper markiert. Anschließend wird ein Avidin-Biotin-

Peroxidase-Konjugat zugegeben, das aufgrund der hohen Affinität zwischen Biotin und 

Avidin an die Antikörper-Komplexe bindet. Die Peroxidase katalysiert bei Zugabe des 

Substrates 3,3′-Diaminobenzidin (DAB) dessen Oxidation zu einem unlöslichen 

farbigen Niederschlag. Alternativ wurden für Fluoreszenzmarkierungen Fluorophor-

konjugierte Sekundärantikörper verwendet. Bei Verwendung von Primärantikörpern aus 

unterschiedlichen Wirtsspezies lassen sich mehrere Antigene im selben Schnitt 

darstellen, um Kolokalisierungen dieser Antigene zu analysieren.  

3.5.1 Perfusion und Gewebeentnahme 

Die Perfusion des Tieres begann wie unter 3.4.1 beschrieben. Nach der manuellen 

Perfusion mit 20 ml PBS wurde ebenfalls manuell mit 30 ml Perfusionslösung 

perfundiert. Anschließend wurde eine Schlauchpumpe (IPC-4, IsmaTec, Wertheim, 

Deutschland) angeschlossen und mit einer Flussrate von etwa 22 ml/min weitere 

7 Minuten mit Perfusionslösung perfundiert. Postnatale Mäuse (postnataler Tag (P) 5) 

wurden manuell mit 5 ml PBS und dann 10 ml Perfusionslösung ohne anschließende 

Perfusion via Schlauchpumpe perfundiert. 

Der Kopf wurde mit einer Schere auf Höhe des ersten Halswirbels von der Wirbelsäule 

getrennt, die Haut über dem Schädel wurde aufgeschnitten und die Kalotte vom 

Hinterhauptsloch ausgehen sagittal mit einer kleinen Schere eröffnet um die 

Gehirnoberfläche freizulegen. Der gesamte Kopf wurde dann in Perfusionslösung über 

Nacht bei 4° C nachfixiert. Dann wurde das Gehirn entnommen. 

Fell und Muskeln des Rückens wurden von der Wirbelsäule entfernt, die Rippen wurden 

wirbelnah abgeschnitten und die Wirbelsäule wurde oberhalb des Beckens abgesetzt. 

Die Wirbelsäule wurde möglichst sorgfältig von Weichgewebe freipräpariert, in drei 

Abschnitte geteilt und in Gewebekassetten überführt. Die Gewebekassetten wurden für 
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6-12 Stunden unter laufendem Leitungswasser gespült und dann zwei Tage bei 37° C in 

Entkalzifizierungslösung inkubiert. Nach einem Tag wurde die Lösung gewechselt. 

3.5.2 Kryoeinbettung und -schnitte 

Die Gehirne von TH-GFP-Reportermäusen und Wildtyptieren zur TH-Markierung 

wurden kryokonserviert und gefroren geschnitten. 

Das fixierte Gehirn wurde über Nacht bei 4° C in Kryoprotektionslösung inkubiert. 

Dann wurde das Gehirn in Isopentan mit einer Temperatur von -80° C eingefroren, mit 

TissueTek®-Einbettmedium eingebettet und am Kryostaten (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Deutschland) in sagittaler Ausrichtung mit einer Schnittdicke von 30 µm 

geschnitten. Die Schnitte wurden in einer 24-Well-Platte in je 1 ml PBS aufgenommen. 

3.5.3 Immunfluoreszenzmarkierung von Tyrosinhydroxylase 

Die 30 µm dicken sagittalen Schnitte wurden frei flottierend in 24-Well-Platten gefärbt. 

Alle Inkubationen wurden unter langsamem Schwenken auf einem Schüttler ausgeführt. 

Zum Wechsel der Arbeitslösung wurde der Schnitt mit einem feinen Pinsel in ein Well 

mit frischer Lösung überführt. 

Zunächst wurden die Schnitte drei Mal für 10 Minuten in je 1 ml PBS gewaschen. Dann 

wurden die Schnitte für eine Stunde bei Raumtemperatur in 500 µl Blockierlösung 

inkubiert. Der Primärantikörper wurde in Färbelösung entsprechend Tabelle 2 verdünnt 

und die Schnitte wurden über Nacht bei 4° C in 300 µl Lösung inkubiert. Dann wurden 

die Schnitte drei Mal für 10 Minuten bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und 

dann mit in Färbelösung verdünntem Sekundärantikörper (Tabelle 3) in 300 µl bei 4° C 

im Dunkeln über Nacht inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte drei Mal für 

10 Minuten bei Raumtemperatur in 1 ml PBS gewaschen und mit 300 µl DAPI-

Arbeitslösung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Schnitte 

drei Mal für 10 Minuten in 1 ml PBS gewaschen und in destilliertem Wasser auf 

Superfrost Plus Objektträger aufgezogen. Die Objektträger wurden auf einer 

Wärmeplatte bei 37° C trocknen gelassen und wurden dann mit Vectashield Hardset 

eingedeckt. 

Schnitte von TH-GFP-Reportermäusen wurden nicht mit Antikörpern markiert, 

sondern wie oben beschrieben mit DAPI-Arbeitslösung inkubiert, auf Objektträger 

aufgezogen und eingedeckt. 
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3.5.4 Paraffineinbettung und -schnitte 

Zur immunhistochemischen Färbung von CD3 und für histologische Färbungen 

wurden Rückenmark und Gehirn in Paraffin eingebettet. 

Das fixierte Gewebe wurde in Gewebekassetten überführt. Die Gewebekassetten 

wurden für 6-12 Stunden unter laufendem Leitungswasser gespült und dann über Nacht 

bei 4° C in 50% Ethanol inkubiert. Anschließend erfolgte die manuelle Dehydrierung 

nach Tabelle 5 und das Einbetten in Paraffinblöcke. Abgesehen von der Inkubation in 

Paraffin erfolgte die Dehydrierung bei Raumtemperatur und unter leichtem Schütteln.  

Tabelle 5: Dehydrierung und Paraffinierung von fixiertem Gewebe 

Schritt Dauer 

70% Ethanol 40 Minuten 

70% Ethanol 40 Minuten 

96% Ethanol 40 Minuten 

96% Ethanol 40 Minuten 

100% Ethanol 40 Minuten 

100% Ethanol 40 Minuten 

100% Ethanol 60 Minuten 

Xylol 40 Minuten 

Xylol 40 Minuten 

Xylol 40 Minuten 

Paraffin (65° C) 60 Minuten 

Paraffin (65° C) 60 Minuten 

Paraffin (65° C) 2 Tage 

Nach der Einbettung wurden an einem Rotationsmikrotom (RM2255, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Deutschland) 5 µm dicke frontale Schnitte der murinen Hirne 

auf Höhe des rostralen Hippocampus bzw. Querschnitte des Rückenmarks in der 

Wirbelsäule angefertigt. Die Schnitte wurden im Wasserbad bei 42-45° C gestreckt, je 

zwei Schnitte wurden auf einen Superfrost Plus Objektträger aufgezogen und bei 37° C 

in einem Wärmeschrank über Nacht getrocknet.  

3.5.5 Immunhistochemische Markierung von CD3 

Alle Färbungen, die direkt miteinander verglichen wurden, wurden gleichzeitig in einem 

Arbeitsgang hergestellt.  

Die Objektträger wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entsprechend Tabelle 6 

entparaffiniert und rehydriert. 
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Tabelle 6: Entparaffinierung und Rehydrierung von Paraffinschnitten 

Schritt Dauer 

Xylol 10 Minuten 

Xylol 10 Minuten 

Xylol 10 Minuten 

Xylol/Ethanol 1:1 5 Minuten 

100% Ethanol 3 Minuten 

100% Ethanol 3 Minuten 

96% Ethanol 3 Minuten 

96% Ethanol 3 Minuten 

70% Ethanol 3 Minuten 

50% Ethanol 3 Minuten 

Destilliertes Wasser 3 Minuten 

Zum Freilegen maskierter Antigene wurden die Objektträger in 

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)- Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Puffer 

in einer Mikrowelle 10 Minuten gekocht und dann in einem Wasserbad auf 

Raumtemperatur abgekühlt.  

Für alle folgenden Inkubationen wurden je 100 µl des jeweiligen Reagenz mit einer 

Pipette auf die liegenden Objektträger aufgetropft und in einer feuchten Kammer 

inkubiert. Zwischen diesen Schritten wurden die Objektträger je drei Mal für fünf 

Minuten unter leichtem Schütteln in Küvetten mit PBS gewaschen.  

Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation der Schnitte mit Blockierlösung für 

eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Es wurde ohne Waschen mit der Inkubation 

des in Blockierlösung verdünnten Primärantikörpers (Tabelle 2) bei 4° C über Nacht 

fortgefahren. 

Die Schnitte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem in Blockierlösung 

verdünnten Sekundärantikörper (Tabelle 3) inkubiert. Zum Reduzieren intrinsischer 

Peroxidaseaktivität wurden die Schnitte 30 Minuten in 0,35% Wasserstoffperoxid in 

PBS in Glasküvetten im Dunkeln inkubiert. Der Avidin-Biotin-Enzymkomplex wurde 

mindestens 30 Minuten vor Verwendung angesetzt. Die Schnitte wurden dann damit 

1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Für die Chromogenreaktion wurden die 

Schnitte 10 Minuten mit DAB-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte 

kurz in Leitungswasser getaucht und dann 5 Minuten in destilliertem Wasser gespült.  
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Danach wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe entsprechend Tabelle 7 

entwässert und mit Depex eingedeckt. 

Tabelle 7: Dehydrierung von gefärbten Paraffinschnitten 

Schritt Dauer 

Destilliertes Wasser 3 Minuten 

50% Ethanol 3 Minuten 

70% Ethanol 3 Minuten 

96% Ethanol 3 Minuten 

96% Ethanol 3 Minuten 

100% Ethanol 3 Minuten 

100% Ethanol 3 Minuten 

Xylol/Ethanol 1:1 5 Minuten 

Xylol 10 Minuten 

Xylol 10 Minuten 

Xylol 10 Minuten 

3.5.6 Histochemische Färbungen 

Zur Darstellung der Myelinisierung des Rückenmarks wurde eine Luxol Fast Blue 

(LFB)-Färbung mit Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) kombiniert. Bei der LFB-

Färbung handelt es sich um eine Differenzierungsfärbung, in der Myelin zunächst 

überfärbt wird und dann durch wiederholte Differenzierung bis zur gewünschten 

Färbeintensität entfärbt wird. Zur Gegenfärbung nach immunhistochemischer Färbung 

wurde außerdem eine Hämalaun-Eosin (HE)-Färbung angewandt. 

LFB-PAS-Färbung 

Die histologischen Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entsprechend 

Tabelle 6 in 96% Alkohol überführt. Dann wurden die Schnitte in LFB-Färbelösung bei 

56° C über Nacht inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte durch kurzes Eintauchen 

in 96% Ethanol und destilliertes Wasser gespült. Die Schnitte waren nun mit LFB 

überfärbt. Zum Differenzieren wurden die Schnitte für 10 Sekunden in frisch 

anzusetzende Lithiumcarbonat-Lösung getaucht und 10 Minuten in 70% Ethanol 

geschwenkt. Zum Unterbrechen der Differenzierung wurden die Schnitte in destilliertes 

Wasser gegeben. Dieser Ablauf wurde mehrfach wiederholt bis die Schnitte bei 

mikroskopischer Kontrolle die gewünschte Färbeintensität aufwiesen. Zur 

Feinjustierung wurde bei Annähern an die gewünschte Intensität Lithiumcarbonatlösung 

mit halber Konzentration verwendet. Geringe Abweichungen der Schnittdicke führten 



 Material und Methoden 46 

 

dazu, dass alle Schnitte einzeln mikroskopisch kontrolliert und gegebenenfalls 

unterschiedlich oft und lange differenziert werden mussten, um ein einheitliches 

Färbeergebnis zu erreichen. 

Die Schnitte wurden dann 2 Minuten in Periodsäure-Lösung inkubiert, durch 

Eintauchen in destilliertes Wasser gespült und dann in Schiff’schem Reagenz inkubiert. 

Die Reaktionszeit betrug je nach Alter der Färbelösung 45 Sekunden bis 10 Minuten 

und wurde im Voraus anhand von Testschnitten festgelegt. Anschließend wurden die 

Schnitte 5 Minuten unter laufendem Leitungswasser gewaschen, kurz in destilliertes 

Wasser getaucht und dann in Mayer’s Hämalaun-Lösung gegengefärbt. Hier variiert die 

Färbezeit je nach Alter der Lösung zwischen 5 und 20 Sekunden. Die Schnitte wurden 

für 3 Sekunden in HCl-Alkohol eingetaucht und dann 5 Minuten unter laufendem 

Leitungswasser gebläut. Danach wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe 

entsprechend Tabelle 7 entwässert und mit Depex eingedeckt. 

HE-Färbung 

Zur Gegenfärbung von Rückenmarkschnitten nach immunhistochemischer Markierung 

von CD3 wurde eine HE-Färbung mit geringer Färbeintensität durchgeführt. Im 

Anschluss an die Chromogenreaktion wurden die Schnitte für 30 Sekunden in Mayers 

Hämalaunlösung gegengefärbt, etwa 3 Sekunden in HCl-Alkohol entfärbt und 

15 Minuten unter laufendem Leitungswasser gebläut. Dann wurden die Schnitte 

3 Sekunden in Eosin-Lösung gefärbt, kurz in destilliertem Wasser gespült und dann in 

70% Ethanol unter leichtem Schütteln differenziert bis die gewünschte Färbeintensität 

erreicht war. Anschließend wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe entsprechend 

Tabelle 7 entwässert und mit Depex eingedeckt. 

3.5.7 Bildaquisition und Quantifizierung 

Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Mikroskop DM6 B (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Deutschland) in 20-facher Vergrößerung angefertigt. Die 

Aufnahmen des Rückenmarks wurden mit dem Merge-Modus der Aquisitionssoftware 

Leica Application Suite X (Version 3.7.0.20979) aus Einzelbildern zusammengesetzt. 

Zur Darstellung in der gedruckten Arbeit wurden Helligkeit und Kontrast mit der 

Software Gimp (Version 2.10.14) optimiert. 

Zur Auswertung der LFB-PAS-Färbung des Rückenmarks wurde zunächst mit Hilfe der 

Software Fiji (160, Version 1.52d) manuell der Umriss des Rückenmarks markiert, um 

die Gesamtfläche zu bestimmen, dann wurden manuell alle demyelinisierten Bereiche 
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mit massiven Zellinfiltraten markiert, deren Flächen addiert und ins Verhältnis zur 

Gesamtfläche gesetzt. Von jedem Tier lagen drei Schnitte des Rückenmarks auf 

verschiedenen Segmentebenen vor, deren Quantifizierungsergebnis gemittelt wurde und 

dann als Wert des Einzeltieres in die Auswertung einging (Kontrolle: n=3 Tiere, Cup: 

n=4, EAE: n=7, CupEAE: n=7). 

3.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism (Version 8.3.0, GraphPad 

Software, LLC, San Diego, Vereinigte Staaten) durchgeführt.  

Alle Gruppen wurden mit dem ROUT-Test (Falscherkennungsrate Q=1%) auf 

Ausreißer geprüft. Alle Ausreißer wurden aus der folgenden Analyse ausgeschlossen. 

Alle Gruppen wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test (Signifikanzniveau α=0,05) auf 

Normalverteilung geprüft. Normalverteilte Daten wurden mit dem zweiseitigem t-Test 

mit einem Signifikanzniveau von 95% auf signifikante Unterschiede getestet. Nicht 

normalverteilte Daten wurden mit dem Mann-Whitney-Test mit einem 

Signifikanzniveau von 95% auf signifikante Unterschiede getestet. In allen Abbildungen 

ist der Signifikanzwert p folgendermaßen dargestellt: p ≤ 0,05 als *, p ≤ 0,01 als ** und 

p ≤ 0,001 als ***. Im Text sind Messwerte als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. 

3.7 Beteiligung weiterer Experimentatoren 

Die magnetische Aufreinigung CD45-positiver Zellen und die durchflusszytometrischen 

Messungen erfolgten an den Geräten der Core Facility Zellsortierung und Zellanalyse 

der Universitätsmedizin Rostock unter Leitung von Frau Prof. Dr. Müller-Hilke unter 

Betreuung von Wendy Bergmann und Michael Müller. 

Die Aufarbeitung von Proben für die Massenspektrometrie mittels 

Zentrifugenfiltersystem, die Messung am Massenspektrometer und die 

Proteinidentifizierung und –quantifizierung wurden von Dr. Stefan Mikkat von der Core 

Facility für Proteomanalyse der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt. 

Die Entnahme von Cerebellum der Ratte für massenspektrometrische Analysen wurde 

von Prof. Dr. Oliver Schmitt (Institut für Anatomie, Universitätsmedizin Rostock) 

durchgeführt. Die Aufreinigung von Membranproteinen aus Rattenproben sowie eines 

Teils der Mausproben und die zweidimensionalen Gelelektrophoresen wurden von 

Antje Schümann (Institut für Anatomie, Universitätsmedizin Rostock) angefertigt. 
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Für immunhistochemische und histologische Färbungen wurden Schnitte von 

Kontrolltieren, Cup-Tieren, EAE-Tieren und CupEAE-Tieren aus dem Institut für 

Neuroanatomie der RWTH Aachen verwendet.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Nachweis von Proteinen des Myelinproteoms 

Können Myelinproteine insbesondere in kleinen Probenvolumina 

massenspektrometrisch quantifiziert werden, um Proteinprofile von Myelin zu 

untersuchen? 

Für eine massenspektrometrische Analyse müssen Myelinproteine spezifisch 

aufgereinigt werden. Dies wurde in dieser Arbeit durch Anreicherung von 

Membranproteinen in einem zweiphasigen Polymersystem erreicht. Neben Proteinen 

der Myelinmembranen werden dabei auch Proteine anderer biologischer Membranen, 

wie der Zellmembran, angereichert.  Diese Methode wurde in diesem Projekt gewählt 

um eine große Bandbreite von Proteinen analysieren zu können. Die Spezifizierung von 

Myelinproteinen erfolgte während der Auswertung durch Abgleich mit einem 

publizierten Myelinproteom. 

Um die Robustheit der Membranproteinanreicherung bei geringen Probenmengen zu 

testen, wurden einzelne postnatale murine Gewebeschnitte (P5) mit einem Gewicht von 

etwa 20 mg verwendet. Die Gesamtproteinfraktion einzelner Gewebeschnitte wurde in 

zweidimensionaler Gelelektrophorese durch isoelektrische Fokussierung und 

Massentrennung aufgetrennt. Resultierende Gele demonstrieren diverse Proteine über 

einen breiten Größen- sowie pI-Bereich (Abbildung 9 A). Nach der Aufreinigung von 

Membranproteinen aus einem einzelnen Gewebeschnitt sind nach zweidimensionaler 

Auftrennung ebenfalls diverse distinkte Proteine vorhanden (Abbildung 9 B). Der 

Vergleich zeigt aber eine Verringerung der Anzahl nachgewiesener Proteine sowie der 

Größe vieler Proteinspots. 

Zur Untersuchung von demyelinisierenden Prozessen im murinen Gehirn wird oft das 

Corpus callosum als ein massiver und isolierbarer Bereich weißer Substanz verwendet. 

Bei sorgfältiger Präparation ohne Kontamination mit kortikalem Gewebe lässt sich aus 

dem Gehirn einer adulten Maus weniger als 10 mg Corpus callosum isolieren, deshalb 

wurde für die zweidimensionale Auftrennung der Gesamtproteinfraktion das Gewebe 

von drei Tieren gepoolt. Nach zweidimensionaler Auftrennung lassen sich diverse 

Proteine voneinander abgrenzen (Abbildung 9 D), allerdings sind weniger Proteinspots 

zu erkennen als in den Proben ganzer Gewebeschnitte. 
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Abbildung 9: Zweidimensionale Gelelektrophorese von Corpus callosum und Gewebeschnitten 
A Die Gesamtproteinfraktion eines 350 µm dicken sagittalen Gewebeschnittes wurde in einer zwei-
dimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt. B Die aus einem einzelnen Gewebeschnitt aufgereinigten 
Membranproteine wurden in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt. C Die Gesamt-
proteinfraktion des Corpus callosum von drei adulten Mäusen wurde in einer zweidimensionalen 
Gelelektrophorese aufgetrennt.  

Zum massenspektrometrischen Nachweis von Myelinproteinen aus einer großen 

Probenmenge wurde die Membranproteinfraktion aus dem Cerebellum adulter Ratten 

angereichert und die enthaltenen Proteine mittels Flüssigkeitschromatographie-

gekoppelter Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert. 1378 Proteine wurden 

eindeutig identifiziert, davon gehören 240 zu dem von Jahn et al. [156] publizierten 

Myelin-Proteom (Abbildung 10 A). Unter anderem konnten die gängigen Myelin-

Markerproteine CNPase, MBP, PLP, MAG, Sirtuin-2, Oligodendrozyten-Myelin-

Glykoprotein (OMG) und MOG quantifiziert werden (Abbildung 10 B). 
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Abbildung 10: Massenspektrometrischer Nachweis von Myelinproteinen 
Membranproteine wurden mit der Aufreinigung nach Schindler aus dem Cerebellum adulter Ratten und 
aus Gewebeschnitten postnataler Mäuse angereichert und massenspektrometrisch identifiziert. A Die 
identifizierten Proteine wurden mit dem Myelin-Proteom nach Jahn et al. abgeglichen. B Gängige Myelin-
Markerproteine wurden im Cerebellum adulter Ratten nachgewiesen. Dargestellt sind Mittelwert und 
Standardabweichung (n=2). 

Die gleiche Analyse wurde dann an den oben genannten einzelnen Gewebeschnitten 

postnataler Mäuse durchgeführt. Nach Membranproteinanreicherung konnten 

1161 Proteine identifiziert werden, von denen 226 dem Myelin-Proteom nach Jahn et al. 

angehören. Diese Myelin-assoziierten Proteine waren überwiegend ubiquitär exprimierte 

Proteine des Stoffwechsels, des Zytoskeletts und anderer grundlegender Zellfunktionen. 

Von den oben genannten Myelin-Markerproteinen wurde nur Sirtuin-2 nachgewiesen.  

Um die Robustheit der Anreicherungsmethode zu bewerten, wurden die 

Gewebeschnitte aus der gleichen Region der linken und rechten Hemisphäre von sieben 

Tieren aufgearbeitet. Nach der Aufreinigung von Membranproteinen wurde die 

Proteinkonzentration der Proben bestimmt. Sie lag zwischen 0,04 ± 0,01 µg/µl und 

0,09 ± 0,01 µg/µl (Abbildung 11 A). Nach der massenspektrometrischen Bestimmung 

der normalisierten Proteinabundanz wurde der Variationskoeffizient als dimensionsloses 

Maß der Streuung um den Mittelwert für jedes Protein bestimmt. Der 
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Variationskoeffizient betrug 23,1 ± 12,4%. Das 75%-Perzentil lag bei 26,2% (Abbildung 

11 B). 

 

Abbildung 11: Robustheit der Membranproteinaufreinigung bei geringer Probenmenge 
A Die Proteinkonzentration nach Aufreinigung von Membranproteinen aus einzelnen sagittalen 
Gewebeschnitten wurde in technischen Triplikaten bestimmt. Als Kontrolle wurde ein Albuminstandard 
verwendet. Von jedem Tier (A-G) wurde je ein Gewebeschnitt aus der rechten und linken Hemisphäre 
mit dem gleichen Abstand zur Fissura longitudinalis cerebri verwendet. B Für alle identifizierten Proteine 
wurde die normalisierte Proteinabundanz in den Proben aus einzelnen Gewebeschnitten bestimmt. Die 
Variationskoeffizienten der normalisierten Proteinabundanz wurden für jedes Protein bestimmt und als 
Häufigkeitsverteilung dargestellt. 
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4.2 Gewebekulturen als Modell für Neurone und 

Oligodendrozyten 

Sind Gewebekulturen ein geeignetes Modellsystem zur Analyse von 

Myelinproteinen während der De- und Remyelinisierung? 

Organotypische Schnittkulturen sind eine Methode zur Kultur von Gewebe in seiner 

physiologischen räumlichen Anordnung. In dieser Arbeit wurde eine neue Methode 

zum Anlegen von Schnittkulturen des murinen Gehirns etabliert. Insbesondere 

großflächige Schnittkulturen konnten bisher nur mit Hilfe eines Vibratoms angefertigt 

werden. Nach Agaroseeinbettung konnten solche Schnitte aber auch zeitsparend mit 

einem Tissue Chopper angefertigt werden (Abbildung 12 A). Die Stabilisierung durch 

Agarose ermöglichte das sagittale Schneiden von kompletten postnatalen murinen 

Gehirnen ohne dass die Schnitte an der Klinge festklebten und auseinandergerissen 

wurden (Abbildung 12 B). Die Schnitte ließen sich unter mikroskopischer Kontrolle 

ohne Beschädigung des Gewebes voneinander trennen und die Agaroseüberstande ohne 

Anhaften am Gehirn entfernen (Abbildung 12 C). Während der Kultur auf 

semipermeablen Membranen veränderte sich das makroskopische Erscheinungsbild der 

Gewebekulturen von hellem frischem Gewebe mit abgrenzbaren anatomischen 

Strukturen an Kulturtag 0 (day in vitro, DIV, Abbildung 12 D) zu trübem, aufgequollen 

wirkendem Gewebe an DIV 1 (Abbildung 12 E). Im weiteren Verlauf der Kultur wurde 

das Gewebe zunehmend transparenter und anatomische Strukturen zeichneten sich 

wieder ab (Abbildung 12 F-I). Bei fortschreitender Kulturdauer entwickelten sich 

gelegentlich Bereiche im Schnitt, die zunächst eintrübten und in denen dann das 

Gewebe unterging. Diese Bereiche lagen stets mittig im Schnitt, vorwiegend im 

Thalamus, Hirnstamm oder der hippokampalen Formation (in geringer Ausprägung in 

Abbildung 12 G-I). 

Nach einer Kulturdauer von 43 Tagen wurden Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 

(MAP2)-positive Neurone und gliales fibrilläres saures Protein (GFAP)-positive 

Astrozyten immunhistochemisch markiert. Im Kortex war eine große Zahl MAP2-

positiver, parallel ausgerichteter neuronaler Fasern vorhanden (Abbildung 12 J). Die 

Anordnung von Zellkernen in anatomischen Strukturen des Gehirns blieb 

weitestgehend erhalten, beispielsweise in Cornu ammonis und Gyrus dentatus der 

hippokampalen Formation (Abbildung 12 K). GFAP-positive Astrozyten mit typischer 

sternförmiger Morphologie ließen sich in verschiedenen Bereichen der Schnitte 
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nachweisen (Abbildung 12 L), insbesondere die Oberfläche der Schnitte war von 

GFAP-positiven Zellen bedeckt. 

 

Abbildung 12: Agaroseeinbettung zum Anfertigen von Gewebekulturen 
A Zum Anfertigen von Gewebeschnitten wurde ein murines Gehirn (P5) vor dem Schneiden in Agarose 
eingebettet. B Der Agaroseblock wurde in sagittaler Ausrichtung mit einem Tissue Chopper in 300 µm 
dicke Scheiben geschnitten. C Die Gewebeschnitte wurden voneinander getrennt und in Kultur 
genommen. D-I Während der Kultur veränderte sich die makroskopische Erscheinung der 
Gewebeschnitte von weißlich trüb zu gräulich transparent. J Neuronale Strukturen im Kortex eines 
sagittalen organotypischen Gewebeschnittes nach 43 Tagen in Kultur wurden durch 
Immunfluoreszenzmarkierung von MAP2 dargestellt. K Die Struktur der hippokampalen Formation in 
sagittalen organotypischen Gewebekulturen war nach einer Kulturdauer von 43 Tagen erhalten. 
DG: Gyrus dentatus, CA1: Cornu ammonis Region 1, Sg: Stratum granulosum, Sm: Stratum moleculare, 
Sl: Stratum lacunosum, Sr: Stratum radiatum, Sp: Stratum pyramidale L Die Morphologie von Astrozyten 
in organotypischen Gewebekulturen wurde durch Immunfluoreszenzmarkierung von GFAP dargestellt. 

4.2.1 Sagittale organotypische Gewebekulturen 

In sagittalen Gewebeschnitten sind Anteile von Telencephalon, Diencephalon, 

Mesencephalon, Pons und Medulla oblongata vorhanden. Sie bieten damit einen großen 

Überblick über das gesamte Gehirn in einem einzigen Modellsystem. 

In sagittalen Gewebekulturen wurden nach 43 Tagen in Kultur die dopaminergen 

Neurone der Substantia nigra pars compacta (SN) durch immunhistochemische 

Markierung des Markerenzyms TH nachgewiesen (Abbildung 13 A). Die TH-positiven 
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Zellen im Bereich des Mittelhirns bildeten zwei nahe beieinanderliegende 

Zellpopulationen. Diese Anordnung entsprach der von TH-positiven Zellen im 

Mittelhirn adulter Mäuse (Abbildung 13 B).  

 

Abbildung 13: Tyrosinhydroxylase-positive Neurone in sagittalen Gewebekulturen und in vivo 
A, B Immunfluoreszenzmarkierung von TH-positiven Zellen in organotypischen Gewebekulturen im 
Bereich der SN nach 43-tägiger Kultur und in der SN einer 94 Tage alten Maus C, D GFP-positive 
Neurone in Gewebekulturen und in der SN von 5 Tage alten TH-GFP-Reportermäusen E, F TH-
positive Zellen im Bulbus olfactorius (OB) nach 43 Tagen Kulturdauer und im OB einer 94 Tage alten 
Maus. 

Es wurden außerdem Gewebekulturen von Mäusen angelegt, die GFP unter dem TH-

Promotor exprimieren, um TH-positive Neurone während und nach der Kultur ohne 

immunhistochemische Markierung untersuchen zu können. GFP-positive Zellen im 

Bereich der SN besaßen nach einwöchiger Kultur eine neuronale Morphologie mit 

großen Perikarya und mehreren Fortsätzen (Abbildung 13 C). In Gefrierschnitten von 
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postnatalen Mäusen (P5) hatten GFP-positive Zellen der SN dieselbe Morphologie 

(Abbildung 13 D). Eine große Population TH-positiver Zellen existierte in 

organotypischen Gewebekulturen nach 43 DIV im Bulbus olfactorius (OB, Abbildung 

13 E). Die Zellen lagen relativ homogen in der Randzone des OB vor und bildeten ein 

dichtes Netz TH-positiver Fortsätze. In vivo hingegen lagen TH-positive Zellen im OB 

entlang der Ränder von Glomeruli olfactorii (Abbildung 13 F). 

4.2.2 Frontale organotypische Gewebekulturen 

Frontale Gewebekulturen eignen sich besonders für Analysen von Kortex, Corpus 

callosum und abhängig von der Schnittebene Caudate-Putamen-Komplex (CPu) oder 

Thalamus. Pro Tier lassen sich mehr Schnitte mit Corpus callosum anfertigen als in 

sagittaler Schneiderichtung und durch die geringere Größe ist die Versorgung des 

Gewebes mit Nährstoffen stabiler und es kommt seltener zu Gewebeuntergängen.  

Frontale Gewebekulturen wurden ebenso wie sagittale Kulturen mit Hilfe von 

Agaroseeinbettung angelegt und für 13 Tage kultiviert. Der makroskopische Eindruck 

veränderte sich ebenso wie bei sagittalen Kulturen von milchig-trübem Aussehen in den 

ersten Kulturtagen zu gräulicher Transparenz des Gewebes mit sich deutlich 

abzeichnenden anatomischen Strukturen (Abbildung 14 A-C). Neuronale Fasern 

wurden durch MAP2-Markierung unter anderem im Kortex nachgewiesen (Abbildung 

14 D). Zur Darstellung von Synapsen wurde vesikulärer Glutamat-Transporter 1 

(VGLUT1), ein Protein in der Membran präsynaptischer Vesikel, in Kombination mit 

dem neuronalen Protein MAP2 immunhistochemisch markiert. In neuronenreichen 

Bereichen, insbesondere angeordnet entlang MAP2-positiver Fasern, war eine große 

Dichte VGLUT1-positiver Vesikel vorhanden (Abbildung 14 E). Zur Beurteilung des 

Myelinisierungszustandes wurde das in der Myelinisierung früh exprimierte Myelin-

Markerprotein PLP immunhistochemisch markiert. Im Kortex waren fokal begrenzte 

Areale mit PLP-positiven, überwiegend parallel ausgerichteten Fasern vorhanden 

(Abbildung 14 F). Auch in Bereichen weißer Substanz wie dem Corpus callosum oder 

den Fimbrien des Hippocampus ließen sich überwiegend schwach markierte PLP-

positive Fasern nachweisen. Für einen weiteren Nachweis von Oligodendrozyten wurde 

das Protein Oligodendrozytentranskribtionsfaktor 2 (OLIG2), das von 

Oligodendrozytenprogenitorzellen und von reifen Oligodendrozyten exprimiert wird, 

immunhistochemisch markiert. Im Kortex (Abbildung 14 G) und im Bereich des 

Hippocampus (Abbildung 14 H) waren OLIG2-positive Zellen gleichmäßig im Gewebe 

verteilt.  
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Abbildung 14: Frontale organotypische Gewebekulturen 
A-C Makroskopisches Erscheinungsbild frontaler organotypischer Gewebekulturen während 
zweiwöchiger Kultur D Neuronale Fasern im Kortex frontaler Gewebekulturen wurden nach 13 Tagen 
Kulturdauer durch Immunfluoreszenzmarkierung von MAP2 dargestellt. E Synapsenähnliche Strukturen 
entlang von MAP2-positiven Neuronen wurden durch Fluoreszenzmarkierung von VGLUT1 in 
Gewebekulturen dargestellt. F PLP-positives Myelin im Kortex von organotypischen Gewebekulturen 
G Im Bereich des Kortex von frontalen Gewebekulturen lagen OLIG2-positive Zellen und GFAP-
positive Astrozyten vor. H Im Hippocampus zeigten GFAP-positive Zellen eine parallele Ausrichtung. 
I Immunfluoreszenzmarkierung von IBA1-positiven Mikroglia in organotypischen Gewebekulturen. 
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Zur Beurteilung der Astrozyten-Morphologie wurde GFAP immunhistochemisch 

markiert. Im Kortex lagen GFAP-positive Zellen in sternförmiger Morphologie vor 

(Abbildung 14 G), im Hippocampus hingegen bildeten sie den Gyrus dentatus senkrecht 

durchlaufende parallel ausgerichtete Fortsätze (Abbildung 14 H). Zur Darstellung von 

Mikroglia wurde eine immunhistochemische Markierung von ionisiertem Kalzium-

bindendem Adaptermolekül 1 (ionised calcium-binding adapter molecule 1, IBA1) an 

Gewebekulturen durchgeführt. IBA1-positive Zellen mit amöboider Zellform waren vor 

allem auf der Schnittoberfläche vorhanden, während im Inneren des Schnittes IBA1-

positive Zellen mit verzweigten Fortsätzen überwogen (Abbildung 14 I).  

4.2.3 Sagittal-frontale organotypische Kokulturen 

Um das Auswachsen von neuronalen Fortsätzen während der Kultur in 

Gewebeschnitten zu untersuchen, wurde ein Ko-Kultursystem aus sagittal und frontal 

geschnittenem Gewebe verwendet. Sagittale Schnitte wurden aus TH-GFP-

Reportermäusen angefertigt und der Hirnstamm wurde direkt kaudal zur SN abgesetzt. 

Aus frontalen Schnitten von Wildtyp-Mäusen wurde ein quadratisches Stück Gewebe 

aus dem CPu herausgeschnitten und direkt angrenzend an die Schnittkante an den 

sagittalen Schnitt angelegt und 11 Tage lang kultiviert. Anschließend wurde das 

Vorhandensein von GFP-positiven Fasern im Wildtypgewebe untersucht. 

Makroskopisch ließ sich nach der Kultur kein Übergang mehr zwischen den 

kokultivierten Geweben erkennen (Abbildung 15 A und B). Die mikroskopische 

Auswertung ergab, dass im CPu-Gewebe in direkter Nähe zum Übergang eine hohe 

Dichte an GFP-positiven Fasern ohne erkennbare gerichtete Anordnung vorhanden 

waren (Abbildung 15 C). Vereinzelt waren auch noch in wenigen Millimetern 

Entfernung zur Schnittkante GFP-positive Fasern im CPu-Gewebe nachweisbar 

(Abbildung 15 D). Auch bei der Kultur eines sagittalen Gewebeschnittes nach Absetzen 

des Hirnstammes ohne das Anlegen eines alternativen Gewebeschnittes kam es zum 

Auswachsen von GFP-positiven Fasern direkt auf der semipermeablen Membran 

(Abbildung 15 E und F). 
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Abbildung 15: Sagittal-frontale Kokultur von Gewebeschnitten 
A Zur Untersuchung des Wachstums von TH-positiven neuronalen Fortsätzen wurden Kokulturen aus 
einem sagittalen Gewebeschnitt einer TH-GFP-Reportermaus und von CPu-Gewebe einer Wildtypmaus 
angelegt. Der Hirnstamm wurde posterior der SN entfernt (gestrichelte Linie) und ein zugeschnittenes 
Gewebestück aus dem CPu eines frontalen Schnittes wurde angrenzend positioniert. B Nach einer 
Kulturdauer von 11 Tagen wurden die Kulturen untersucht. Die Position von C und D sind in der 
Abbildung markiert. C TH-positive Fasern hatten die Grenze zwischen beiden Geweben (gestrichelte 
Linie) überquert. D Einzelne Fasern waren in Entfernung zur SN vorhanden. E In sagittalen Kulturen 
wurde der Hirnstamm direkt posterior zur SN entfernt (gestrichelte Linie). Die Position von F ist in der 
Abbildung markiert. F TH-positive Fortsätze wuchsen auf der semipermeablen Membran aus dem 
Gewebeschnitt heraus (gestrichelte Linie). 
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4.2.4 Demyelinisierung in cerebellaren Gewebekulturen 

Für die Untersuchung des Myelinisierungszustandes wurden die oben beschriebenen 

Protokolle für das Anlegen von Gewebekulturen angepasst. Eine geeignete 

Analyseregion ist das Cerebellum mit seinen parallel zueinander angeordneten 

myelinisierten Purkinje-Zell-Axonen. Wie in unter 4.1 auf Ebene des Proteoms gezeigt, 

ist die Myelinisierung bei jungen postnatalen Mäusen an P5 noch wenig ausgeprägt. In 

organotypischen Schnittkulturen von Mäusen an P5 bildet sich zwar nach einiger Zeit in 

Kultur Myelin (Abbildung 14 F), die Verteilung über den Schnitt ist aber heterogen und 

damit für Analysen nicht optimal. Deshalb wurden für die folgenden organotypischen 

Schnittkulturen postnatale Mäuse mit P8 bis P10 verwendet. Die cerebellaren 

organotypischen Schnittkulturen wurden an DIV 7 mit LPC behandelt, um die 

Demyelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen zu induzieren. An DIV 8 und DIV 11 

wurden die Kulturen fixiert und das Purkinje-Zell-Markerprotein Calbindin und das 

Myelinprotein MBP wurden immunhistochemisch markiert.  

Durch die Markierung von Calbindin wurden Purkinje-Zellen des Stratum purkinjense 

als große, kräftig gefärbte Zellkörper mit stark verzweigtem Dendritenbaum im Stratum 

molekulare und einzeln liegenden, annähernd parallel ausgerichteten Axonen im Stratum 

granulosum sowie der weißen Substanz des Cerebellums dargestellt. Die Morphologie 

der Purkinje-Zellen unterschied sich nicht zwischen LPC-behandelten und 

unbehandelten Schnittkulturen. MBP-positive Fasern verliefen in unbehandelten 

Schnittkulturen kolokalisiert mit Purkinje-Zell-Axonen im Stratum granulosum und in 

der weißen Substanz des Cerebellums. In LPC-behandelten Schnittkulturen zeigten 

MBP-positive Fasern neben dieser Morphologie Unterbrechungen der MBP-Markierung 

sowie Verdickungen der MBP-positiven Fasern. Außerdem waren Zellkörper mit 

Kernaussparung ohne erkennbare Fortsätze MBP-positiv markiert (Abbildung 16 A).  

Die Myelinisierung als Verhältnis aller Purkinje-Zell-Axone zu myelinisierten Fasern 

wurden an DIV 8 und DIV 11 quantifiziert. An DIV 8 lag das Myelinisierungsverhältnis 

von unbehandelten Gewebekulturen bei 86,6% ± 5,9%. LPC-behandelte Kulturen 

hatten ein Myelinisierungsverhältnis von 69,0% ± 8,5%. An DIV 11 war das 

Myelinisierungsverhältnis von unbehandelten Gewebekulturen 78,7% ± 10,5% und von 

LPC-behandelten Kulturen 59,3% ± 5,0% (Abbildung 16 B). 



 Ergebnisse 61 

 

 

Abbildung 16: LPC-Behandlung reduziert die Myelinisierung in organotypischen Schnittkulturen 
Organotypische cerebellare Schnittkulturen wurden an DIV 7 mit LPC behandelt. A An DIV 8 und DIV 
11 wurden Purkinje-Zell-Axone durch immunhistochemische Markierung von Calbindin und Myelin 
durch immunhistochemische Markierung von MBP (Myelin Basic Protein) dargestellt. B Der 
Myelinisierungsstatus wurde als Verhältnis von Purkinje-Zell-Axonen zu myelinisierten Fasern bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung. 
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4.3 Immunzellinfiltrate in demyelinisierenden Mausmodellen 

Verändert sich die Immunzellrekrutierung in das ZNS bei experimenteller 

Myelindegeneration? 

Im Cup-, EAE- und CupEAE-Mausmodell wird durch unterschiedliche Mechanismen 

eine Myelindegeneration induziert, die auf unterschiedliche Weise von 

Immunzellrekrutierung begleitet wird. Diese Immunzellen werden im Folgenden 

genauer charakterisiert. Um Leukozyten im Rückenmark und Vorderhirn von Kontroll-, 

Cup-, EAE- und CupEAE-Tieren zu untersuchen, wurde das Gewebe dissoziiert, aus 

der Zellsuspension wurden per magnetischer Zellseparation CD45-positive Zellen 

angereichert, die Zellen wurden gegen verschiedene Leukozyten-Markerproteine gefärbt 

und durchflusszytometrisch ausgewertet. Im CupEAE-Modell ist dies die erste 

durchflusszytometrische Analyse der rekrutierten CD45-positiven Immunzellen. 

4.3.1 Leukozyten 

Die Gesamtzellzahl in Rückenmark-Zellsuspensionen vor der Anreicherung von CD45-

positiven Zellen war in allen Gruppen vergleichbar (Abbildung 17 A, Ktrl: 3,5*107 ± 

0,9*107, Cup: 3,4*107 ± 1,1*107, EAE: 3,3*107 ± 0,5*107, CupEAE: 3,6*107 ± 0,6*107). 

Nach der CD45-abhängigen Anreicherung war die Gesamtzellzahl in EAE- und 

CupEAE-Proben gegenüber den anderen Gruppen erhöht (Abbildung 17 B, Ktrl: 

1,7*105 ± 1,4*105, Cup: 1,0*105 ± 0,1*105, EAE: 8,7*105 ± 4,1*105, CupEAE: 2,1*106 ± 

1,1*106). Aufgrund der sehr niedrigen Zellzahl konnten mit Rückenmark-Proben aus 

Cup-Tieren keine weiterführenden Färbungen durchgeführt werden. Die 

durchflusszytometrische Analyse der CD45-Markierung ergab, dass in EAE- und 

CupEAE-Proben aus dem Rückenmark im Vergleich zu Kontrollproben deutlich 

größere CD45-positive Zellpopulationen vorhanden waren (Abbildung 17 C). Der 

Anteil CD45-positiver Zellen an allen lebenden Einzelzellen war im Rückenmark von 

EAE- und CupEAE-Tieren signifikant größer als in Kontrolltieren (Abbildung 17 D, 

Ktrl: 8,0% ± 2,7%, EAE: 77,6% ± 4,5%, CupEAE: 80,1% ± 3,9%). 
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Abbildung 17: CD45-positive Zellen im Rückenmark von EAE- und CupEAE-Tieren 
Nach unterschiedlicher demyelinisierender Behandlung wurde das Rückenmark von Mäusen dissoziiert, 
durch CD45-basierte magnetische Zellseparation (MACS) aufbereitet und durchflusszytometrisch auf die 
Expression von CD45 analysiert. A, B Die Gesamtzellzahl nach Dissoziation des Rückenmarks wurde 
vor und nach MACS mittels Hämozytometer ermittelt. C Die repräsentativen Histogramme zeigen die 
CD45-Färbung von lebenden Einzelzellen. D Der Anteil CD45-positiver Zellen an allen lebenden Zellen 
ist als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. In allen Abbildungen sind statistisch signifikante 
Unterschiede gegenüber der Kontrollgruppe als schwarze Sterne und gegenüber der Cup-Gruppe als 
blaue Sterne dargestellt. 

Die LFB-Färbung von Paraffinschnitten des Rückenmarks ergab bei Kontroll- und 

Cup-Tieren eine gleichmäßige blaue Färbung des Myelins der weißen Substanz des 

Rückenmarks. Bei EAE- und CupEAE-Tieren hingegen zeigten sich entfärbte Bereiche, 

die durch starke perivaskuläre, subpiale und parenchymale Zellinfiltrate charakterisiert 

waren (Abbildung 18 A). Die Quantifizierung des Anteils der demyelinisierten, 
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infiltrierten Fläche an der Gesamtfläche des Rückenmarks ergab bei EAE-Tieren 

7,6% ± 7,2% und bei CupEAE-Tieren 7,3% ± 5,8%. Bei Kontroll- und Cup-Tieren 

waren keine Infiltrate vorhanden. 

 

Abbildung 18: Infiltrierende Zellen und Demyelinisierung im Rückenmark 
A Repräsentative Bilder einer LFB-PAS-Färbung des Rückenmarks von Kontroll-, Cup-. EAE- und 
CupEAE-Tieren B Demyelinisierte Flächen mit entzündlichen Infiltraten sind als Anteil an der 
Gesamtfläche des Rückenmarkschnittes als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Statistische 
Signifikanz gegenüber der Cup-Gruppe ist mit blauen Sternen dargestellt. 

In Proben des Vorderhirns war die Gesamtzellzahl vor magnetischer Zellseparation in 

allen Gruppen ähnlich (Abbildung 19 A, Ktrl: 1,6*107 ± 0,6*107, Cup: 1,6*107 ± 1,5*107, 

EAE: 2,2*107 ± 0,8*107, CupEAE: 1,9*107 ± 1,3*107). Nach der Anreicherung von 

CD45-positiven Zellen war die Gesamtzellzahl in Cup-, EAE- und CupEAE-Proben im 
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Vergleich zur Kontrolle tendenziell erhöht, erreichte aber nur für EAE-Proben 

statistische Signifikanz (Abbildung 19 B, Ktrl: 9,6*105 ± 5,2*105, Cup: 1,5*106 ± 0,3*106, 

EAE: 2,0*106 ± 0,4*106, CupEAE: 1,8*106 ± 0,6*106). Die durchflusszytometrische 

Analyse der CD45-Markierung in Vorderhirn-Proben ergab in allen Gruppen zwei 

voneinander abtrennbare Populationen CD45-positiver Zellen (Abbildung 19 C). Der 

Anteil CD45-positiver Zellen an allen lebenden Einzelzellen war in EAE- und 

CupEAE-Proben im Vergleich zu Kontroll- und Cup-Proben tendenziell leicht erhöht, 

nur der Unterschied zwischen Cup und CupEAE war hier statistisch signifikant 

(Abbildung 19 D, Ktrl: 8,1% ± 7,0%, Cup: 8,7% ± 4,7%, EAE: 23,1% ± 27,0%, 

CupEAE: 23,7% ± 12,1%). Die CD45-positiven Zellen ließen sich in Proben des 

Vorderhirns im Gegensatz zu Rückenmarkproben (vgl. Abbildung 17C) in eine 

Population mit starkem CD45-Signal (CD45hi) und niedrigerem CD45-Signal (CD45lo) 

unterteilen. Die CD45hi-Population war in EAE- und CupEAE-Proben deutlich größer 

als in Cup-Proben und in Kontrollproben kaum vorhanden (Abbildung 19 E). Der 

Anteil der CD45hi-Population an allen CD45-positiven Zellen war dementsprechend in 

Cup-Tieren signifikant höher als in Kontrolltieren und in EAE- und CupEAE-Tieren 

wiederum signifikant größer als in Cup-Tieren (Abbildung 19 F, Ktrl: 2,4% ± 0,4%, 

Cup: 5,4% ± 0,4%, EAE: 48,5% ± 14,3%, CupEAE: 43,3% ± 15,5%). 
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Abbildung 19: CD45-positive Zellen im Vorderhirn von Cup-, EAE- und CupEAE-Tieren 
A, B Die Gesamtzellzahl nach Dissoziation des Vorderhirns wurde vor und nach CD45-abhängiger 
magnetischer Zellseparation mittels Hämozytometer ermittelt. C Die CD45-Färbung von lebenden 
Einzelzellen ergab zwei Populationen CD45-positiver Zellen, gezeigt am Beispiel eines CupEAE-Tieres. 
D Der Anteil CD45-positiver Zellen an allen lebenden Zellen ist als Mittelwert mit Standardabweichung 
dargestellt. E Darstellung der CD45-Expressionsstärke aller CD45-positiven Zellen in repräsentativen 
Histogrammen F Der Anteil von CD45hi-Zellen an allen CD45-positiven Zellen ist als Mittelwert mit 
Standardabweichung dargestellt. In allen Abbildungen sind statistisch signifikante Unterschiede gegenüber 
der Kontrollgruppe als schwarze Sterne und gegenüber der Cup-Gruppe als blaue Sterne dargestellt. 
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4.3.2 T-Lymphozyten 

Das Vorhandensein von T-Lymphozyten in Rückenmark und Vorderhirn wurde durch 

Färbung der CD45-angereicherten Zellsuspensionen mit dem Pan-T-Zell-Marker CD3 

untersucht. 

Im Rückenmark von EAE- und CupEAE-Tieren fand sich eine Population CD3- und 

CD45-positiver Zellen, die in Kontrolltieren nicht vorhanden war (Abbildung 20 A). 

Der Anteil CD3-positiver Zellen an allen CD45-positiven Zellen des Rückenmarks war 

dementsprechend in EAE- und CupEAE-Proben signifikant größer als in 

Kontrollproben (Abbildung 20 B, Ktrl: 0,8% ± 0,6%, EAE: 16,8% ± 3,7%, CupEAE: 

17,3% ± 1,8%). 

In Vorderhirn-Proben fand sich eine CD3-CD45-positive Zellpopulation in Cup-, 

EAE- und CupEAE-Tieren (Abbildung 21 A). Der Anteil CD3-positiver Zellen an allen 

CD45-positiven Zellen war im Vorderhirn von Cuprizone-Tieren signifikant höher als 

in Kontrolltieren und in EAE- und CupEAE-Tieren signifikant größer als bei Cup-

Tieren (Abbildung 21 B, Ktrl: 0,9% ± 0,2%, Cup: 2,6% ± 0,3% EAE: 23,4% ± 9,0%, 

CupEAE: 23,7% ± 9,2%). 

Um das Mengenverhältnis von zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen zu ermitteln, 

wurden Färbungen von CD8 (Marker für zytotoxische T-Zellen) und CD4 (Marker für 

T-Helferzellen) an CD45-angereicherten Zellsuspensionen aus Rückenmark und 

Vorderhirn durchgeführt. 

In allen experimentellen Gruppen ließen sich CD4- und CD8-positive Zellen 

quantifizieren (Abbildung 22 A). Das Verhältnis von CD4-positiven zu CD8-positiven 

Zellen wurde wegen zu geringer Zellzahlen in der Kontrollgruppe nicht bestimmt. Im 

Vorderhirn von Cup-Tieren lag das CD4/CD8-Verhältnis bei 0,4 ± 0,2, es waren also 

mehr CD8-positive Zellen als CD4-positive Zellen vorhanden. Im Rückenmark und 

Vorderhirn von EAE- und CupEAE-Tieren hingegen war das CD4/CD8-Verhältnis 

größer als 1, es waren also mehr CD4- als CD8-positive Zellen vorhanden (Abbildung 

22 B, Vorderhirn: EAE: 3,4 ± 0,4, CupEAE: 5,2 ± 3,0; Rückenmark: EAE: 6,8 ± 2,9, 

CupEAE: 9,9 ± 5,8). 
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Abbildung 20: CD3-positive Zellen im Rückenmark 
A Repräsentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von CD45- und CD3-positiven 
Zellen aus dem Rückenmark B CD3 wurde in Rückenmarkschnitten immunhistochemisch markiert. 
C Der durchflusszytometrisch bestimmte Anteil CD3-positiver Zellen an allen CD45-positiven Zellen im 
Rückenmark ist als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede 
gegenüber der Kontrollgruppe sind als schwarze Sterne markiert. 
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Abbildung 21: CD3-positive Zellen im Vorderhirn 
A Repräsentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von CD45- und CD3-positiven 
Zellen aus dem Vorderhirn B CD3 wurde in Vorderhirnschnitten immunhistochemisch markiert. Das 
mediale Corpus callosum ist abgebildet. C Der durchflusszytometrisch bestimmte Anteil CD3-positiver 
Zellen an allen CD45-positiven Zellen aus dem Vorderhirn ist als Mittelwert mit Standardabweichung 
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollgruppe sind als schwarze Sterne 
und gegenüber der Cup-Gruppe als blaue Sterne markiert. 
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Abbildung 22: CD4/CD8-Verhältnis in Rückenmark und Vorderhirn 
A Die durchflusszytometrische Analyse von CD4 und CD8 in allen CD45-positiven Zellen ist für alle 
verwendeten Modelle repräsentativ dargestellt. B Das CD4/CD8-Verhältnis ist als Mittelwert mit 
Standardabweichung für Zellen aus Vorderhirn und Rückenmark dargestellt. Nur bei Cup-, EAE- und 
CupEAE-Tieren waren die Zellzahlen ausreichend zur Bestimmung des CD4/CD8-Verhältnisses. 
Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber der Cup-Gruppe aus dem gleichen Ausgangsgewebe sind 
als blaue Sterne markiert.  

Zur Beurteilung des Aktivierungszustandes von zytotoxischen T-Zellen wurden CD8 

und der Aktivierungsmarker Granzym B durchflusszytometrisch analysiert. 

Kontrollproben konnten aufgrund von zu geringen Zahlen CD8-positiver Zellen nicht 

beurteilt werden. In EAE- und CupEAE-Proben ließen sich Granzym B-positive CD8-

positive Zellen in Vorderhirn und Rückenmark nachweisen, in Cup-Proben nur in 
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geringem Umfang (Abbildung 23 A). Der Anteil Granzym B-positiver Zellen an allen 

CD8-positiven Zellen lag mit rund 30% bei EAE- und CupEAE-Tieren signifikant 

höher als bei Cup-Tieren (Abbildung 23 B, Vorderhirn: Cup: 4,0% ± 1,5%, EAE: 35,1% 

± 21,5%, CupEAE: 29,6% ± 10,4%; Rückenmark: EAE: 37,7% ± 27,4%, CupEAE: 

28,2% ± 10,3%). 

 

Abbildung 23: Granzym B-Expression auf CD8-positiven Lymphozyten 
A Die durchflusszytometrische Analyse von Granzym B und CD8 in allen CD45-positiven Zellen ist für 
die verwendeten Modelle repräsentativ dargestellt. B Der Anteil Granzym B-positiver Zellen an CD8-
positiven Zellen ist als Mittelwert mit Standardabweichung für Zellen aus Vorderhirn und Rückenmark 
dargestellt. Nur bei Cup-, EAE- und CupEAE-Tieren waren die Zellzahlen ausreichend zur Berechnung 
dieses Anteils. Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber der Cup-Gruppe aus dem gleichen 
Ausgangsgewebe sind als blaue Sterne markiert. 

4.3.3 B-Lymphozyten 

Zur Analyse von B-Lymphozyten wurde in den CD45-angereicherten Zellsuspensionen 

aus Rückenmark und Vorderhirn der etablierte B-Zellmarker B220 markiert. In den 

Proben beider Gewebe waren B220-CD45-doppelpositive Zellen in geringer Zahl 

vorhanden (Abbildung 24 A). Im Rückenmark lag der Anteil B220-positiver Zellen an 

allen CD45-positiven Zellen in allen Gruppen bei 0,5 bis 1% (Abbildung 24 B, Ktrl: 

0,6% ± 0,7%, EAE: 0,4% ± 0,04%, CupEAE: 1,2% ± 0,7%). Im Vorderhirn war der 

Anteil B220-positiver Zellen mit etwa 2 bis 4% etwas höher (Abbildung 24 C, Ktrl: 
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2,9% ± 1,4%, Cup: 3,7% ± 1,3%, EAE: 1,8% ± 0,4%, CupEAE: 2,3% ± 0,9%). In 

beiden Geweben unterschied sich der B220-Anteil nicht zwischen den experimentellen 

Gruppen. 

 

Abbildung 24: B220-positive Zellen in Rückenmark und Vorderhirn  
A Die durchflusszytometrische Analyse von CD45- und B220-positiven Zellen aus dem Rückenmark und 
dem Vorderhirn ist am Beispiel von CupEAE-Tieren dargestellt. B, C Der Anteil B220-positiver Zellen 
an allen CD45-positiven Zellen aus dem Rückenmark (B) und dem Vorderhirn (C) ist als Mittelwert mit 
Standardabweichung dargestellt. 

4.3.4 Phagozytierende Zellen 

Zur Charakterisierung von phagozytierenden Zellpopulationen wurden die Marker 

CD68 und Ly6C in Zellsuspensionen aus Vorderhirn und Rückenmark 

durchflusszytometrisch ausgewertet. 

Die Signalverteilung von CD68 und Ly6C in allen CD45-positiven Zellen resultierte in 

fünf voneinander trennbaren Zellpopulationen (Abbildung 25 A). Insbesondere in 

EAE- und CupEAE-Proben ließen sich eine doppelnegative Fraktion, je eine für einen 

der beiden Marker positive Fraktion und zwei doppelpositive Fraktionen unterscheiden. 
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Die doppelpositiven Fraktionen unterschieden sich anhand der Intensität der CD68-

Färbung in CD68hi- und CD68lo-exprimierende Zellen. 

Die Ly6C-positive und CD68-negative Zellpopulation stellte den geringsten Anteil an 

CD45-positiven Zellen dar. Im Rückenmark von Kontroll-, EAE- und CupEAE-Tieren 

lag ihr Anteil bei etwa zwei Prozent, im Vorderhirn war ihr Anteil bei Kontroll- und 

Cuprizone-Tieren signifikant geringer als bei EAE- und CupEAE-Tieren (Abbildung 

25 B, Rückenmark: Ktrl: 2,0% ± 0,8%, EAE: 2,3% ± 0,9%, CupEAE: 2,3% ± 1,0%, 

Vorderhirn: Ktrl: 0,5% ± 0,3%, Cup: 0,7% ± 0,2%, EAE: 2,3% ± 1,2%, CupEAE: 

1,9% ± 0,9%).  

Die Ly6C-negative und CD68-positive Zellpopulation hatte in Kontrolltieren im 

Rückenmark einen signifikant größeren Anteil an allen CD45-positiven Zellen als in 

EAE- und CupEAE-Tieren. Im Vorderhirn war dieser Anteil in Kontroll- und Cup-

Tieren signifikant größer als in EAE- und CupEAE-Tieren (Abbildung 25 C, 

Rückenmark: Ktrl: 77,3% ± 5,3%, EAE: 9,9% ± 1,8%, CupEAE: 10,1% ± 4,3%, 

Vorderhirn: Ktrl: 95,8% ± 0,4%, Cup: 88,1% ± 5,3%, EAE: 52,5% ± 10,6%, CupEAE: 

56,3% ± 16,0%). 

Die beiden doppelpositiven Zellpopulationen zeigten mengenmäßig eine ähnliche 

Verteilung in den experimentellen Gruppen. Ihr Anteil an allen CD45-positiven Zellen 

war in EAE- und CupEAE-Tieren signifikant größer als in Kontroll- und Cup-Tieren. 

Dabei ist der Anteil Ly6C-positiver und CD68hi-Zellen höher (Abbildung 25 D, 

Rückenmark: Ktrl: 1,5% ± 1,3%, EAE: 56,1% ± 8,0%, CupEAE: 58,2% ± 11,9%, 

Vorderhirn: Ktrl: 0,2% ± 0,1%, Cup: 0,3% ± 0,03%, EAE: 22,6% ± 7,1%, CupEAE: 

22,2% ± 12,2%) als der von Ly6C-positiven CD68lo-Zellen (Abbildung 25 E, 

Rückenmark: Ktrl: 0,8% ± 0,4%, EAE: 16,3% ± 7,2%, CupEAE: 12,6% ± 6,3%, 

Vorderhirn: Ktrl: 0,4% ± 0,1%, Cup: 0,8% ± 0,4%, EAE: 11,6% ± 5,8%, CupEAE: 

8,1% ± 2,1%). 
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Abbildung 25: Phagozytierende Zellen in Rückenmark und Vorderhirn 
A Die durchflusszytometrische Analyse von Ly6C und CD68 in allen CD45-positiven Zellen ist für die 
verwendeten Modelle repräsentativ dargestellt. B-E Der Anteil der vier abgrenzbaren Populationen 
Ly6C+CD68- (B) Ly6C-CD68+ (C), Ly6C+CD68hi (D) und Ly6C-CD68+ (E) an allen CD45-positiven 
Zellen ist als Mittelwert mit Standardabweichung für Rückenmark und Vorderhirn dargestellt. In allen 
Abbildungen sind statistisch signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrollgruppe als schwarze Sterne 
und gegenüber der Cup-Gruppe als blaue Sterne dargestellt. 
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5 Diskussion 

5.1 Proteomanalyse als Werkzeug in der Analyse von 

Myelinproteinen 

Der erste Abschnitt dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, ob Myelinproteine 

massenspektrometrisch insbesondere in kleinen Probenvolumina analysiert werden 

können. Im Cerebellum adulter Ratten konnten diverse klassische Myelin-

Markerproteine nachgewiesen und quantifiziert werden (Abbildung 10). Im ZNS der 

postnatalen Maus (P5) hingegen wurden die meisten dieser Markerproteine nicht 

nachgewiesen. Die Myelinisierung beginnt bei der Maus wie bei den meisten Säugetieren 

postnatal zunächst mit der Proliferation von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen und 

dann der progressiven Myelinisierung von kaudal nach rostral. Abhängig von der 

Hirnregion ist die Myelinisierung mit P20 bis P60 abgeschlossen [162, 163]. Die Bildung 

von Myelin und die Expression von Myelinmarkerproteinen befindet sich also an P5 

noch in der Anfangsphase bzw. hat noch gar nicht begonnen. Die Expression von MBP 

im Corpus callosum der Maus beispielsweise ist in sehr geringem Maße an P4 

immunhistochemisch detektierbar, zunehmende clusterförmige Expressionsmuster sind 

ab P7 zunehmend nachweisbar, aber erst ab P15 wird MBP annähernd flächendeckend 

im Corpus callosum exprimiert [164]. 

Was aus der massenspektrometrischen Analyse der murinen Proben aber hervorgeht ist, 

dass die Methode auch zur Untersuchung geringer Gewebemengen (etwa 20 mg) 

geeignet ist und dabei eine hohe Reproduzierbarkeit der Quantifizierung von Proteinen 

erreicht. Die Gesamtproteinkonzentration nach Anreicherung von Membranproteinen 

war in allen Proben trotz der vielschrittigen Aufarbeitung vergleichbar und die 

massenspektrometrisch gemessenen Proteinabundanzen schwanken in akzeptablem 

Maß um den Mittelwert (Abbildung 11). Dementsprechend lässt sich die Methode auch 

auf kleine präparierte Hirnregionen anwenden, zum Beispiel zur Erhebung eines 

detaillierten Myelinisierungsstatus des isolierten Corpus callosum oder cerebellarer 

organotypischer Gewebekulturen. 

Die hier verwendete Methode der Massenspektrometrie ist dazu geeignet, 

Membranproteine zu identifizieren und zu quantifizieren. Sie kann zur Quantifizierung 

konkreter Proteine oder für explorative Ansätze zur Identifizierung von unbekannten 

Proteinen in einer Probe eingesetzt werden. Durch die gleichzeitige Messung vieler 
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Proteine lassen sich komplexe Proteinexpressionsprofile erstellen, die die Aussagestärke 

von Einzelproteinmessungen übertreffen können. 

Die Methode ist allerdings aufwändig und aufgrund der großen Sensitivität anfällig für 

Kontaminationen. Die räumliche Zuordnung von Proteinen zu Zellkompartimenten 

oder Gewebebestandteilen lässt sich nur durch Anwendung spezifischer 

Proteinaufreinigungsmethoden erreichen und sollte durch bildgebende Methoden wie 

Immunhistochemie oder elektronenmikroskopische Verfahren validiert werden. 

In dieser Arbeit wurde als Aufarbeitungsmethode eine Membranproteinanreicherung 

gewählt (Abbildung 9), da neben der Frage nach Myelinproteinen in diesem Projekt 

noch andere Fragestellungen zu einem breiter definierten Proteinbereich bearbeitet 

wurden. Die spezifische Aufarbeitung von Myelinproteinen ist aber gut etabliert und im 

Vergleich zur Membranproteinanreicherung sogar weniger aufwändig. Bei 

Folgeexperimenten mit spezifischen Fragestellungen zu Myelinproteinen soll deshalb 

diese auf die Fragestellung zugeschnittene Myelinaufreinigung mit nachfolgender 

massenspektrometrischer Analyse wie in dieser Arbeit verwendet werden. 

Die Entwicklung der massenspektrometrischen Myelinanalyse hat methodisch in den 

letzten Jahren große Fortschritte gemacht. Inzwischen wurden über 1200 Proteine in 

Myelinfraktionen von humanem und murinem Gewebe identifiziert [165, 166]. Die 

Entwicklung zielt insbesondere auf den Nachweis von gering exprimierten Proteinen ab, 

um neue Zielstrukturen für pharmakologische Interventionen oder Biomarker für 

Myelinläsionen identifizieren zu können [167, 168]. Die Anwendung dieser Methoden 

bei konkreten experimentellen oder klinischen Fragestellungen ist allerdings bisher 

kaum publiziert. Mehr Studien gibt es zur massenspektrometrischen Analyse von 

Gesamtproteinfraktionen in Myelinopathie-Modellen oder -Patienten, bei denen viele 

Myelinproteine allerdings nicht erfasst werden können. So konnten durch 

massenspektrometrische Analyse von humanem MS-Gewebe Kandidatenproteine 

identifiziert werden, deren Manipulation im EAE-Modell zur Abschwächung des 

Krankheitsverlaufes führten [169]. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass die angewandte Massenspektrometrie-basierte 

Methode zur Myelinanalyse, auch von kleinen Probenmengen, geeignet ist. Die 

Ergebnisse müssen aber durch weitere Methoden wie ultrastrukturelle Bildgebung oder 

immunhistochemische Färbungen validiert beziehungsweise ergänzt werden, um den 

Zustand des Myelins adäquat abzubilden. Um auf dieses Ergebnis aufzubauen, können 
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nun die Myelinproteinprofile von Gewebeproben in unterschiedlichen 

Demyelinisierungszuständen erhoben werden. Dies lässt Rückschlüsse darauf zu, in 

welcher zeitlichen Abfolge verschiedene Myelinproteine und damit die verschiedenen 

Kompartimente des Myelins von Demyelinisierungsprozessen betroffen sind. 

5.2 Myelinisierung und Demyelinisierung in organotypischen 

Gewebekulturen 

Die zweite Fragestellung dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Eignung von 

Schnittkulturen als Modellsystem für Demyelinisierung. Es wurde gezeigt, dass in 

Schnittkulturen Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia über einen 

längeren Zeitraum in ihrer physiologischen Morphologie erhalten bleiben (Abbildung 

12, Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15). Die Struktur von Hirnregionen blieb 

im Bereich von Hippocampus, Kortex oder SN im Wesentlichen erhalten, während im 

OB die Organisation in Glomeruli über eine längere Kulturdauer verloren ging 

(Abbildung 12, Abbildung 13). In cerebellaren Schnittkulturen ließ sich mit LPC die 

Demyelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen induzieren und durch 

immunhistochemische Färbung von neuronalen Fasern und Myelinscheide 

quantifizieren (Abbildung 16).  

Organotypische Schnittkulturen sind ein Kultursystem, das den physiologischen 

Zusammenhang verschiedener Zelltypen besser abbildet als dissoziierte Zellkulturen. Sie 

sind zugänglich für chemische oder mechanische Manipulationen, wie in dieser Arbeit 

für die Behandlung mit LPC. Anders als in vivo können auch nicht Blut-Hirn-Schranken-

gängige Substanzen appliziert werden. Aus tierethischer Sicht ist das Anlegen von 

Gewebekulturen vertretbarer als die Induktion von Demyelinisierung am lebenden Tier, 

zumal aus einem Tier mehrere Schnittkulturen gewonnen werden können.  

Obwohl die Situation in organotypischen Kulturen den Verhältnissen in vivo nahe ist, 

gibt es entscheidende Unterschiede. Das Schneiden des Gewebes ist ein massiver 

Gewebeschaden, der Axone außerhalb der Schnittebene durchtrennt und die Bildung 

einer Glianarbe induziert. Übergeordnete anatomische Strukturen wie Blutgefäße, 

Hirnhäute oder Liquorräume sind nicht mehr in den Kulturen vorhanden. Die 

Nährstoffversorgung geschieht nicht mehr über die Durchblutung, sondern durch 

Diffusion aus dem Kulturmedium, das in seiner Zusammensetzung nicht den 

physiologischen Medien (Blut, Interstitialflüssigkeit, Liquor) entsprechen kann. Durch 

das Fehlen einer Blutzirkulation hat auch das periphere Immunsystem keinen Einfluss 
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mehr auf das Gewebe. Das Aufquellen und Eintrüben der Schnittkultur in den ersten 

Tagen in Kultur ist eine makroskopisch erkennbare Reaktion auf diese stark veränderten 

Bedingungen. Außerdem werden Gewebekulturen aus dem Gewebe junger postnataler 

Mäuse hergestellt (häufig P5), da sich adultes Gewebe in der Regel nicht kultivieren 

lässt. In diesem Alter ist das Gewebe in vielerlei Hinsicht noch nicht reif und mit 

adultem Gewebe vergleichbar. Die Myelinisierung beginnt beispielsweise bei der Maus 

abhängig von der Hirnregion erst etwa mit P7. Für die in dieser Arbeit genutzten 

cerebellaren Gewebekulturen wurden deshalb Mäuse an P8-P10 verwendet. Auch bei 

diesen Tieren ist die Myelinisierung noch nicht abgeschlossen, sie läuft aber während der 

Kultivierung weiter und führt zu einer gleichmäßigen Myelinisierung der Purkinje-Zell-

Axone nach etwa einer Woche in Kultur. Es ist unbekannt, wie genau dieses ex vivo 

gebildete Myelin dem physiologischen Myelin oder dem Myelin einer adulten Maus 

entspricht.  

In der Literatur sind diverse Varianten neuronaler organotypischer Schnittkulturen 

beschrieben. Am gängigsten sind Kulturen von isolierten Gehirnregionen, vor allem des 

Hippocampus, denn kleinere Gewebeschnitte zeigen in Kultur bessere Viabilität als 

größere Schnitte und sind durch die Verwendung eines Tissue Choppers schneller und 

in größerer Zahl herzustellen als großflächige Schnitte, für die ein Vibratom benötigt 

wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der große sagittale 

oder frontale Gewebekulturen durch Agaroseeinbettung mit einem Tissue Chopper 

angefertigt werden können [158]. Das auf diese Art kultivierte Gewebe zeigt auch nach 

Wochen eine hohe Viabilität und eine weitgehend physiologische Morphologie 

neuronaler und glialer Zellen. Auch die Kokultivierung von sagittalen und frontalen 

Schnitten mit Auswachsen von neuronalen Fortsätzen aus einer sagittalen Gewebekultur 

in eine angelegte frontal geschnittene Schnittkultur wurde im Rahmen dieses Projektes 

zum ersten Mal publiziert. Dieses Modell auswachsender Axone bietet sich an, um die 

initiale Myelinisierung neu gebildeter Axone zu untersuchen. 

Die durch LPC hervorgerufene Demyelinisierung von Purkinje-Zell-Axonen ist robust 

und gut reproduzierbar. Der Mechanismus der Demyelinisierung ist allerdings artifiziell 

und macht das Modell für die Untersuchung der Demyelinisierung an sich ungeeignet. 

Es eignet sich aber gut um einen demyelinisierten Zustand in ansonsten intaktem 

Gewebe zu generieren, um die Remyelinisierungskapazität des Gewebes zu untersuchen. 

Die Verwendung von cerebellaren Schnittkulturen mit LPC-Behandlung zur Induktion 

von Demyelinisierung ist eine gängige Methode und wurde zur Untersuchung der 
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Remyelinisierungskapazität unter pharmakologischer Behandlung [170] oder bei 

unterschiedlichem genetischem Hintergrund [171] verwendet. In dieser Arbeit wurde die 

demyelinisierende Wirkung von LPC an cerebellaren Schnittkulturen erfolgreich 

reproduziert. Remyelinisierung konnte in den angewandten Kulturzeiträumen (bis zu 

drei Tage nach LPC-Behandlung) nicht beobachtet werden. Das deckt sich mit den 

Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die in den ersten Tagen nach LPC-Behandlung 

eine zeitverzögerte Demyelinisierung und nach etwa 14 Tagen eine weitgehende 

Remyelinisierung beschrieben haben [52]. Das remyelinisierte Myelin weist allerdings 

strukturelle Defizite auf, die an Strukturveränderungen von Myelin in remyelinisierten 

MS-Läsionen erinnern [52]. Remyelinisierte Läsionen (‘shadow plaques’) wurden in allen 

Stadien der MS nachgewiesen, der Anteil remyelinisierter Läsionen an allen Läsionen 

eines Patienten ist aber hoch variabel [172]. Die Modulation der intrinsischen 

Remyelinisierung ist von hohem Interesse in der Entwicklung neuer Therapieansätze 

[173], dementsprechend sind LPC-behandelte cerebellare Schnittkulturen ein attraktives 

Modellsystem für entsprechende präklinische Studien. 

Die Auswertung des Myelinstatus in Schnittkulturen erfolgt in der Regel über 

immunhistochemischen Nachweis von Myelinproteinen und ihre Kolokalisation mit 

axonalen Markerproteinen. Vereinzelt wurden außerdem die Menge von 

Myelinproteinen im Western Blot quantifiziert [174], ultrastrukturelle Analysen der 

Myelinscheiden durchgeführt [54] oder die CNPase-Aktivität in Gewebelysaten 

bestimmt [51]. Massenspektrometrische Analysen von organotypischen Schnittkulturen 

sind mir hingegen nicht bekannt, weder im Zusammenhang mit Myelinproteinen, noch 

mit anderen Proteingruppen. 

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die Massenspektrometrie-basierte Analyse von 

Membranproteinen auch in kleinen Gewebeproben möglich. Es ist also sinnvoll, die 

massenspektrometrische Analyse des Myelinproteoms an kultivierten Gewebekulturen 

zu standardisieren, um so eine detaillierte Analysemöglichkeit des Myelinstatus in 

Schnittkulturen zu schaffen. Das Modellsystem der LPC-induzierten Demyelinisierung 

kann zwar keine Erkenntnisse zu pathologischen Demyelinisierungsvorgängen liefern, 

es bietet aber die Möglichkeit, den Myelinisierungsstatus während der Remyelinisierung 

zu analysieren. Dieser Myelinisierungsstatus verspricht zum einen Aufschluss über den 

zeitlichen Ablauf der Proteinexpression während der Myelinisierung, zum anderen 

erlaubt er möglicherweise genauere Aussagen über den Wirkmechanismus von 
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Substanzen oder Genen, die die Remyelinisierung im LPC-Schnittkulturmodell 

modulieren können. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass cerebellare Schnittkulturen nach LPC-Behandlung 

ein geeignetes Modellsystem für die Analyse der Remyelinisierung sind. Die Etablierung 

von massenspektrometrisch erstellten Myelinproteinprofilen in diesen Schnittkulturen 

verspricht tiefere Erkenntnisse zum Ablauf der Remyelinisierung. 

5.3 Immunzellinfiltrate in demyelinisierenden Mausmodellen 

Der dritte Abschnitt dieser Arbeit behandelt die Frage, ob und wie sich 

Immunzellinfiltrate im ZNS während zytodegenerativer Demyelinisierung, 

autoimmuner Neuroinflammation und der Kombination beider Zustände 

unterscheiden. Dazu wurde im Cuprizone-, EAE- und CupEAE-Modell die 

Immunzellrekrutierung durchflusszytometrisch und immunhistochemisch untersucht. 

In allen Modellen ließen sich CD45-positive Zellen aus dem ZNS nachweisen 

(Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 19). Im Vorderhirn ließen sich zwei CD45-

positive Zellpopulationen unterscheiden (Abbildung 19). Zellen mit niedriger CD45-

Expression sind Mikroglia [175], diese sind in allen Modellen und Kontrolltieren 

vorhanden. Zellen mit hoher CD45-Expression sind Leukozyten. Sie sind im EAE- und 

CupEAE-Modell, in geringerer Zahl aber auch im Cuprizone-Modell vorhanden. Im 

Rückenmark ließ sich nur eine CD45-positive Zellpopulation nachweisen. 

Wahrscheinlich beruht dies darauf, dass zum einen Mikroglia im Rückenmark in 

geringerer Dichte vorliegen als im Vorderhirn [176] und zum anderen Mikroglia im 

Rückenmark eine höhere CD45-Expression aufweisen als im Vorderhirn [177]. Deshalb 

bilden Leukozyten und Mikroglia aus dem Rückenmark in der CD45-Färbung eine 

gemeinsame Zellpopulation. Auch im Rückenmark waren im Vergleich zu 

Kontrolltieren im EAE- und CupEAE-Modell viele CD45-positive Zellen vorhanden. 

Im Cuprizone-Modell hingegen waren Leukozyten im Rückenmark nicht nachweisbar.  

Etwa 15-20% der Leukozyten im EAE- und CupEAE-Modell waren T-Lymphozyten 

(Abbildung 20, Abbildung 21). Im Cuprizone-Modell waren ebenfalls T-Lymphozyten 

vorhanden, ihr Anteil an allen CD45-positiven Zellen war aber deutlich kleiner. Im 

EAE- und CupEAE-Modell waren die T-Lymphozyten überwiegend CD4-positive 

T-Helferzellen, während im Cuprizone-Modell CD8-positive zytotoxische T-Zellen 

überwogen (Abbildung 22). Zytotoxische T-Zellen waren im EAE- und CupEAE-

Modell zu 30% GranzymB-positiv, was auf einen aktivierten Zustand schließen lässt 
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(Abbildung 23). Im Cuprizone-Modell waren nur etwa 4% der zytotoxischen Zellen 

aktiviert. B-Lymphozyten waren in allen Modellen kaum vorhanden (Abbildung 24). 

Phagozytierende Zellen wurden durch Markierung von CD68 und Ly6C charakterisiert, 

wodurch sich fünf Zellpopulationen voneinander abtrennen ließen (Abbildung 25). 

Doppelnegative Zellen sind in erster Linie die schon beschriebenen Lymphozyten. 

CD68+Ly6C- Zellen sind Mikroglia. Sie bildeten bei Kontrolltieren und Cuprizone-

Tieren den Großteil der CD45-positiven Zellen, im EAE- und CupEAE-Modell waren 

sie etwa 50% aller CD45-positiven Zellen. Eine große Menge von Mikroglia ist in allen 

Proben zu erwarten, da sie bei der CD45-abhängigen Probenaufreinigung ebenso wie 

Leukozyten angereichert werden und außerdem in allen untersuchten Modellsystemen 

eine Mikrogliose in betroffenen Hirnregionen besteht [56, 72, 102]. 

CD68-Ly6C+ Zellen sind Dendritische Zellen [178]. Sie waren in allen Modellen und 

Kontrolltieren als geringer Anteil aller CD45-positiven Zellen vorhanden, im 

Vorderhirn war ihre Zahl gegenüber Kontroll- und Cuprizone-Tieren leicht erhöht. Die 

beiden doppelpositiven Zellpopulationen unterschieden sich in der Stärker ihrer CD68-

Expression. Anhand der verwendeten Markierung lässt sich nicht eindeutig bestimmen, 

welche Zellen diese Populationen bilden. CD68 gilt in erster Linie als Marker für 

Monozyten bzw. Makrophagen, es wurde aber auch auf Granulozyten nachgewiesen 

[178]. Die Stärke der CD68-Expression ist außerdem vom Aktivierungszustand der 

Zelle abhängig [179], die beiden Populationen können also auch aktive und inaktive 

phagozytierende Zellen darstellen. Im EAE- und CupEAE-Modell sind die 

CD68+Ly6C+ Zellpopulationen deutlich größer als im Cuprizone-Modell oder in 

Kontrolltieren. 

Diese Ergebnisse wurden durch durchflusszytometrische Messungen gewonnen. 

Durchflusszytometrie ermöglicht durch die gleichzeitige Quantifizierung diverser 

Marker auf denselben Zellen eine detaillierte Beschreibung der untersuchten 

Zellpopulationen. Die Quantifizierung ist allerdings nicht absolut, sie gibt immer den 

Anteil der gemessenen Zellpopulation an einer definierten Ausgangspopulation an. 

Erhöht sich die Anzahl einer bestimmten Zellpopulation innerhalb der 

Ausgangspopulation, so sinkt der Anteil aller anderen Zellen, obwohl sich ihre absolute 

Anzahl im Gewebe nicht verändert. Die Durchflusszytometrie liefert keine Information 

über die genaue Lokalisation der analysierten Immunzellen. Sie können zum Beispiel 

parenchymal, perivaskulär oder subarachnoidal liegen. Eine Kontamination mit 
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peripherem Blut ist durch die Perfusion mit PBS und die äußerst geringen Zellzahlen in 

Kontrolltieren hingegen weitgehend auszuschließen.  

In dieser Arbeit wurden die markierten Antigene so ausgewählt, dass eine breite Palette 

von Immunzellen quantifiziert werden konnte. Dadurch ließen sich allerdings 

Monozyten und Granulozyten nicht adäquat unterscheiden. Zur eindeutigen 

Identifizierung dieser Zellpopulationen sind weitere spezifische Markierungen für 

phagozytierende Zellen notwendig (z.B. Ly6G für neutrophile Granulozyten, F4/80 für 

Makrophagen). Die meisten bekannten Oberflächenproteine werden allerdings von 

beiden Zelltypen exprimiert, zumindest in bestimmten Abschnitten ihrer Entwicklung. 

Deshalb kann nur eine Kombination mehrerer Markierungen zu einer sicheren 

Identifikation führen. Da in dieser Arbeit relativ wenige Immunzellen aus einer sehr 

großen Menge Gewebe isoliert wurden, war die Anreicherung dieser Zellen notwendig. 

Eine zusätzliche Schwierigkeit war der hohe Myelin- und damit Lipidgehalt des 

Gewebes. Myelindebris und hohe Lipidkonzentrationen stören die nachfolgenden 

Färbe- und Analyseschritte, deshalb muss im Aufreinigungsprozess der Myelingehalt der 

Proben gesenkt werden. Dafür wurde eine automatisierte MACS-Methode zur 

Positivselektion von CD45-positiven Zellen verwendet. Die CD45-Abhängigkeit 

ermöglicht auf der einen Seite eine hohe Spezifität der Aufreinigung, andererseits kann 

unterschiedliche CD45-Expression in den unterschiedlichen Zellpopulationen auch die 

Zusammensetzung der resultierenden Zellsuspension verfälschen. Bei Positivselektion 

werden die selektierten Zellen vom umgebenden Medium getrennt und in frischem 

Puffer eluiert, dementsprechend sinkt der Myelingehalt der Probe stark. Eine gut 

etablierte Alternative zur Aufreinigung von Immunzellen ist die Percoll-basierte 

Dichtegradientenzentrifugation. Da hierbei allerdings durch die manuelle Durchführung 

die Reproduzierbarkeit sinkt, insbesondere bei den hier untersuchten geringen 

Zellzahlen, wurde für diese Arbeit die automatisierbare MACS-Methode gewählt. 

Die in dieser Arbeit gemessene Immunzellrekrutierung deckt sich im Wesentlichen mit 

den in der Literatur beschriebenen Verhältnissen. Auf Abweichungen soll im Folgenden 

eingegangen werden. Im EAE-Modell ist die Immunzellrekrutierung ins Rückenmark 

detailliert von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben worden. Eine Rekrutierung 

von Immunzellen ins Vorderhirn wurde aber nur vereinzelt berichtet [92, 102]. In dieser 

Arbeit ist eine überraschend große Menge CD45-positiver Zellen aus dem Vorderhirn 

aufgereinigt worden, die im Wesentlichen die gleiche Zusammensetzung aufweist wie 

die aus dem Rückenmark aufgereinigten Zellen. Es bleibt also zu klären, wo die 
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Immunzellinfiltrate des Vorderhirns sich genau befinden und wie groß ihre absolute 

Anzahl ist. Abhängig von diesen zum Beispiel durch immunhistochemische 

Markierungen zu beantwortenden Fragen sollte auch die gängige Praxis, sich im EAE-

Modell auf die Analyse des Rückenmarks und des Kleinhirns zu konzentrieren, 

hinterfragt werden. 

Im CupEAE-Modell ist die Immunzellrekrutierung in der Literatur weit weniger 

detailliert beschrieben als im EAE-Modell. Die vorhandenen Studien werden durch die 

Ergebnisse dieser Arbeit bestätigt. Das CD4/CD8-Verhältnis rekrutierter 

T-Lymphozyten im CupEAE-Modell wurde bisher noch nicht publiziert. Es lag, ebenso 

wie im EAE-Modell, bei einer deutlichen Überzahl von T-Helferzellen. Der bestehende 

Myelinschaden scheint die Zusammensetzung der rekrutierten Immunzellen unter 

autoimmunen Bedingungen also zumindest nicht auf Ebene der grundlegenden 

Zelltypen zu beeinflussen. Gerade die in diesen Modellen vorherrschenden 

T-Helferzellen lassen sich aber noch weiter in verschiedene Subtypen unterteilen (Typ 1, 

2, 17, regulatorische T-Helferzellen), deren Verteilung im EAE- und CupEAE-Modell 

genauer charakterisiert werden muss, um bewerten zu können, wie ähnlich sich die 

rekrutierten Zellpopulationen sind. 

Bemerkenswert ist, dass im CupEAE-Modell aus dem Vorderhirn nicht mehr CD45-

positive Zellen aufgereinigt wurden als im EAE-Modell, obwohl eine deutlich erhöhte 

Zahl von Immunzellen im Vorderhirn beschrieben ist [102]. Möglicherweise werden im 

CupEAE-Modell nicht absolut mehr Zellen ins Vorderhirn rekrutiert, sondern die 

Verteilung von Zellen zugunsten von Regionen mit existierenden Myelinschäden 

verändert sich. Diese Hypothese muss mit Methoden, die die räumliche Verteilung von 

rekrutierten Immunzellen analysieren können, bewertet werden. Wenn sie sich bestätigt, 

bietet sich dieses Modell dafür an, die Mechanismen für die Migration von 

Lymphozyten im ZNS-Parenchym weiter zu untersuchen. 

Im Cuprizone-Modell werden in der Literatur zwar Makrophagen und Granulozyten 

beschrieben, Lymphozytenrekrutierung wurde aber in mehreren Arbeiten 

ausgeschlossen [79–81]. In zwei weiteren Studien wurden hingegen unter Cuprizone-

Behandlung T-Lymphozyten nachgewiesen [77, 78]. Bei einer dieser Arbeiten handelt es 

sich allerdings um unter Ganzkörperbestrahlung des Tieres generierte 

Knochenmarkschimären [77]. Die Bestrahlung des Kopfes kann die Permeabilität der 

der Blut-Hirn-Schranke erhöhen, zur Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine 

führen und eine Rekrutierung peripherer Monozyten in das Parenchym mit 
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anschließender Differenzierung in einen Mikroglia-artigen Phänotyp auslösen [180, 181]. 

Dementsprechend ist unklar, inwieweit Bestrahlung die Lymphozytenrekrutierung unter 

Cuprizone-Behandlung beeinflussen kann. 

In dieser Arbeit wurden T-Lymphozyten durchflusszytometrisch im Vorderhirn und 

immunhistochemisch im Corpus callosum nachgewiesen. Die Menge war zwar deutlich 

geringer als im EAE- oder CupEAE-Modell, aber in allen untersuchten Tieren waren T-

Lymphozyten im ZNS vorhanden. Wenn sich dieses Ergebnis reproduzieren lässt, ist 

dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass ein Oligodendrozytenschaden eine spezifische 

Immunantwort im ZNS auslösen kann und liefert somit ein Argument für die Inside-

out-Theorie in der Diskussion um die Pathogenese der MS. Traka et al. konnten bereits 

zeigen, dass ein massiver induzierter Oligodendrozytenschaden zu starker 

Lymphozytenrekrutierung ins ZNS und MS-artigen Symptomen führen kann [151]. Die 

Beobachtungen am reinen Cuprizonemodell deuten darauf hin, dass auch ein 

progressiver asymptomatischer Myelinschaden zu leichter Lymphozytenrekrutierung 

führt. 

Das CD4/CD8-Verhältnis zeigte im Gegensatz zum EAE- und CupEAE-Modell im 

Cuprizone-Modell ein Überwiegen von zytotoxischen T-Zellen gegenüber 

T-Helferzellen. Diese Beobachtung stützt die These, dass unterschiedliche 

Demyelinisierungsabläufe auch wesentlich unterschiedliche Reaktionen des 

Immunsystems auslösen können. Ein Überwiegen von zytotoxischen T-Zellen ist auch 

Merkmal der Immunzellrekrutierung in humanen MS-Läsionen sowohl in RRMS als 

auch SPMS. Das Cuprizone-Modell bildet also nicht nur die progressive 

Demyelinisierung der SPMS ab, sondern zeigt mit einem Überwiegen von zytotoxischen 

T-Zellen gegenüber T-Helferzellen auch eine qualitativ ähnliche Immunzellrekrutierung 

wie SPMS. Es ist demnach von großem Interesse, den Mechanismus der spezifischen 

Immunreaktion im Cuprizone-Modell aufzuklären, indem etwa APZ und 

Migrationsrouten ins ZNS identifiziert werden. Möglicherweise lassen sich solche 

Erkenntnisse aus diesem Modell auf die humane MS übertragen. 

Es lässt sich zusammenfassen, dass im toxischen Demyelinisierungsmodell Cuprizone 

im Vergleich zu den autoimmunen Modellen EAE und CupEAE das Ausmaß der 

Infiltration von Immunzellen wesentlich geringer ist und das Verhältnis von 

T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen gegensätzlich ist. Dies spricht dafür, dass 

unterschiedliche Demyelinisierungsmechanismen in vivo unterschiedliche Reaktionen des 

Immunsystems zur Folge haben können.  
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Um die Frage nach unterschiedlichen Auswirkungen bei verschiedenen 

Demyelinisierungsursachen weiter zu vertiefen, sollen in weiteren Studien die 

Myelinproteinprofile in betroffenen Hirnregionen der hier verwendeten Modelle 

massenspektrometrisch bestimmt werden. Dadurch kann beantwortet werden, ob 

unterschiedliche Demyelinisierungsmechanismen (autoimmune Reaktion gegen MOG in 

der abaxonalen Myelinmembran oder ein toxischer mitochondrialer 

Oligodendrozytenschaden) zu unterschiedlicher Abundanz von Myelinproteinen im 

Verlauf der Demyelinisierung führen.  
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10 Anhang 

10.1 Chemikalien 

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie/Material Hersteller Bestellnummer 

4',6-Diamidino-2-phenylindol-

Dihydrochlorid (DAPI) 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 6335.1 

Acetonitril Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

1.00030 

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

840004 

Ameisensäure Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

F0507 

Ammoniumbicarbonat Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

A6141 

Ampholyte (40%) Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

A8703 

Bepanthen-Salbe Bayer, Leverkusen, Deutschland PZN: 01578847 

Bovines Serumalbumin Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

A9647 

CD45-Mikrobeads Milteny Biotec, Bergisch 

Gladbach, Deutschland 

130-052-301 

CHAPS Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

C3023 

Chloroform J.T.Baker, Philipsburg, 

Vereinigte Staaten  

7386 

Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland 5949-29-1 

Collagenase A Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

COLLA-RO 

Cuprizone Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

C9012 

Dextran T500 Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

31392 

Dimethylsulfoxid BioLegend, San Diego, 

Vereinigte Staaten 

423112 

Dinatriumhydrogenphosphat-

Dihydrat 

Merck, Darmstadt, Deutschland 1.06580.1000 
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Dithiotreitol Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

D0632 

DMEM Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

D6046 

DMEM/F12 Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

D8437 

DNase I Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

D5025 

EAE-Induktions-Kit (MOG35-55) Hooke Laboratories, Lawrence, 

Vereinigte Staaten 

EK-2110 

eFluor506 eBioScience, San Diego, 

Vereinigte Staaten 

65-0866-14 

Elite ABC-Kit Vector Laboratories, 

Burlingame, Vereinigte Staaten 

PK-6101 

Eosin Y Merck, Darmstadt, Deutschland 1.15935.0025 

Essigsäure J.T.Baker, Philipsburg, 

Vereinigte Staaten 

6052 

Ethanol 100% Walter CMP, Kiel, Deutschland WAL642 6025 

Ethanol 96% Walter CMP, Kiel, Deutschland WAL641 6025 

Etylendiamintetraessigsäure 

(EDTA) Dinatriumsalz-Dihydrat 

Roth, Karlsruhe, Deutschland X986.2 

Fetales Kälberserum (FCS) Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

SH30070.03 

Formaldehydlösung 37% Merck, Darmstadt, Deutschland 1.03999.1000 

Futtermehl Ssniff, Soest, Deutschland V1530-000 

Glukose Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

G7528 

Glycerol Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

G9012 

Harnstoff GE Healthcare, Chicago, 

Vereinigte Staaten 

17-1319-01 

Hank’s Balanced Salt Solution 

(HBSS) 

Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

H9269 

Immumount Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

9990402 

Iodacetamid Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

M32631 

Isopentan Roth, Karlsruhe, Deutschland 3927.1 

Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland 6781.2 
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Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland P018.2 

Ketamin bela-pharm GmbH & Co. KG, 

Vechta, Deutschland 

Zul.-Nr. 

9089.01.00 

L-Glutamin Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

G7513 

Liquid DAB+ Substrate 

Chromogen System 

Agilent Technologies, Santa 

Clara, Vereinigte Staaten 

K3468 

Lithiumcarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland 1.05680.0250 

Luxol Fast Blue (LFB) Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

S3382 

Lysophosphatidylcholin (LPC) Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

L4129 

Mayers Hämalaunlösung Merck, Darmstadt, Deutschland 1.09249.0500 

Modified Eagle’s Medium (MEM) Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

M2279 

Methanol J.T.Baker, Philipsburg, 

Vereinigte Staaten  

8045 

Natriumazid Roth, Karlsruhe, Deutschland K305.1 

Natriumcarbonat Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

S7795 

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland 0962.2 

Natriumdihydrogenphosphat-

Monohydrat 

Merck, Darmstadt, Deutschland 1.06346.1000 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

L3771 

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland 1.06469.1000 

Natriumthiosulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 1065120250 

Normaleselserum Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

D9663 

Normalziegenserum Vector Laboratories, 

Burlingame, Vereinigte Staaten 

S-1000 

Paraffin Merck, Darmstadt, Deutschland 1.07158.9025 

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland 1.04005.1000 

Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

P4333 

Pepstatin A Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

P4265 

Periodsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 1.00524.0100 
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Pferdeserum Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

H1270 

Phenylmethansulfonylfluorid Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

78830 

Polyethylenglykol 3350 Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

P4338 

cOmplete™ 

Proteaseinhibitorcocktail 

Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

11836153001 

Ringer-Lösung B.Braun, Melsungen, 

Deutschland 

3570030 

Saccharose Haushaltszucker - 

Salzsäure 37% Merck, Darmstadt, Deutschland 1.00317.1000 

Schiff‘sches Reagenz Merck, Darmstadt, Deutschland 1.09033.0500 

Schwefelsäure Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

320201 

Silbernitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland 7908.1 

Standard-Haltungsfutter Ssniff, Soest, Deutschland V1534-000 

Thioharnstoff Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

T7875 

TissueTek® Einbettmedium Sakura, Alphen am Rhein, 

Niederlande 

4583 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

(TRIS) 

Roth, Karlsruhe, Deutschland AE15.2 

Triton X-100 Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

T9284 

True Nuclear Transcribtion 

Buffer Set 

BioLegend, San Diego, 

Vereinigte Staaten 

424401 

True Stain Fc Block BioLegend, San Diego, 

Vereinigte Staaten 

101320 

Trypanblau Sigma Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten 

T6146 

Vectashield Hardset Vector Laboratories, 

Burlingame, Vereinigte Staaten 

H1400-10 

Wassergel Clear H2O, Portland, Vereinigte 

Staaten 

70-01-5022 

Wasserstoffperoxid 35% Roth, Karlsruhe, Deutschland 8070.4 

Xylazin (Rompun ®) Bayer, Leverkusen, Deutschland Zul.-Nr. 

6293841.00.00 
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Xylol J.T.Baker, Philipsburg, 

Vereinigte Staaten  

8118 

Zombie Green BioLegend, San Diego, 

Vereinigte Staaten 

423112 
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10.2 Puffer und Lösungen 

Tabelle 9: Puffer und Lösungen 

Acetonitril-Ameisensäure-

Lösung 

Reinstwasser 

20 g/l Acetonitril 

1 g/l Ameisensäure 

Agaroselösung Reinstwasser 

10 g/l Agarose  

30% v/v Glycerol 

16 g/l SDS 

6,2 g/l TRIS 

Zuerst Agarose unter Erwärmen und Rühren in 

Reinstwasser lösen, SDS zuletzt zugeben 

Avidin-Biotin-Enzym-

Komplex 

Nach Herstellerangaben aus Elite ABC-Kit 

96% v/v PBS 

2% v/v Reagenz A 

2% v/v Reagenz B 

Blockierlösung (cerebellare 

Gewebekulturen) 

97% v/v PBS-GTA 

3% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies 

des Sekundärantikörpers) 

Blockierlösung 

(Durchflusszytometrie) 

88% v/v PBS (extrazelluläre Färbung) oder 

Permeabilisierungslösung (intrazelluläre Färbung) 

10% v/v FCS 

2% v/v Tru Stain Fc Block 

Blockierlösung 

(Kryoschnitte) 

95% v/v PBS 

5% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies 

des Sekundärantikörpers) 

0,05% v/v Triton X-100 

Blockierlösung 

(Paraffinschnitte) 

95% v/v PBS 

5% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies 

des Sekundärantikörpers) 

Blockierlösung (sagittale und 

frontale Gewebekulturen) 

96% v/v PBS 

3% v/v Normalserum (Spezies entspricht Wirtsspezies 

des Sekundärantikörpers) 

1% v/v Triton X-100 

DAB-Färbelösung Nach Herstellerangaben aus Liquid DAB+ Substrate 

Chromogen System 

98% v/v DAB Substrate Buffer 

2% v/v DAB Chromogen 
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DAPI-Arbeitslösung Destilliertes Wasser 

5 µg/ml DAPI 

Dextran-Stammlösung Destilliertes Wasser 

200 g/l Dextran T500 

Dissoziationslösung DMEM 

1 mg/ml Collagenase A  

20 U/ml DNase I 

Entkalzifizierungslösung Destilliertes Wasser 

200 g/l EDTA 

pH 7,4 

Entwicklerlösung Reinstwasser 

20 g/l Natriumcarbonat 

0,04% v/v Formaldehydlösung 37% 

Eosin-Lösung Destilliertes Wasser 

1 g/l Eosin Y 

Angesäuert mit einem Tropfen Essigsäure je 100 ml 

FACS-Puffer 98% v/v PBS 

2% v/v Bovines Serumalbumin 

0,6 g/l EDTA 

0,1 g/l Natriumazid 

Färbelösung (Kryoschnitte) 99% v/v PBS 

1% v/v Normalserum 

0,025% v/v Triton X-100 

Färbelösung (sagittale und 

frontale Gewebekulturen) 

98,5% v/v PBS 

1% v/v Normalserum 

0,5% v/v Triton X-100 

Fixierlösung 

(Durchflusszytometrie) 

Nach Herstellerangaben aus True Nuclear 

Transcribtion Buffer Set 

25% v/v 4x Transcription Factor Fix 

75% v/v Fix Diluent 

Fixierlösung 

(Gewebekulturen) 

PBS 

37 g/l Paraformaldehyd 

Bei 70° C unter Natriumhydroxidzugabe lösen, 

abkühlen, pH 7,4 einstellen, filtrieren, bei -20° C lagern 

Fixierlösung 

(Polyacrylamidgele) 

45% v/v Reinstwasser 

50% v/v Ethanol 96% 

5% v/v Essigsäure 
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Gepufferte 

Kaliumchloridlösung 

Reinstwasser 

74,55 g/l Kaliumchlorid 

1,82 g/l TRIS 

pH mit Salzsäure auf 7,4 einstellen 

HCl-Alkohol 70% v/v Ethanol 

30% v/v destilliertes Wasser 

Angesäuert mit 3% v/v Salzsäure 37% 

Konservierungslösung PBS 

0,01 g/l Natriumazid 

Kryoprotektionslösung PBS 

200 g/l Saccharose 

LFB-Färbelösung 99,5% v/v Ethanol 96% 

0,5% v/v Essigsäure  

1 g/l LFB 

Lithiumcarbonat-Lösung Stammlösung: 

Destilliertes Wasser 

0,5 g/l Lithiumcarbonat 

Beginn der Differenzierung: 1:5-Verdünnung der 

Stammlösung 

Finale Differenzierung: 1:10-Verdünnung der 

Stammlösung 

LPC-Stammlösung 50% v/v Chloroform 

50% v/v Methanol 

100 mg/ml LPC 

In Glasfläschchen ansetzen, bei 38° C in Lösung 

bringen, bei -20° C lagern 

Lysepuffer (Gesamtprotein) 98,75% v/v Reinstwasser 

1,25% v/v Ampholyte 40% 

40 g/l CHAPS 

10,8 g/l Dithiothreitol 

152 g/l Thioharnstoff 

420 g/l Harnstoff 

Lysepuffer 

(Membranproteine) 

Reinstwasser 

152 g/l Thioharnstoff 

20 g/l CHAPS 

0,78 g/l Dithiothreitol 

420 g/l Harnstoff 



 Anhang XXIX 

 

Natriumthiosulfatlösung Destilliertes Wasser 

2 g/l Natriumthiosulfat 

PBS Destilliertes Wasser 

80 g/l Natriumchlorid 

2 g/l Kaliumchlorid 

16,8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

2,7 g/l Kaliumdihydrogenphosphat 

pH 7,4 einstellen 

PBS-GTA 97,5% v/v PBS-Gelatine-Lösung (1 Blatt Haushalts-

Gelatine in 100 ml PBS einweichen und unter Rühren 

bei 50° C auflösen) 

0,25% v/v Triton X-100 

1 g/l Natriumazid 

Lösung auf Eis filtrieren, bei 4° C lagern 

Pepstatin A-Stammlösung Ethanol 100% 

0,1 mg/ml Pepstatin A 

Perfusionslösung 90% v/v destilliertes Wasser 

10% v/v Formaldehydlösung 37% 

4,6 g/l Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 

8 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

Periodsäure-Lösung Destilliertes Wasser 

5 g/l Periodsäure 

Permeabilisierungspuffer  Nach Herstellerangaben aus True Nuclear 

Transcribtion Buffer Set 

10% v/v 10x Perm Buffer 

90% v/v destilliertes Wasser 

Phenylmethansulfonylfluorid-

stammlösung 

Ethanol 100% 

17,42 mg/ml Phenylmethansulfonylfluorid 

Polyethylenglykol-

Stammlösung 

Destilliertes Wasser 

400 g/l Polyethylenglykol 3350 

Präparationsmedium DMEM/F12 

100 U/ml Penicillin 

0,1 mg/ml Streptomycin 

Proteaseinhibitor-

Stammlösung 

10 ml Ethanol 100% 

1 Tablette cOmplete ™ Proteaseinhibitorcocktail 



 Anhang XXX 

 

Rehydrationspuffer 97,5% v/v Reinstwasser 

2,5% v/v Ampholyte 40% 

152 g/l Thioharnstoff 

20 g/l CHAPS 

2,5 g/l Dithiothreitol 

360 g/l Harnstoff 

Schnittkulturmedium 50% v/v MEM 

25% v/v HBSS 

25% v/v Pferdeserum 

2 mM L-Glutamin 

100 U/ml Penicillin 

0,1 mg/ml Streptomycin  

6,5 g/l Glukose 

Glukose wird vor Zugabe in geringem Volumen gelöst 

und durch einen 0,22 µm Spritzenfilter steril filtriert 

Silbernitratlösung Destilliertes Wasser 

1,5 g/l Silbernitrat 

TRIS/EDTA-Puffer Destilliertes Wasser 

1,21 g/l EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat 

0,37 g/l TRIS 

TRIS-Stammlösung Destilliertes Wasser 

2,42 g/ml TRIS 

Mit Schwefelsäure auf pH 7,8 eingestellt 

Trypanblau-Lösung PBS 

5 g/l Trypanblau 

Zombie Green-Stammlösung 1 Zombie Green – Aliquot 

100 µl Dimethylsulfoxid 

Zwei-Phasen-System A 598 µl Reinstwasser 

742 µl TRIS-Stammlösung 

482 µl Polyethylenglykol-Stammlösung  

961 µl Dextran-Stammlösung 

Kräftig mischen und über Nacht bei 4° C lagern 

Zwei-Phasen-System B 698 µl Reinstwasser 

742 µl TRIS-Stammlösung 

482 µl Polyethylenglykol-Stammlösung  

961 µl Dextran-Stammlösung 

Kräftig mischen und über Nacht bei 4° C lagern 
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